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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BRCA, BReast CAncer (gén);

CC index (= CURIO), Cadherin-Claudin protein-index;

CE, centromer (proba)

CLDN, claudin (gén);

ER, 0sztrogén receptor;

FFPE, formalinban fixalt, paraffinba agyazott;

HER2, human epidermalis novekedési faktor receptor 2, és azonos nevil emlérak
(csoport);

HR, hazard funkcid

IHC, immunhisztokémia;

KK1, Komplex sejtKapcsolati RNS-profil

KK2, Komplex sejtKapcsolati protein-index

LN, nyirokcsomo;

LumA: luminalis A emldrak (csoport)

LumB: luminalis B emldrak (csoport)

MRI, magneses rezonancia vizsgalat;

MT, metasztazis-mentes talélés

PET, pozitron emisszios tomografia;

PgR, progeszteron receptor;

RT, relapszus-mentes tlélés

Rtg, rontgen

SE, standard hiba

SS1, Szimpla Sejtkapcsolati RNS-profil

SS2, Szimpla Sejtkapcsolati protein-index

TNBC, tripla negativ emlérak (csoport)

TT, teljes betegség-specifikus tulélés

UH, ultrahang

95%CI, 95%-0s konfidencia intervallum
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1. BEVEZETES
1.1. Emlodaganatok

1.1.1. Epidemiologia

A statisztikai adatok ismeretében az emld betegségei koziil a legnagyobb figyelem
az emlé rosszindulatl daganatos elvaltozasaira Osszpontosul. Az emlérak a
leggyakrabban diagnosztizalt rosszindulati daganat a nék korében, Magyarorszagon
csakugy, mint az egész vilagon. Csaknem minden harmadik daganat emlérak. Minden
évben koriilbeliil egy millié n6é betegszik meg emldrakban vilagszerte. A megbetegedés
gyakorisaga 1960 6ta folyamatosan nétt, évenként kortilbeliil 1-2%-kal, Magyarorszagon
2008-ban a rakregiszternek bejelentett 1j emlorakos esetek szama 7313 volt (1).

Az emldrak miatti haldlozas novekedése a 90-es években megfordult: a mortalitas
csokkenni kezdett, amely a korai felismerésnek és a javuld terapias eredményeknek
tulajdonithat6. Magyarorszagon is hasonld csokkend halalozési tendenciat latunk.
Ugyanakkor a morbiditas jelentés csokkenésre nem lehet szamitani, mivel az életkor
novekedésével, az obesitas és a fizikai inaktivitds rohamos terjedésével, illetve a korai
menarche, kisebb gyermekvallalasi kedv és késobbi életkorra tolodott elsd sziilés
egyiittesével parhuzamosan n6 a gyakorisag és a prevalencia, ezért egyre tobb emldrakos

betegre kell szamitania az egészségligyi ellatasnak.

1.1.2. Diagnosztika

A nem tapinthaté daganatok kimutatasaban legspecifikusabb modszer a rontgen
(Rtg) mammografia. A nem tapinthatd és ultrahang (UH) vizsgélattal nem detektalhatod
elvaltozasok stereotaxias mammografias mintavétele, egyébként UH-vezérelt vékonytli
biopszia (FNAB) vagy vastagti biopszia (core) soran nyert anyag citologiai, illetve
szOvettani vizsgalata utalhat a daganat szOvettani tipusdra mar a miitéti kezelést
megeldzden. Amennyiben a fenti képalkotok segitségével nem jutunk diagnozishoz,
szoba jon a magneses rezonancia (MR) és pozitron emisszids tomografia (PET) altal
tamogatott mammografia is (2). A sziirésen kiemelt vagy tapinthaté daganatok korunk
szakmai elveinek megfeleléen biopszids mintavétellel diagnosztizalhatok. Ennek

eredményétél fiiggden onkologus szakorvos vezetésével, Un. onkoteam allitja fel a



DOI:10.14753/SE.2012.1705

legelonyosebb terapias sémat. Minden egyes beteg esetében kiilon terapias tervet kell
késziteni, meg kell allapitani a terapia céljat és eredményességének esélyét. Az emlorak
elmélyiilten kell foglalkozniuk a beteg allapotaval, és értelmezniiik kell a patologiai és

molekularis diagnosztikai vizsgélatok eredményét.

1.1.2.1. Mindennapi gyakorlatban hasznalt prognosztikai és prediktiv tényezok

Az eml6 rosszindulati daganatai kiindulhatnak a szerv hamszoveteibol
(carcinomak), illetve kotoszoveteibdl (sarcomak). Korszovettani osztalyozasuk a World
Health Organisation (WHO) (ICD-10) vagy az Armed Forces Institute of Pathology
(AFIP) beosztasa szerint lehetséges. Az emld rosszindulati daganatai dontd
tobbségiikben ham eredetiiek. Leggyakoribbak a ductalis, majd a lobularis carcinomdk in
situ és invaziv formai, majd ezeket kovetik a tubularis, Paget, inflammatoricus,
micropapillaris és egyéb ritka carcinomak, és a malignus phyllodes tumor (3). A
sarcomas megbetegedés igen ritka, €s rossz prognozisu (4).

A tumor kialakulasanak id6pontja a beteg élete soran ugyancsak prognosztikus
jelentésséggel bir, a fiatalkori daganatos megbetegedés rosszabb prognézisu (5, 6).

A rosszindulati emlddaganatok kimenetelét alapvetd mértékben meghatarozhatja
a daganat nagysdga az ¢észlelés idOpontjaban. Nincs minden esetben egyértelmi
Osszefiiggés a rosszindulati emlddaganat nagysaga és progndzisa kozott, mégis
elfogadott, hogy a kisebb daganat kezelése a teljes gyogyulds nagyobb reményével
kecsegtet. Ugyanakkor egy vizsgélat szerint rosszabb prognozistak azok a tumorok,
amelyek bar méretben kisebbek, de korai nyirokcsomoattétet adnak (7).

A nyirokcsomoattét hianya vagy jelenléte régéta ismert, nagyon erds eldrejelzo
képességgel rendelkezd tényezo (8).

A szovettani megjelenés alapjan meghatarozhatdo szovettani grade (tubulus
formalas, magi grade €s mitotikus aktivitas), nyirokér- és érbetorés, axillaris nyirokcsomo
status, Nottingham Prognostic Index (NPI = /0.2 x tumorméret cm-ben/ + nyirokcsomod
stage + tumor grade) a mindennapokban jol alkalmazhaté, azonban korlatozott

prognosztikus informacioval biré faktorok (9-11).
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A diagnozis idopontjaban felallitott klinikai és patologiai stage (TNM =
tumorméret, nyirokcsomo status, metasztazis jelenléte) ma is elfogadott kezelési utmutatod
(12, 13).

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal az emlddaganatok alapvetd csoportjai
hozzavetdlegesen elkiilonithetéek. Az E-cadherin a ductalis ¢és lobularis formak
rutinszer(i elkiilonitésére hasznalatos, a lobularis daganatok 46-100 szazalékaban nincs
expresszio (14-18). Az 6sztrogén- és progeszteron-receptor, valamint a Her2 kifejezodése
az altipusok meghatarozasaban lehet segitségiinkre, a p63 és a nagy molekulasalyu
citokeratinok (CK5/6, CK14) pedig a myoepithelialis/basalis eredet megallapitasaban
alkalmazhatéak (19-21). A p53 mutdcidé immunhisztokémiai kimutatasa is lehetséges,

amelynek jelenléte rossz progndzisra utal (22, 23).

A betegség lefolyasanak minél pontosabb megitélése nemcsak magukat a
betegeket, hanem a daganatos betegeket kezeld szakembereket is régota foglalkoztatja.
Proliferacios index, S-fazis frakcio, és Ki-67 kifejez6dés ugyancsak tovabbi informaciot
szolgaltathat. Minél jobban osztodik egy daganat, progndzisa altalaban annal rosszabb
(24, 25).

A hormonreceptor-kifejezodés terapias prediktiv értéke a tumorok 0Osztrogén-
receptor pozitiv (ER+) és negativ (ER-) csoportjait képes elkiiloniteni. Ezen altipusok
biologiai viselkedése igen kiilonb6zo lehet, amelyet az elmult évtizedben genetikai
vizsgalatokkal is alatamasztottak (26, 27). Perou munkacsoportja cDNS-microarray profil
alapjan kiilonbozette meg az egyes altipusokat, amelyek a mai kezelési csoportok
meghatarozasanak alapjat képezték (1. abra). Az ER+ daganatokon beliil a proliferacios
aktivitas mérésével elkiilonithet6k tn. luminalis A és B csoportok. A hormonreceptor-
kifejez6dés az esetek egy részében progeszteron receptor (PgR) expresszidt is jelent. Az
ER- tumorok tobbfélék lehetnek: Her2 gén amplifikacidt €s fokozott receptorfehérje-
kifejezodést mutathatnak, ezek a Her2+ tumorok vagy napjainkban “HER2-enriched”
csoportként emlegetett daganatok (HER2); vagy lehetnek receptor negativak: Un. tripla
negativ tumorok (TNBC: ER-, PgR- és HER2-). Utobbiak kozott talaljuk a basalis tipusa
daganatokat és a nemrégiben leirt un. claudin-low tumorokat (28), amelyek terdpiara
fokozottan rezisztens sejtekbdl épiilnek fel (29). A HER2 gén amplifikacioja vagy

fokozott fehérje expresszidja rossz prognosztikus jel és a kezelésre prediktiv tényezo,
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azonban ennek hianya, vagy a fehérje alacsony kifejezodése nem jelez egyértelmiien jo
prognozist. Az ER expresszio értelmezése hasonlo korlatokkal lehetséges: ER- daganatok
nagyrészt rossz prognozisuak, azonban nem minden ER+ tumor kedvezd kimenetelii.
Egyes génmutaciok (p53, BRCA1/2, CHEK2, KIP) oki szerepe is felmeriilt a
daganatok kialakuldsaban ¢és biologiai viselkedésének elorejelzésében (30, 31), azonban
az egyénre szabott terdpia és a genomika térhoditasaval ma mdr elérhetdek tovabbi
genetikai alapt eszk6zok is, amelyek a dontéshozasban nyujthatnak tampontot: Agendia
Mammaprint (32), Genomic Health Oncotype DX (33), Ipsogen Mapquant DX (34).
Hatranyuk, hogy némelyikiik fagyasztott tumorszovetet igényel, sokgénes eljarasok, igy

csak igen dragan elérhetok.

Basalis 1. Basalis 2. Her2 Luminalis
B Luminalis Kasdi luminalis
progenitar progenitor I Cwlferancian
-,. . . .' luminalis saojiok
Cssejt
e
® e ® ‘
. 5 Myoepithelials i
Pluripotens progenitor @ . \
progenitor . .
L X o I
Differanciah @ . v
@ @ myoepithelialis seft
c 1: Mesenchymalis 2. Basals X Her2 4 Lurminals B 5 Luminalis A
D CD44+/CD24- ALDH1 EGFR Ck3® P53 HER2 ECDH KiaT ER PgR

1. abra: A fiziologias emldfejlodés soran kialakulo sejtalakok (B), és az egyes
stadiumoknak megfeleltetheté expresszios mintazatok a daganatokban (A), amelyek a
tumorok altipusara (C) engednek kovetkeztetni /az array Perou kézleményébol modositva
(35)/. Az immunhisztokémiai markerek segitségével az esetek tébbségében tiikrozhetd a
molekularis beosztas (D).
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1.1.3. Kezelés
1.1.3.1. Sebészi ellatas

A korai emldrak elsddleges terapidja legtobbszor sebészi, a primer tumor
eltavolitasa az Orszem (sentinel) nyirokcsomo egyideji kivételével. Az azonos oldali
hénalji nyirokcsomok eltavolitasara mikro- vagy makrometasztazist tartalmazo sentinel
nyirokcsomé mellett kertilhet sor, de az attétmentes regionalis nyirokcsomok eltavolitasa
terapias szempontbol felesleges (36). Az Orszem nyirokcsom6 a daganatos
nyirokelvezetés els6 allomasa, amelynek eltavolitasa és miitét utani igen részletes
szOvettani vizsgalata nagy pontossaggal jelzi a daganatos regionalis statuszt. Az esetek
tobbségében torekedni lehet az emlémegtartd miitét elvégzésére, ezért a mastectomiara
manapsag egyre ritkdbban keriil sor. A sebészi kezelés soran eltavolitott primer vagy

metasztatikus daganat a prognosztikus €s prediktiv vizsgalatok alapjéul szolgal.

1.1.3.2. Sugarterapia

Emlomegtartd mitétet kdvetden minden beteg sugarkezelésre szorul, mely 7-
26%-kal képes csokkenteni a helyi kiujuldst. A sugérterapiat altalaban 5 héten at adjak, de
a gyorsitott (akceleralt) hipofrakcionalt sugarkezeléssel ugyancsak hasonldé eredmények
érhetok el, kevesebb mellékhatds aran. Honalji nyirokcsomé attéttel rendelkezd
emlorakos betegek esetében a mastectomia utdn végzett sugarterapia javitja a betegek
talélését, ezért altalanosan elfogadott, hogy négy vagy tobb azonos oldali

honalji nyirokcsomo-attét esetén mastectomia utan is sugarkezelés is javasolt (37).

1.1.3.3. Gyogyszeres kezelés

anyagcserére hatdo vegyiileteket a kemoterapia mellett, valamint a biologiai
valaszmodositok alkalmazasat is — harom formdja kiilonithetd el: 1) a mitétet megel6zo
neoadjuvans, vagy mas néven primer szisztémas terapia; 2) a mitétet kovet6é adjuvans,
valamint 3) az elérehaladott attétes emlorak elso- és tobbedvonalbeli kezelése. Ez utobbi
esetekben a kezelés célja mar nem lehet a betegség végleges meggyodgyitasa, csupan az
¢élettartam meghosszabbitasa és az életmindség fenntartasa (palliativ kezelés).

crer

klasszikus Bonadonna-féle CMF- (cyclophosphamid, methotrexat, 5-fluorouracil) kezelés
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megjelent (38). Az 1980-as évek az anthracyclinek (39), az 1990-es évek pedig a taxanok
korszakanak nevezhetéek (40). Ma mar a HER2-pozitiv daganatok kezelésében
monoclonalis ellenanyag (trastuzumab) és tirozin-kindz inhibitor (lapatinib) is
rendelkezésre all (41-43). Az utdbbi évek gyogyszerfejlesztésének koszonhetden a
daganatok értijdonképzodését gatld tjabb monoclonalis ellenanyag (bevacizumab) keriilt
a figyelem eloterébe, mely attétes betegségben taxanokkal kombinalva igéretes szernek
tlinik (44, 45).

A metasztatikus emlérak esetében csaknem kizarélagosan, korai emlérak esetében
pedig kiegészito jelleggel gyogyszeres kezelés is ajanlott. A korai emlérakos esetek
tobbségében a jelenlévé mikrometasztazisok miatt szisztémas gyogyszeres kezelés
bevezetése sziikséges a locoregionalis ellatds utan, mivel e nélkiil a betegek felében
halaloki tényez6ként még mindig az emldrak szerepelne. Ez teszi sziikségessé a komplex
onkoterapias elvek érvényesitését, amely a klinikai onkoldégidban talan az eml6
ellatasaban tarthat6 a legsikeresebbnek (46). Az emldérak sebészi eltavolitasat kovetd
sugarterapia és a kombindlt gyogyszeres terapia egyiittesen képviseli az onkoterapia
harom oszlopat. Az endokrin terapia minden olyan endokrin valaszkészséget mutatd
daganatndl javasolt, ahol az Osztrogén receptor (ER) jelenléte igazolhato. HER2-gétlo
kezelést kemoterapiaval kombinalva minden HER2+ daganat esetében adni kell. Ezen
kiviil azokban az estekben indikalt a kemoterapia, amikor a tumor az ugynevezett tripla
negativ kategoriaba tartozik, kivéve, ha jobb prognozist szévettani tipussal van dolgunk
(pl. adenoid cysticus emlorak), és nincs axillaris nyirokcsomo érintettség. A legnehezebb
a dontés az ER-pozitiv, HER2-negativ tumorok esetében. Itt ugyanis, mérlegelni kell a
kemoterapia hozzaadasat az endokrin terapiahoz, ha nagy kockazati a beteg (pl.
nyirokcsomo érintettség all fenn, a tumorméret nagyobb, mint 5 cm, magas proliferacios
aktivitas detektalhatd, stb.) és alacsony ER és PgR expresszié mutathato ki.

Az emlddaganatok prognézisanak és kezelésre adott valaszdnak eldrejelzése igen
komoly hatassal lehet a beteg életmindségére és a biztositasi finanszirozasra, mert pontos
predikcioval a gyogyszeres kezelés kiadasai mellett a rehabilitacios koltségek is

optimalizalhatoak, ¢s elkeriilhetoek lehetnek bizonyos betegek esetében.

10
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1.2. Az emlddaganatos betegség varhato lefolyasa és ennek elorejelzése

A malignus folyamatot jellemz6 alapvetd funkciok (6nallé ndévekedés, apoptozisra
valo csokkent vagy hianyzo6 hajlam, végtelen osztodasi képesség, ndvekedésgatlod jelekre
vald érzéketlenség, genomikai instabilitds, lokalisan invaziv ndvekedés, értjdonképzést
serkentd tulajdonsag, érbetdrés ¢€s életbenmaradas az érpalyaban, megtapadas ¢és
attétképzeés) onmagukban hordozzdk kozeli és tavoli metasztazisok kialakitasanak
lehetdségét (47).

A tumor felfedezése ¢€s esetleges gyogyszeres kezelése a daganat alapvetd
biologiai tulajdonsagait modositja. Egy beteg tumora a sebészi kezelés kovetkeztében
eltavolitasra keriilhet, a lokalis besugarzas és az adjuvans kezelés pedig a visszamarado
tumorsejteket csaknem teljesen kiirthatja. Egy az eldbbivel azonos kort betegben, a
rendelkezésiinkre all6 és hasznalt, leirhatd tulajdonsagokban ennek teljesen megfeleld
daganat ugyanilyen kezelésre gyors kiujulast és rapid progressziot mutathat. Az egyes,
napjainkban mar foként genetikai alapu, prognosztikus (kisérleti és kereskedelemben
kaphat6) tesztek a tumorok minél pontosabb karakterizalasara torekszenek.

Az Agendia altal forgalmazott Mammaprint fagyasztott emlétumor minta
elérhetdségét tételezi fel, egyénileg tervezett cDNS microarray-ket alkalmaz 70 gén
mRNS-szintl kifejezodésének méréséhez (32).

A Genomic Health, Inc. kaliforniai féhadiszallasa paraffinos anyagokra
specializalodott: az Oncotype DX teszt keretein beliil 21 gén kifejezodését mérik valos
idejui PCR reakcioval, rutin patologiai blokkok felhasznalasaval (33).

Az Ipsogen cég Mapquant DX tesztje grade 2 differencialtsagi foku emlétumorok
kimenetelét josolja meg 97 gén kifejez6désének vizsgalataval, ugyancsak fagyasztott
tumorszovetre és microarray mérésre alapozva (34).

Ezek a tesztek és a legtobb eljaras RNS-szintli vizsgalatokra tdmaszkodnak (1.
tablazat), és a proliferaci6 pontosabb mérésén keresztil miikodnek (proliferacios
kifejezodési mintazat, chromosomalis instabilitds mintazat), ami a malignus folyamat
tobb alapvetd funkcidjaval is kapcsolatban van (33, 34). A sejtek egymashoz vald
viszonyat, meg(nem)tapadasi képességét, kornyezetéhez vald kapcsolodasat jelzo
paramétereket kevesebb expresszios profil (pl. invazivitdsi, metasztazis, “wound-
response”, stromalis) alkalmazta napjainkig (48-50). Utobbi elemzésére kézenfekvonek

tiinik a sejtfelszini kapcsolatok, sejtkapcsold struktirak jellemzése.
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1. tablazat. Prognosztikus és prediktiv tesztek az emlédagantos betegség lefolydsanak és
kezelésre adott valaszanak megitélésere

Technika Eljaras Irodalom
Szekvendlas (DNS) |BRCA1/2 (30)
HER2 (51)
FISH (DNS) 3-génes(CYP24, PDCD6IP, and BIRCS) (52)
70-génes Amsterdam (27)
. 76-génes Rotterdam (53)
I(E;cg]g;ssztos Array 97-génes “Genomic Grade Index” (34)
163-génes “Stroma-derived Prognostic Predictor” (50)
459-génes “Wound-response signature* (54)
21-génes “Recurrence Score” (33)
4-génes (MYBL2, KPNA2, CDC2, CDC20) (55)
qPCR (RNS) 5-génes (HOXB13, IL17BR, CHDH, MIB1, MKI67) (56)
8-génes (TOPFOX) (57)
14-génes (Metastasis Teszt) (58)
Nanostring (RNS) |50-génes (PAMS50) (59)
HER2 (60)
. Ki67 (61)

[HC (Protein) THC4 (ER, PgR, HER2, Ki67) (35, 62-64)
5-marker (p53, NDRG1, CEACAMS, SLC7AS, HTF9C)|  (65)
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1.3. Sejtkapcsolo molekuldk, claudinok, cadherinek
A sejtkapcsolo struktarak fontossagat hangsilyozza, hogy a genetikai allomany
10%-a (2000-2500 gén) Un. adhesids molekuldkat kodol (66). A sejt-extracellularis
matrix és a sejt-sejt kapcsolatok alapvetd fontossagliak a szoveti szervezOodés
kialakulasaban és fenntartdsaban.
A sejtek kozotti kapcsolatokért felelds strukturak 3 csoportra (2. Tablazat)
oszthatok (67):
1. Kommunikal6 kapcsolatok
2. Horgonyzo kapcsolatok

3. Lezar6 kapcsolatok

2. Tablazat. Sejt-sejt kapcsolatok. Claudinok helye a sejtkapcsolo strukturdkban.

Tipusok Kommunikdlo Horgonyzo Lezaro kapcsolatok
kapcsolatok kapcsolatok
Példak ,»Zap junction” desmosoma ,»tight junction”
hemidesmosoma zonula occludens
adherens junctio

(zonula adherens)
focalis adhesio

Alkotoé fehérjék Connexin E-, P-, N-cadherin Integrans:
Cadherinek ¢s | integrin, desmoglein, | claudinok,
cateninek desmocollin, occludin, JAM-1, -
kozremiikodnek  a | laminin, placoglobin | 2, -3, tricellulin
formacioban, de a | Actinhoz kot: Periférias:
gap junction | a-actinin, p-catenin, | MAGUK, ZO-1, -2,
felépitésében  nem | vinculin, ZO-1, -2, - | -3, AF-6, cingulin,
vesznek részt. 3, nectin, AF-6, | symplekin

ponsin

Az epitelialis sejtekben a szoros kapcsolati struktira molekuldi a sejtek
apicalis/basolateralis részén helyezkednek el; els6dleges szerepet jatszanak az
intercellularis rések lezarasaban, és a paracellularis szelektiv diffuzio iranyitasaban (,,gate
function”). Fenntartjak az apicalis €s basolateralis membran kozotti fehérjék és lipidek

eltérd osszetételét (,,fence function). Tovabba szerepiik van a sejtek novekedésének és

rrrrrr
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Az adhesiéban jatszott szerepiik jelenleg intenziv kutatds targya, mivel
feltételezetten kozremiikodnek a daganatok invazivitasi €s attétképzési jellemzdinek
kialakitasaban.

A bonyolult ,tight junction” struktiranak tobb Osszetevdje van, melyeket két
nagyobb csaladra oszt az irodalom (69):

e integrans - teljes - membranfehérjék mint pl. a claudinok, az occludinok, a
tricellulin és a JAM-ok
e periférias membranfehérjék mint pl. a ZO-1, -2, -3, a cingulin, a symplekin és az

AF-6, melyek segitségével az integrans junctionalis fehérjék kapcsolodnak a

citosceletalis, valamint adhézios fehérjékhez.

A junctionalis fehérjék el6forduldsarol, valamint a junctionalis fehérjék és
adhesios fehérjék kozotti kapesolatrol kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Tovabba
kevéssé ismert a junctionalis fehérjék expresszidja sem a tumorok regionalis

(nyirokcsomo), sem a tdvoli metasztazisaiban.

1.3.1.1. A claudin molekulacsalad

A claudin csalad els6 tagjainak leirasara 1998-ban keriilt sor (68). Napjainkig a
GenBank adatbazisban 23 kiilonb6zé human claudint talalunk, amelyek egymassal 12,5-
t6l 69,7%-ig terjedd szekvencia-homologiat mutatnak. Ez a tény a claudin csaladon beliil
lehetséges alcsoportokra, és egyben a funkcidik kozotti tfedésre utalhat.

A claudinok 20-27 kDa tomegli fehérjék, amelyek 4 transzmembran domént
tartalmaznak, egy kisebb és egy nagyobb extracellularis “loop”-pal (2. abra). Egymashoz
koétodnek homodimereket alkotva, de képesek heterotipikus kotésre is. Az actin vazhoz
kotddnek ZO-1 segitségével, és intracellularisan a bonyolult jelatviteli rendszer alkotoi
(70). Funkcidjuk csak részben ismert, a legjobban vizsgalt claudinok az 1-es, 2-es, 3-as,
4-es, 5-0s és 7-es. Egyes claudinok eltérd szoveti expressziot (in. mintdzatot) mutatnak

(71, 72), mig masok kizardlag egy adott sejt- / szovettipusra jellemzoek (3. tablazat).
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3. Tablazat. Egyes claudinok eldfordulasa emberi szervekben.

Tipus Eléforulasi hely

Claudin-1 bor, eml6,m4j, szaruhartya, vese, mellékhere, prosztata

Claudin-2 bél, emlé, m4j, szaruhartya, vese, pancreas

Claudin-3 bél, emldé, maj, tiid6, szaruhartya, vese, here, pancreas,
prosztata

Claudin-4 bél, emld, méj, vese, bél, pancreas, prosztata

Claudin-5 bél, endothel sejtek, pancreas

Claudin-6 embrio

Claudin-7 emld, cornea, maj, vese, pancreas, prosztata

Claudin-8 tiido, vese

Claudin-9 cornea, pancreas

Claudin-10 vese, pancreas

Claudin-11 vese

Claudin-14 hall6jarat

Claudin-15 vese

Claudin-16 vese, Sertoli-sejtek, oligodendrocitdk

Claudin-17 bor

Claudin-18 tiidé, gyomor

Claudin-23 bél

Claudin-1: génje a 3. kromoszéman talalhatd. A CLDNI gén altal kodolt
integrans membranfehérjét irtak le elséként, amely alapvetd fontossagu a szoros kapcsolat
szerkezetében (69). A claudin-1 immunhisztokémiai modszerrel, €s immunfluoreszcens
eljarassal a sejtmembranon, linearis elrendezédésben tinik fel (68). Altaldban a magas
rezisztenciaju hamokban jelenik meg; nélkiilozhetetlen alkotdja pl. a boér barrierjének
(67). A papillaris pajzsmirigy carcinoma és annak nyirokcsomo metasztazisa magas
claudin-1 expressziot mutat (73). A nyeldcs6 lapham eredetii daganatokban magasabb
kifejez6dését talaltdk a nem daganatos laphamhoz képest. A colon premalignus
gyulladasos megbetegedéseiben a claudin-1 (és claudin-2) fokozott kifejezodése
észlelhetd (74). Primer colorectalis carcinoma sejteket vizsgdlva expresszidja ugyancsak
emelkedett volt (75). A claudin-1 molekulanak a Hepatitis C virus sejtbe val6 bejutasaban
is kulcsszerepet tulajdonitanak (76). A normal hamhoz képest a claudin-1 (és claudin-7)
expresszio emelkedik a cervix dysplasticus elvaltozasaiban (CIN) és csokken az invaziv
rakban a dysplasticus elvaltozasokhoz képest (77).

Claudin-2: génje a 10. kromoszoéman helyezkedik el, szintén alapkdve a szoros
kapcsolatnak, de a plazmamembran mentén nem folytonos kotegeket képez, hanem

szakaszosan van jelen. Ez tiikr6zodik a gyakran a citoplazma belsé teriiletein latott
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granularis immunreakcié képében. Ugyancsak homofil kapcsolatokat alkot (68). Foéként a
specifikusan atjarhatdé hamokban jelenik meg, pl. a vese tubulusaiban és a plexus
choroideusban (78). Expresszidjat a valédi hamtumorokon til néhany mas daganatban is
leirtdk, pl. malignus melanomaban, Spitz-naevusban, és nem kiérett sarcomakban (79).
Nyel6csd adenocarcinomdban a claudin-2 fehérjeszintje magasabb volt, mint annak a
praecancerosus (Barrett-oesophagus) elvaltozasdban. Utdbbiban és az abbdl kialakuld
adenocarcinomakban emelkedett claudin-2 expressziot irtak le a normal foveolaris epithel
claudin-2 expresszidjahoz képest (80).

Claudin-3: génje a 7. kromoszéman taldlhaté. Immunreakciéja membranosus,
linearis. A nem hameredetli daganatok altalaban nem mutatnak claudin-3 reakciét (79).
Intestinalis tipusu gyomordaganatokban magas expresszidja jobb prognozissal tarsult,
mig a diffiz tipusi gyomordaganatokban expresszidja alacsonyabb volt (81-83).
Pancreasban a claudin-3 az endocrin differenciacio jelzdje (84). A claudin-3 fehérjének
Clostridium perfringens enterotoxin (CPE) -koto kapacitdsa van, CPE hatasara a sejtek
lysise kovetkezik be (67, 78, 85).

Claudin-4: génje a 7. kromoszoman helyezkedik el. Membranhoz kotott
immunreakciot mutat. Ugyancsak CPE-koto tulajdonsaggal bir, ezért szerepe fontos lehet
a daganatellenes terapiaban (85). Els6sorban a kevéssé ateresztd hamokban mutathaté ki
(67). Nyalmirigyekben a barrier kialakitasaban van szerepe (86). Expresszidja szamos
human daganatban megvaltozik. Fokozottan expresszalodhat az emlddaganatok mellett
pancreas carcinomaban (84, 87, 88), cholangiocellularis carcinomaban (89, 90), prosztata
carcinomaban (91) és ovarium carcinomaban (92).

Claudin-5: génje ugyancsak a 22-es kromoszoman talalhato. Els6sorban az
endothelsejtekben elhelyezkedd szoros kapcsolatok formalasaban vesz rész (67). A gén
deletioja kimutathatd velo-cardio-facialis szindrémaban (78). A normdl erek endothelje
mellett jelenlétét pancreas adenocarcinomaban is kimutattak (78). A vesének csupan az
artérias ereiben mutathato ki, mig a kapillarisokban és a vénakban nem (69, 93). A vér-
agy gat és a plexus choroideus sejtjeiben (epi- és endothelialis) is megjelenik (94, 95). A
gyomorrakok koziil a diffuz tipusban alacsonyabb claudin-5 expressziot talaltak az

intestinalis tipushoz képest (83). A vascularis daganatok claudin-5 pozitivak (79, 93).
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Claudin-7: génje a 17. kromoszoman talalhato. Erdteljesen expresszalodik szinte
valamennyi hameredetli tumorban (79). Expresszioja csokkent cervixcarcinomaban (96,
97); fej-nyak tumorokban (67, 78) és az uterus hdmdaganataiban (78).

Tovabbi  megfigyelések a  claudinokrol: A claudin-11  jelen van
oligodendrocitakban, Sertoli-sejtekben, vesében; hianya egerekben sterilitishoz vezet,
valamint az ingervezetés csokkenését okozza a kozponti idegrendszerben (98). A claudin-
14 hianya velesziiletett siiketséghez vezet (71). A claudin-16 génben fellépd mutaciok
felelések a renalis hypomagnesiaemia kialakuldsaért, mely megnodvekedett calcium-
uritéssel €s vesekOvességgel jar, a claudin-16 a magnézium-szelektiv csatornak

kialakulasat teszi lehetové (85).

1.3.1.2. Claudinok kifejezédése az emlé daganataiban

A claudinok vizsgalata emldédaganatokban réviddel leirasuk utdn megkezd6dott.
Az els6 eredményeket Kramer és munkacsoportja kozolte 2000-ben (99). 96
tovabbiakban nem részletezett emlémintat vizsgaltak, és a claudin-1 fehérje csokkent
kifejezddését talaltdk carcinomaban. Kominsky 86 emldéminta (38 DCIS, 31 IDC, 17
LCIS) elemzése soran a claudin-7 csokkent kifejezodését latta (100). Ez a munkacsoport
egy évvel késobb, 2004-ben, 21 emloétumor vizsgalata utdn a claudin-3 és -4 fokozott
kifejezOdését irta le, egyidejileg a CPE terdpias alkalmazasdnak lehetdségére is
ramutattak (85).

Soini 20 Paget-kor és emld carcinoma claudin-2, -3, -4, -5 mintazatat kozolte
(101). Tokés 56 emléminta RNS- és fehérje-expresszios vizsgalatai alapjan claudin-1, -3
€s -4 Osszefiiggését latta a szovettani grade-del (102). Majd TNM szerinti korai
emlddaganatok Osszehasonlitasaban, 30-30 pT1pNO és pT1pN1 invasiv ductalis tumort
elemezve nem talaltak kiilonbséget ezen daganatok claudin-1, -2, -3, -4, -7 kifejez6dését
tekintve (103). Az emld ductalis carcinoméja nagyobb mennyiségben fejez ki claudin-5-
0t, mint a lobularis tipus (79, 101).

2006-ban Hewitt szamos agy, tiido, emld, colon, vese, maj, hasnyalmirigy,
prosztata, gyomor, petefészek, csont, ér endothel, dssejtek, méhlepény és 47 emlominta
elemzése soran (igen vegyes tulajdonsagi mintak vizsgalata mellett: normal emlészdvet,

benignus daganatok, valtozatos hormon- és kemoterapids kezelés utani daganatok,
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metasztazisok) claudinok kifejez6dését irta le, és ugyancsak a claudin-3 és -4 fokozott,

valamint a claudin-7 enyhén emelkedett kifejezodését talalta (81).

1.3.1.3. Claudinok szerepe az emlodaganatok viselkedésében

A pusztan leird jellegli elemzések mellett megjelennek a claudinok oki szerepét,
illetve kifejezodésiikben a kovetkezményes eltéréseket strukturdltan vizsgald
kozlemények. A claudin-2 megemelkedett kifejezddése elOsegiti a majmetasztazisok
kialakulasat (104). Herschkowitz alkalmazta els6 izben a “claudin-low” tipus megjelolést
2007-ben az emlddaganatok egy 1Uj csoportjanak azonositasara (28), amelyet tovabbi
vizsgalatok sordn ontogenetikailag Ossejt tulajdonsagokkal rendelkezd, majd adjuvans
terapia alkalmazasa sordn rezisztens, a tobbit tulnovo, felszaporodd populdcidként
azonositottak (29, 105).

A prognosztikus informéacio kinyerésére torekvo elemzések eddig kis esetszamuak
voltak, és elozetes megallapitasokat tettek. A claudin-1 molekula kifejezddésének
csokkenése rossz prognosztikus jel, és alacsony expresszidja 0sszefiigg a nyirokcsomo-
metasztazisok jelenlétével (106). A claudin-16 kifejez6dése az agressziv tulajdonsag ellen
hat (107). Claudin-4 alacsonyabb expresszidja pedig a jobban differencialt tumorokban
észlelhetd (102, 108).

1.3.2.1. Cadherinek

A cadherinek az adherens kapcsolatok felépitésében résztvevd, ugyancsak sok
tagot szamlalo molekulacsalad, amelyek mindegyike Ca-ion-dependens moédon mitkddik
(innen szarmazik elnevezésiikk is). Ebbe a csaladba tartoznak a cadherinek,
protocadherinek, desmogleinek és desmocollinok is mas molekulak mellett (109). K6zos
molekularésziik az extracellularis Ca-kotd régio (110). Az egyes cadherinek eldtagjaik
szerint csoportosithatoak, attol fliggden, hogy milyen sejtekben €s szervben fordulnak eld.
fgy a teljesség igénye nélkiil megkiilonboztethetiink P-cadherint (placenta), N-cadherint

(neuralis), és E-cadherint (epitehelialis).

1.3.2.2. E-cadherin
Az emldben és daganataiban az E-cadherin (mas néven l-es tipusu cadherin)

fordul eld, amelynek génje a 16-os kromoszoman talalhato. Egy transmembran részbdl, 5
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extracellularis cadherin szakaszbol és egy magasan konzervalt intracellularis részbdl all
(2. abra). Az E-cadherin génjében vagy funkcidjdban bekovetkezd karosodast a
carcinogenesisben €s a tumorprogresszioban is leirtak (111). Aktiv kapcsolatban van az
actinnal, amihez a B-cateninen keresztiil kapcsolodik, utdbbival egyiitt a ,,Wingless/Wnt”
jelatviteli Gtvonalban toltenek be szerepet (112).

Az E-cadherin a mindennapi patoldgiai diagnosztikaban a ductalis és lobularis
emlédaganat szOvettani csoportok rutinszerii elkiilonitésére hasznalatos, a lobularis
daganatok tulnyomé hanyaddban nincs kifejezddés (14-18). Szerepét leirtdk tobb
szervben az epithelialis-mesenchymalis transitio (EMT) folyamatdban, amikor a
feltételezések szerint (tobbek kozott) az E-cadherin kifejezédése is csokken, igy
fokozddik a sejtek mobilitasa és metasztatizald képessége (86, 111, 113-118). Nem
vilagos azonban, hogy ez a jelenség ok, vagy kovetkezmény-e folyamatban (113, 119).
Az EMT alakuldsaban szamos jelatviteli utvonal aktivacioja is szerephez jut, és ezeket

sejtkultaras €s szoveti vizsgalatokban is megerositettek (120).

Tight junclio

. |
: II." Il =vplekin
| ﬂ'% @c'mguhn

1\ 4
Claudin-1 || 4

Adherens junctio

2. abra. Claudin és E-cadherin elhelyezkedése a plazmamembranban /Féster
kézleményébdl modositva (121)/.
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2. KERDESEK, CELKITUZESEK

1.

A claudinok és E-cadherin protein szintii kifejezodése eltér-e a kiilonb6zo
szovettani tipust emlédaganatokban?

Az eml6daganatok dedifferencidloddsa sordn protein szinten eltérnek-e a
kiilonb6z6 gradusu tumorokban kifejez6do claudinok?

A claudinok és E-cadherin fehérjék kifejezddése valtozik-e a rutin gyakorlatban
alkalmazhaté immunhisztokémiai profil altal tiikr6z6tt emlédaganat altipusokban?
A nyirokcsomo-attétek immunhisztokémiai modszerrel detektalhaté claudin
kifejezddése eltér-e a primer emlédaganatokét6l?

Nyilvénos genomikai adatbazisok vizsgalata soran a claudinok és E-cadherin
mRNS-szinten  6nmagukban vagy egylittes mintazatként nytjtanak-e
prognosztikus informéciot?

Rejt-e a claudinok ¢és E-cadherin fehérjeszinti kifejez6dése prognosztikus
informaciot primer emldtumorokban?

A nyirokcsomo-attétek claudin fehérje kifejezodése hordoz-e prognosztikus
informaciot emlodaganatos megbetegedésben?

A genomikai adatbazisok vizsgalatabol, mRNS kifejezddési adatokbdl szarmazo
eredmény validdlhato-e fliggetlen betegcsoporton a mindennapi gyakorlatban
alkalmazhaté immunhisztokémiai technikaval?

Ad-e a claudin- és E-cadherin expresszid tovabbi prognosztikus informaciot a

rutinszerien alkalmazhat6 faktorok mellett?
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3. MODSZEREK

3.1. Betegek és adatbazisok

A szoveti vizsgalatokhoz két kiillonbozo, atfedés nélkiili beteganyag - 6sszesen 636 beteg

tumormintaja - keriilt bevonasra (4. tablazat):

4. tablazat. A vizsgalathoz felhasznalt emlédaganatos betegek és mintdak klinikopatologiai

jellemzoi.

Betegszam 636
Eletkor (atlag, tartomany 55.3 (23-98)
Szovettani tipus (n, %) IDC 392 (61.6%)
IDC kevert 68 (10.6 %)
ILC 81 (12.7%)
ILC kevert 42 (6.6%)
mucinosus 13 (2.0%)
medullaris 2 (0.003%)
metaplasticus 14 (2.2%)
egyéb 24 (3.7%)
Grade (n, %) 1 165 (25.9%)
2 258 (40.5%)
3 213 (33.5%)
Tumorméret (atlag + SE, mm) 25.83+15.42
Nyirokcsomo statusz NO 48 (7.5%)
(n, %) N1 178 (27.9%)
N2 161 (25.3%)
N3 38 (5.9%)
NX 211 (33.1%)
Necrosis nincs 480 (75.5%)
van 156 (24.5%)
NPI (atlag + SE) 432 +1.33
Lymphocytas nincs 247 (38.8%)
besziirgdés (n, %) enyhe 237 (37.2%)
kozepes 98 (15.4%)
erds 54 (8.4%)
Erbetorés (n, %) nincs 204 (32.1%)
van 432 (67.9%)
Rekurrencia (n, %) helyi relapsus 39 (6.1%)

(n, %)

tavoli metasztazis

136 (21.3%)
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1) 249 emlodaganatos beteg mintaja a II. sz. Patologiai Intézet archivumabol
(1981-2008), atlagosan 111 honapos kovetési adatokkal. Utdbbiak kozott 39 tripla
negativ emlédaganatos (koztik 31 egyidejileg CK5/6 expressziot mutatdé u.n. basalis
phenotipust daganattal kezelt) beteg is talalhato. Egyes esetekben (97 beteg) elérhetd volt
normdl szovet €s nyirokcsomo-attét is, amelyeket a primer tumor miitétje idépontjaban
tavolitottak el. Ebben a csoportban tovabbi 52 tavoli attétes beteg €s 61 relapszus-mentes
beteg tumorat is vizsgaltuk. 2) 387 beteg a Budai MAV korhaz anyagabol (1999-2002),
atlagosan 102 honapos kovetési adatokkal. A betegek kezelési adatai rendelkezésre alltak
a sebészi eltivolitast kdvetd sugar- és kemoterdpia vonatkozisiban. Osszesen 148
(38.2%) beteg részesiilt anthracyclin- vagy taxan-alapu kemoterapias kezelésben, 101
(26.1%) ezek kozil besugarzast is kapott. A maradék 239 (61.7%) betegbdl, akik
szisztémas kezelésben nem részesiiltek a daganat eltavolitdsat kovetden 112 (28.9%)
részesiilt radioterapiaban.

A kohortok felallitasakor szempont volt, hogy reprezentalni tudjuk a leggyakoribb
szovettani tipusokat és mindharom differencialtsagi fokot, emellett a ritkabb, tripla
negativ daganatokat, nyirokcsomoé- ¢€s tavoli attéteket kiillon ,dusitottuk”, hogy
viselkedésiiket megvizsgalhassuk. A betegek talélési adatainak elemzésekor a
legrévidebb ido6t vettiik szdmitasba, amikor relapsus kialakult: akar helyi recidiva, akar
tavoli attét keriilt diagnosztizalasra (relapszus-mentes tulélés). A vizsgalatot a
Semmelweis Egyetem Tudomanyos Kutatasi és Etikai Bizottsag hagyta jova (#85/2007,
#185/2007 és #7/2008).

Bioinformatikai elemzéseinkhez tizenharom nyilvanosan elérhetd internetes
adatbazisban talalhato (5. tablazat), osszesen 1809 emlddaganatos beteg tumorarol és
talélésérél megadott informaciot hasznaltuk (34, 53, 122-132). Az egyes adatbazisok
Affymetrix HGU133A vagy HGU133Aplus2 microarray-k alapjan késziiltek, amelyek
probaszettjei jelentds atfedést mutatnak. Az adatbazis létrehozdsa soran egy online
elérhetd, szabadon hasznalhatd eszkoz jott 1étre (133), melynek tovabbi modositasaval

egyszerre tObb gén egyiittes kifejez0désének hatasat tudtuk vizsgalni.

22



5. tablazat.

A vizsgadlatban felhasznalt adatbazisok betegeinek klinikopatologiai
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paraméterei (Gyorffy kozleményébdl modositva (133) ).

Platform |Betegek | Eletkor Grade ER+ Relapsus | Irodalom
szama (1/2/3)

HGUI133A 102 58+12 27/20/36 73 (72%) | 40 (39%) (34)
HGUI133+2| 204 NA NA NA 204(100%) | (122)
HGU133+2| 55 61+9 2/35/18 55(100%) | 55(100%) (123)
HGU133A 198 46+7 30/83/83 134 (68%) | 91 (46%) (124)
HGUI33A 1 69 1 1 0 (125)
HGU133A 82 64+10 0/54/1 70 (86%) | 19 (23%) (126)
HGU133+2| 77 64£9 14/20/24 77(100%) | 13(17%) (127)
HGU133A 251 62+14 | 67/128/54 | 213 (85%) NA (128)
HGUI133A 58 NA NA 0(0%) 11(19%) (129)
HGUI33A 159 NA 28/58/61 NA 40 (25%) (130)
HGU133A 200 NA 58/136/35 NA 46(23%) (131)
HGUI33A 286 NA NA 209 (73%) | 107 (37%) (53)
HGU133A 136 NA NA 136(100%) | 20(15%) (132)
Osszesen 1809 [57+13 | 198/534/312 | 968 (78%) | 689 (43%)

3.2. Széveti multiblokkok készitése

A daganatokat tartalmazo6, formalinban fixalt és paraffinba agyazott (FFPE)
blokkokat a megfelelo HE-festett metszetek fénymikroszkopos ellendrzése utan
valogattuk ki, és kijeloltiik azokat a reprezentativ teriileteket, amelyek az adott daganatra
jellemzbéek. A tumoros szovethengereket egy erre a célra fejlesztett eszkoz segitségével
(Histopathology Kft., Pécs, 3DHistech Kft., Budapest, Magyarorszag) emeltiik ki, és az
elokészitett TMA-blokkokba helyeztikk, amelyek 24, illetve 84 szdvethenger
befogadasara képesek (3/A abra). Ez az eljaras kezdeti munkaigénye ellenére a késGbbi
vizsgalatokhoz konnytli, gyors és koltséghatékony lehetdséget teremtett. Az atlagos
tovabbi anyagi megtakaritds 90%, igy kisebb raforditdssal tobbszords mennyiségii
szOvetminta vizsgalhato (3/B abra). Minden beteghez tartozo resectids preparatumbol 2

darab 2 mm atmérdjii szovethengert iiltettiink at.
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3.3. Immunhisztokémia

Az altipusok pontos meghatarozasahoz 6sztrogén-, progeszteron-receptor, HER2,
Ki67 reakciokat végeztiink az 5 um vastag, TMA-blokkokbol késziilt metszeteken (134-
136). Ezen immunhisztokémiai reakcidokat Ventana Benchmark késziilékben futtattuk

(Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag).
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3. abra. TMA blokkok készitésére alkalmas eszkozok és kész blokk, amely (a) 24 mintdt
foglal magdban, és (b) az utobbi blokkbol elkésziilt immunreakciok (Dr. Jakab Csaba
felvételei).

6. Tablazat. Antitestek és pozitiv kontrollszévetiik.

Antitest Gyarté Gyari szam Higitas | Pozitiv kontroll
ER Novocastra NCL-ER-6F11 1: 200 Emlo
PgR Novocastra NCL-PGR-312 1:600 Emlo
Ki67 DAKO M7240 1:100 Tonsilla
HER2 Novocastra NCL-CBI11 1:400 Her2+ emlétumor
Claudin-1 Zymed Labs. 18-7362 1:80 Bor
Claudin-2 Zymed Labs. 18-7363 1:80 vastagbél
Claudin-3 Zymed Labs. 34-1700 1:80 Vastagbél
Claudin-4 Zymed Labs. 18-7341 1:100 Vastagbél
Claudin-5 Zymed Labs. 18-7364 1:120 Vastagbél
Claudin-7 Zymed Labs. 34-9100 1:100 Emlo
Claudin-8 Zymed Labs. 40-2600 1:80 Vastagbél
Claudin-10 | Zymed Labs. 38-8400 1:60 Vese
E-cadherin | DAKO M 3613 1:120 Emld
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A sejtkapcsold struktirak immunhisztokémiai vizsgalatdhoz 5 pm vastagsagi
metszeteket készitettiink a paraffinos TMA-blokkokbol. A deparaffinald 1épések utan
mikrohullamu siitdben 30 perces feltarast végeztiink Target Retrieval Solution
segitségével (DAKO, Glostrup, Dania). Az immunhisztokémiai reakciokat Ventana ES
immunfestd automataban végeztiik (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA) a
gyartdo altal eloirt reagensek segitségével a 6. tablazatban lathatd antitestek
felhasznalasaval (Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA, USA).
Chromogenként DAB-ot alkalmaztunk (CellMarque, Rocklin, CA, USA). Minden egyes
vizsgalt antitest esetében pozitiv és negativ kontrollmetszeteket hasznaltunk. A
meszeteken a hattérfestést Mayer’s hemalaun (Zymed Laboratories Inc., South San

Francisco, CA, USA) segitségével végeztiik.

3.4. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A FISH-t HER2 és CE17 probakat tartalmazé Poseidon kit felhasznalasaval
végeztiik (Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Hollandia). Deparaffindlas utan a feltarast
VECTOR antigén feltaroban, mikrohulldmu siitdben végeztiik 10 percig. A pepszines
emésztést 37 °C-on 15 percig alkalmaztuk (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Németorszag). Dehidratalas és szaritas utan 75 °C-on 10 percig, majd 37 °C-on egész
¢jszakan at hibridizaltuk a probat (Kreatech Poseidon #KBI-10735). A lefedést DAPI-s
lefedovel, liveg feddlemezekkel végeztiik (Vectashield H-1200, Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA).

3.5. A metszetek digitalizaldsa és értékelése

Az elkésziilt metszeteket metszetszkennerel digitalizaltuk (Mirax MIDI,
3DHistech Kft., Budapest, Magyarorszag). A tumorokat két vizsgald értékelte (SzAM,
KJ) konszenzus eléréséig. Az ER, PgR, ¢és Ki67 reakcidokat a magokban lathatd pozitiv
reakciok alapjan, szazalékos skalan értékeltiik. A HER2 kifejezodését 0-3 kategoriakba
soroltuk. 3+ értékelés: komplett, erds membranfestédés sejtek >30%-aban; 2+ értékelés:
komplett kozepes intenzitast membranfestddés sejtek >10%-aban, illetve komplett erds
membranfestddés a sejtek >10, de <30%-aban; 1+ értékelés: inkomplett gyenge
membranfestddés sejtek >10%-aban. 0 értékelés: <10%-ban észlelt pozitivitas, festddés

hianya.
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A FISH esetében a tumorokbol 50 sejtet értékeltiink Leica DM RXA mikroszkop
segitségével (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag), a génamplifikacio
megallapitdsanal a HER2 ¢és CE17 aranyat tekintettilk referenciapontnak (pozitiv,
amplifikalt: 2.2 feletti HER2/CE17 arany; bizonytalan: 1,8-2,2 kozotti HER2/CE17
arany; negativ: 1,8 alatti HER2/CE17 arany).

Az ER ¢és PgR kifejezd daganatokat, amelyek Ki67 expresszioja kisebb volt, mint
20%, a luminalis A (LUMA) kategoriaba soroltuk. Az ER vagy PgR és Her2 kifejezd
daganatok, és az ER és PgR expresszalo tumorok, amelyek Ki67 indexe 20% feletti volt,
a luminalis B altipusba (LUMB) keriiltek. A tripla-negativ daganatok csoportjat (TNBC)
azok a tumorok képezték, amelyek egyik receptort sem expresszaltak, ¢s nem mutattak
Her2 génamplifikaciot sem. Her2 erdsen kifejezok (+3) vagy Her2 génamplifikaciot
mutatd daganatok, amelyek ER ¢s PgR negativ tumorok voltak, keriiltek a HER2
alcsoportba.

A sejtkapcsold  struktirak vizsgalt molekuldinak értékeléshez a TMA-modul
szoftvert hasznaltuk (Mirax Viewer v.1.11.49, 3DHistech Kft., Budapest, Magyarorszag),
¢és 2 dimenzidban (eloszlas és intenzitas) értékeltiik az egyes reakcidkat, amelyek Osszege
képezte a végsé score-t (0-11), az abran lathatdé séma szerint (4. abra). A claudinok
esetében a membranreakciot tekintettilk pozitivnak. A claudin-2 esetében eldfordult

citoplasmaticus granularis reakcid, primeren a membran alatti lokalizacioban.

| Eloszlas || Intenzitas |
( Ertekelhetetlen (-1) )
Mincs reakcio (0)
[ oi%m ) [ #@m )
[ 15%@) | #2(2) J
| 510%@3) | [ +3 (3) ]
| 1033%(4) |
| 3350%(5) |
| 5066%(6) |
| 66-80%(7) |
|  B80-100% (8) |

4. abra. A TMA-modul szoftverben alkalmazott bedllitasok a tumorok immunhisztokémiai
reakcioinak értékelésére: 0-8 skalan az eloszlas, 0-3 skdalan az intenzitas keriilt
rogzitesre. Az értekelhetetlen reakciokat kiilon osztalyoztuk.
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3.6. RNS-kinyerés és cDNS-re atiras

Az RNS-eket Qiagen RNeasy FFPE kit felhasznaldsaval izoldltuk a gyari
protokollnak megfeleléen (Qiagen, Venlo, Hollandia). Réviden: 5 db 5 um vastag
paraffinos metszetet helyeztiink az egyes tumorok reprezentativ blokkjaibol (amelyekben
a tumorsejtek ardnya a tobbi alkotohoz képest legalabb 60% volt) az eppendorf csovekbe,
majd deparaffinalast kdvetéen proteinase K segitségével emésztettiik a szoveteket. A
membranra kotott nucleinsavakat alkoholos lemosast kdvetden leoldottuk, és Nanodrop
ND-1000 késziilékkel mértiik koncentraciojukat (NanoDrop products, Wilmington, DE,
USA). Az atirdshoz 1 pg RNS-t hasznaltunk fel, a reakciot High Capacity RNA-to-cDNA
Transcription kit segitségével végeztiik (Applied Biosystems - ABI, Foster City, CA,
USA) gyari protokoll szerint.

3.7. Valos-idejii polymerase lancreakcio (PCR)

A PCR reakciokat 25 pl-es térfogatban ABI Power SYBR® Green PCR Master
Mix felhasznalasaval ABI 7000 rendszerben futtattuk az alabbi séma szerint: 95°C-on 1
perc, 95°C-on 15 masodperc, 60°C-on 1 perc, majd 72°C-on 1 perc. A CLDN4
génexpressziojat vizsgaltuk, kontrollként pedig GAPDH97-et alkalmaztunk a 7.

tablazatban ismertetett primer parokkal.

7. tablazat. A valos idejii PCR vizsgalat soran alkalmazott primerek tulajdonsdgai.

Név Szekvencia (§' — 3") Hosszusag
CLDN4 F CTG CTT TGC TGC AAC TGT CCA C 22
CLDN4 R ACA CGT AGT TGC TGG CAG CAG 21
GAPDH97F TCC TCT GAC TTC AAC AGC GAC A 22
GAPDH97R CAT ACC AGG AAA TGA GCT TGA CAA 24

3.8. Adatbazisok elemzése, statisztikai értékelés

Az adatbazisok értékelését R statisztikai kornyezetben (R 2.10.1) Prediction
Analysis of Microarrays (PAM v.2.19) segitségével végeztiik (137). A microarray adatok
alapjan korabban publikalt eredmények felhasznaldsaval tudtunk elemezni a 8.
tablazatban szerepld 10 gén (CLDN1, CLDN3, CLDN4, CLDNS5, CLDN7, CLDNS,
CLDN10, CLDN15, CLDN18, CDH1) kifejezddését és azok prognosztikus képességét. A
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legjobban mikddé probaszetteket alkalmaztuk. Azokat, amelyek nem voltak
megbizhatoak a kiilonbozé adatbazisok kozétti elemzésben (atlagos expresszié < 100 ES
maximalis expresszid < 500), kihagytuk (CLDN6, CLDN9, CLDNI11, CLDNI14,
CLDN16, CLDN17). A CLDN2, CLDN12, CLDNI3 ¢és a tovabbiak CLDN19-t6] nem
vizsgalhatoak. Az E-cadherinnek megfeleld probakat belevettik az elemzésbe az
emldodaganatokban ismert marker szerepe miatt (CDH1). A mintdkat két csoportra

osztottuk a gének median expresszidja alapjan (felso és also quartilis).

8. tablazat. A vizsgalt gének és megfeleld azonositojuk az Affymetrix cDNS-chip-eken. A
szinkodok a probdk mindségét jelzik: z6ld megbizhato, sarga megfeleld, piros kérdéses.

Gene Symbol | Affymetrix ID1 | Affymetrix ID2 | Affymetrix ID3
CLDNI1 218182 s at

CLDN2 nincs

CLDN3 203953 s at 203954 x at

CLDN4 201428 at

CLDNS5 204482 at

CLDN6 208474 at

CLDN7 202790 at

CLDNS8 214598 at

CLDN9 214635 at

CLDN10 205328 at

CLDNI11 206908 s at

CLDNI12 nincs

CLDN13 nincs

CLDN14 210689 at

CLDNI15 219640 at

CLDN16 220332 at

CLDN17 221328 at

CLDN18 214135 at 221132 at 221133 s at
CLDNI19 nincs

CLDN20 nincs

CLDN21 nincs

CLDN22 nincs

CLDN23 nincs

CDHI1 201131 s at 201130 s at 209414 at
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A magas elorejelzési potenciallal bir6 gének kivalasztasa ugy tortént, hogy a PAM
segitségével folyamatosan emeltiik a gének expresszidjabol levont kiiszobot, amelynek
hatéséra a korrigalt génexpresszio folyamatosan csokkent. Ezen "shrunken centroid"-nak
nevezett csokkentett génexpresszid szignifikdnsan eltéré génjei adtdk az eldrejelzd
génlistat.

A nyers immunhisztokémiai ¢s PCR adatokat SPSS 15.0 statisztikai programmal
értékeltiik. A kategorikus valtozok esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk.
Kaplan-Meier metodikat hasznaltunk az elérejelzés és a tulélés abrazolasara
(locoregionalis relapsusig vagy tavoli metasztazis megjelenéséig eltelt ido, illetve teljes
tulélés), melyek statisztikai erejét log-rank teszttel tamasztottuk ald. A csoportok
elvalasztadsara a median érték mentén keriilt sor. Tobb valtozd talélési predikcidjanak
Osszehasonlitdsahoz Cox regresszios modellt alkalmaztunk, a multivarians analizis
szamolasdhoz 95%-0s konfidencia intervallummal. ,,Unsupervised” metodikat
hasznaltunk a hierarchikus clustering vizsgalathoz ,Hamming distance” szamitéassal.

Statisztikailag jelentdsnek a p < 0.05 értéket tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A szoveti mintak elemzésével nyerhetd prognosztikus informacio a patologiai
paraméterek alapjan a “tréning” csoportban

A bioinformatikai elemzéssel parhuzamosan immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink a szoveti mintaink egyik részén (n/tréning szett/= 249). Ezek kozott
mesterségesen ,,dusitottuk” a mutét idopontjaban nyirokcsomod- és késdbbiekben tavoli
attéttel rendelkezé tumorokat a nem recidivald kontrollokkal szemben annak érdekében,
hogy a talélési vizsgalatokhoz kellden markans végpontokat allapithassunk meg. A
tréning szettben vizsgalt daganatok 249 primer tumort foglaltak magukban, a grade és
szovettani tipusok eloszlasa kiegyenlitett volt. Az altalunk elvégzett immunhisztokémiai
vizsgélatok utan 4/5 részben luminalis daganatok (80.7%), 19.3%-ban ER negativ
tumorok alkottak ezt a csoportot (9. tablazat).

9. tablazat. A tréning kohort klinikopatologiai tulajdonsagai.

Betegszam 249

Szovettani tipus (n, %) IDC 118 (47.4%)
ILC 77 (30.9%)
egyéb 54 (21.7%)
Grade (n, %) 1 56 (22.4%)
2 122 (48.9%)
3 71 (28.5%)
Altipusok (n, %) Luminalis A 164 (65.9%)
Luminalis B 37 (14.9%)

Her2 9 (3.7%)
Tripla negativ 39 (15.7%)

A 249 {6s tréning csoportban elsdként a szOvettani tipus, a grade ¢és az
immunphenotipusos csoportok altal hordozott prognosztikus informéciok elemzését
végeztiik el, majd ez utan kovetkezett a claudinok kifejez6dési mintazatanak elemzése.
Ennek soran a relapszus-mentes tulélés elorejelzésére vald képesség leirasaval teszteltiik
az egyes faktorok erdsségét.

A szOvettani tipus szerint a lobularis carcinomak tiinetmentes talélése volt a
leghosszabb (p /ILC-IDC/ = 0.001), ezeket kovették az IDC-k, majd az egyéb daganatok

(5. abra), amelyek kozott a tripla negativ tumorok, igy talnyomdan grade 3-as, medullaris
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¢s medullaris jellegli és metaplasticus carcinomak feliilreprezentaltak voltak (p /egyéb-
ILC/ = 0.026).

A szovettani grade szerinti 6sszehasonlitasban a legjobban differencialt formaktol
a legkevésbé differencialtak felé fokozatosan csokkent a relapszus-mentes talélés (p /G1-
G3/ = 0.001; p /G2-G3/ = 0.001). A grade-ek szerinti relapszus-mentes talélési gorbék
lefutasat a 6. abra mutatja.

Az immunfenotipus szerinti felosztasban a luminalis daganatok talélése volt a

legjobb, majd ezeket kovették a Her2 és tripla negativ tumorok (7. abra).
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5. abra. A tréning kohortban talalhato esetek relapszus-mentes tulélése. Az egyeb

kategoridban a medullaris jellegii- és metaplasticus tripla-negativ  tumorok
feliilreprezentaltak (n=249).
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6. és 7. abra. A tréning kohortban talalhato esetek relapszus-mentes tulélése a szovettani

differencialtsag (feliil) és az immunfenotipus (alul) vonatkozdsiban. A grade 3-as
kategoriaban a tripla-negativ tumorok feliilreprezentailtak (n=249).
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4.2. Claudin- és E-cadherin kifejezédés a ,,tréning” csoportban, kiilonos tekintettel a
szovettani, differencialtsagi és immunfenotipus alcsoportokra

A tréning csoportban immunhisztokémiai reakciokkal vizsgalatuk a claudin-1, -2,
-3, -4, -5, -7 és E-cadherin kifejezédést. Az elemzést a daganatok morfologiai, grade és

altipus szerinti claudin-kifejezédésének 6sszehasonlitasaval kezdtiik.

k| IHC reakcié
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8. abra. Claudinok és E-cadherin kifejezodése a normal szévetekben, primer tumorokban
és nyirokcsomo-dttétjeikben. Az értékeléshez hasznalt szemikvantitativ score-rendszerben
kifejezve (0-11), az oszlopdiagramokon az dtlagos kifejezédés és a standard hiba van
feltiintetve.

A ductalis carcinomak jelents eltérést mutattak a claudin-1, -4 ¢és -7
kifejez6désében a normalis szovetekhez képest (p = 0.001, p = 0.002, p = 0.004). A
claudin-1 csokkent, a claudin-4 és -7 emelkedett. A lobularis carcinomak a claudin-1, -4,
-5, -7 és E-cadherin tekintetében mutattak eltérd kifejezodést az egészséges emldjaratokat
alkoté hamhoz képest (p = 0.001, p = 0.025, p = 0.001, p = 0.034, p = 0.001). A claudin-
1, -5 és E-cadherin csokkent, a claudin-4 és -7 emelkedett. Az immunreakcidk
értékelésének eredményét ebben az Osszehasonlitdsban a 8. dbra mutatja. A 37 ILC-bdl
11-ben (29.7 %) volt lathat6 igen alacsony szintii E-cadherin kifejezddés (9 eset score 2,

2 eset score 3). A ductalis carcinomak esetében 41 esetben erds kifejez6dés volt lathato,
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azonban 19 tumorban (31.6%) alacsonyabb E-cadherin kifejezddés tlint fel (11 esetben
score 3, 8 esetben score 2).

A ductalis carcinomak regionalis nyirokcsomo attétjeiben a claudin-3, -4 és -7
csokkent, a claudin-5 emelkedett. A lobularis carcinomak metasztazist tartalmazo
regionalis nyirokcsomoiban levd daganatsejtekben a primer tumorsejt populacidhoz
képest a claudin-1, -3, -4 és -7 csokkent, a claudin-5 fokozott expressziét mutatott (138,
139).

A szovettani grade tekintetében a grade 1 és 2 tumorok kozott a claudin-3 (p =
0.001), a grade 2 ¢és 3 tumorok kozott a claudin-3, -4, -5 és -7 expresszi6 mutatott
szignifikans eltérést. (p = 0.002, p = 0.001, p = 0.001, p = 0.012). Megfigyelhet6 volt a
claudin-1 és -2 csokkenése és a claudin-4 ¢és -7 emelkedése a szoveti differenciacio
csokkenésével (9. és 10. abra) (140).

B ciaudin-1
B ciaudin-2
Cclaudin-3
Eciaudin-4
Cclaudin-5
B ciaudin-7
B E-cadherin

Atlagos kifejezdés

1 2 3
Grade

9. dabra. Claudinok és E-cadherin kifejezédése a primer tumorokban a grade szerint. Az
értékeléshez  haszndlt  szemikvantitativ ~ score-rendszerben  kifejezve  (0-11), az
oszlopdiagramokon az datlagos kifejezodés és a standard hiba van feltiintetve.
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10. abra. Claudin-1, -2, -3, -4 és -7 kifejezédése immunhisztokémiai reakciokkal a grade
1, 2 és 3 differencialtsagu tumorokban (Mirax Midi scan, 40x nagyitds).
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Az immunfenotipus csoportok Osszehasonlitdsdban a claudin-1 kifejezOdése a
luminalis B, a claudin-4 a luminalis A csoportban volt a legalacsonyabb, mig a tobbi
csoportban e két fehérje expressziodja relative magasabb volt (140). Az E-cadherin magas

expressziot mutatott a Her2 pozitiv csoportban. A jelentdsebb kiilonbségeket a 11. abra

mutatja.
B claudin-1
. B claudin-2
- Cclaudin-3
" B ciaudin-4
Clciaudin-5
L M Claudin-7
s Bl E-cadherin
k=]
o B
@
2
=
= 5
w
O 5
=1}
Ly
ey
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.
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T
Luma, LumB Her2 THBC
Alcsoport

11. abra. Claudinok és E-cadherin kifejezodése a primer tumorokban az altipusok szerint.
Az értékeléshez hasznadlt szemikvantitativ score-rendszerben kifejezve (0-11), az
oszlopdiagramokon az datlagos kifejezodés és a standard hiba van feltiintetve.

A luminalis A és B és a Her2 tumorokra igaz, hogy egy-egy, ezen dolgozatban
elemzett, immunreakcid segitségével is valamelyest elkiilonithetéek egymastol. A tripla
negativ daganatokban azonban nem tudtunk egyelére ilyen egyértelmii sejtkapcsold
fehérje markert vagy marker mintazatot talalni. A luminalis A daganatoktol a claudin-4
(140), a luminalis B tumoroktél a claudin-1, mig a Her2 immunfenotipusu daganatokrol

az E-cadherin expresszio kiilonitheti el (12. abra).
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12. dbra. Az egyes immunfenotipus csoportok kézétt jelentos kifejezodésbeli kiilonbséget
mutato, dltalunk vizsgalt claudinok és E-cadherin. A kétiranyu nyilak a csoportok kézott
szignifikansan eltéro claudin és E-cadherin kifejezodés konkrét adatait mutatjak.

Ezért feltételezhetd, hogy a tripla negativ tumorok egy heterogén csoportot
alkotnak a sejtkapcsolo molekulak kifejezddésének tekintetében is. Ha csak a TNBC-ket
elemezziik, hierarchikus cluster analizis segitségével, akkor 3 csoportjukat tudjuk
megkiilonboztetni a claudin molekulak expresszidja alapjan:

1) claudin-4,-3,-7 kifejez0;
2) claudin-4 kifejez6, de claudin-3,-7 alacsony/negativ;

3) claudin-4,-3,-7 alacsony (,,claudin-low”).
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29

A ,claudin-low” alcsoport megjelenik mint kiilon kategéria (13. abra). Amikor
vizsgalatunkat megismételtiik csak a basalis carcinomakat (a TNBC csoporton beliil a
CKS5/6 pozitiv eseteink, n = 29) elemezve, a csoportok ugyancsak elkiiloniiltek: kevésbé
¢élesen hatarolddott el azonban a claudin-4,-3,-7 kifejezé és a claudin-4 kifejezd, claudin-

3,-7 negativ tipus. A claudin-low daganatok ismét kiilon csoportba kertiltek (141).

 pdlass ST

Claudin-4

Claudin-3

Claudin-7

Claudin-5

Claudin-2

Claudin-1

Claudin-3,-4,-7 | Claudin-4 magas,
~alacsony claudin-3,-7 alacsony

13. abra. Csak basalis daganatokat tartalmazo daganatcsoport hierarchikus cluster
analizis eredményeinek grafikonja. Az alacsony expressziotol a magas expresszio felé az
elenkzold-zold-sotétpiros-élénkpiros szinskala mutatja az atmenetet.

A claudin-4 mRNS-szintli expressziojat is megvizsgaltuk valds ideji PCR
segitségével. A vizsgalatba kontrollként grade 1, 2 és 3 IDC-kat is bevettiink. A basalis
daganatok kozott jelents szignifikancidval elkiiloniilt a claudin-4-et magasan ¢és
alacsonyan expresszald tumorok csoportja, utobbi egy claudin-low csoportot jeldl (p =
5.7E-09) (142). Ebben a tumortipusban a t6bbihez képest rovidebb relapszus-mentes
tulélési 1dot talaltunk (14. abra).

38



DOI:10.14753/SE.2012.1705

=

2 1001

m

=

b=

T og |

i

ﬁ -

E [} [

ﬂ -

: |

& wr = “a - ® & Claudin-low

ﬁ = . * Grade 1-2
¥ . Grade_a

%‘ ot o = s » Basalis

w '_

| E | I i | | |
14 20 30 4.0 50 6.0

CLOMN4 expresszio (fold-change vs. GAPDHET)

14. abra. Valos idejii CLDN4 PCR eredmények a relapszus-mentes tuléléssel valo
osszefiiggésiikben dabrdzolva. A claudin-low (piros) tumorok jelentosen elkiiloniilnek a
t6bbi basalis tipusit TNBC-tol (lila). A kontrollcsoportok (zold és kek) IDC-k.
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4.3. Adatbazisok elemzésével nyert prognosztikus informacio a claudin-kifejezodés
alapjan

A 13 adatbazis letoltése utan az altalunk vizsgalni kivant claudinok és E-cadherin
kifejezodését egyesével elemeztiik 1809 betegben (10. tablazat). Mind a relapszus-mentes
(RT), mind a teljes (TT), mind a tavoli attéttdl mentes talélés (MT) predikcidjat
abrazolhattuk (15. abra).

10. tablazat. A vizsgalt gének median kifejezodese mentén elkiilonitett betegcsoportok
tulélési csoportjai kozotti kiilonbségek (a jobb prognozist jelento eltérés a rosszabb
csoporthoz viszonyitva és a p érték, a szignifikans eltérést * jeloli).

. Relapszus-mentes Metasztazistél mentes . o
Gén cilélés (RT) talélés (MT) Teljes tulélés (TT)
CLDN1 |1 0.0201 | 0.0609 l 0.1100
CLDN3 || 1.0E-08 ! 6.8E-05 ! 0.0014 *
CLDN4 |? 0.4702 ) 0.0150 * ] 0.0019 *
CLDN5 |1 1.5E-08 i 0.0208 * 1 0.0130 *
CLDN7 || 0.0084 * ] 0.1307 l 0.0043 *
CLDN8 |1 0.5503 1 0.0630 1 0.1100
CLDNI10 |1 3.5E-08 * ] 0.0520 l 0.2605
CLDNI15 | 1 8.4E-07 * 1 0.5606 1 1
CLDNI18 | 1 3.4E-14 * ] 0.0870 l 0.4604
CDH1 ! 5.3E-07 * 1] 0.0040 * 1 0.0430 *

Megjegyzendd, hogy nagy esetszamu in silico vizsgalatban egyénileg a claudin-3,
-4, -7 és E-cadherin csokkent kifejezddése mutatkozott a jobb prognozis jelének, mig a
claudin-1, -5, -10, -15 ¢és -18 egyéni magasabb kifejez6dése is jobb kimenetelt jelentett.
Rovidtavon a vizsgalt gének nagyobb része volt képes a prognozis eldrejelzésére, mig a

kés6bbi tulélésre mar csak a claudin-3, -4, -5, -7 és E-cadherin tudott prognozist becsiilni.

15. abra. A CLDNI, CLDN3, CLDN4, CLDN5, CLDN7, CLDNS, CLDN10, CLDNI135,
CLDNIS8 és CDHI gének altal énmagukban hordozott informdcio a relapszus-mentes, a
tavoli attéttol mentes és a teljes tulélés tekintetében. Piros: magasan kifejezodik; fekete:
alacsonyan expresszalodik (41-45. oldalak). —
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Bar 6nmagukban szignifikans kiilonbség adddott egyes claudinok esetén (10. tablazat), a
predikciot a gének kombinalt elemzésével egészitettiik ki: egy komplex (sejt)kapcsolati
(KK1) profilt teszteltiink kovetkezd 1épésben, amely egylittesen, sulyozas nélkiil
tartalmazta a vizsgalt géneket: CLDN1, CLDN3, CLDN4, CLDN5, CLDN7, CLDNS,
CLDN10, CLDNI15, CLDNI18, CDHI1. Minden aspektusban javult a prediktiv eré (6.
abra): p /RT/ = 2.4E-07, p /MT/=0.00640 és p /TT/=0.00041.

A gének szamanak csokkentése érdekében egy szimpla sejtkapcsolati (SS1) profilt
alakitottunk ki centroid alapu eljarassal, amelynek soran a legerdsebben miik6do gének
csoportjat hataroztuk meg (16. abra). Megjegyzendd, hogy a legjobb mindségli probak
koziil azok, amelyek 2 vagy 3 tulélési 6sszehasonlitasban is jol szerepeltek, adtak ezeket a
géneket: CLDN3, CLDN4, CLDN7, CDHI (8. és 10. tablazat). Az SS1 prognosztikus
profil minden eldrejelzésben jobban teljesitett az el6z0 Gsszehasonlitasoknal: p /RT/

=5.1E-10, p /MT/=0.00041, p /TT/ =0.00018 .

Az adatbazis lehetové tette, hogy a kovetkezOkben klinikai dontések
szempontjabol nem mindig egyértelmii betegcsoportokban megvizsgaljuk az
egyszerusitett profil mikodését (17. abra). Az SS1 mintazat ER+ daganatokban képes
volt eldre jelezni a tavoli attét kialakulasat (p = 0.043), és még erdsebben teljesitett a
nyirokcsomo attéttel nem rendelkezé (ER+, LN-) alcsoportban (p = 0.010). A kdézepesen
differencialt, grade 2 ER+ tumorok esetében képes volt a relapszus-mentes talélés

tekintetében 2 csoportot elkiiloniteni (p=0.043).

16. abra. A komplex (sejt)kapcsolati (KK1) profil és a szimpla sejtkapcsolati (SS1) profil
altal hordozott informdcio a relapszus-mentes, a tavoli attéttdol mentes és a teljes tulélés
tekintetében (47. oldal). —
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Az ER- daganatok esetében is miikodott az SS1 profil: képes volt a relapszus-mentes
tulélés elorejelzésére, €s a tavoli attéttél mentes talélést valamelyest jelezte (p /RT/ =
0.0037; p /MT/ = 0.0052). Hasonloan teljesitett az ER-, LN- alcsoportban (p /RT/ =
0.0087; p /MT/ = 0.013). Alacsony esetszam miatt az elemzés nem volt kivitelezhetd az

ER-, LN+ betegekben (18. abra).

«— 17. abra. Az SS1 profil daltal hordozott informdcio a relapszus-mentes, a tavoli attéttol
mentes és a teljes tulélés tekintetében ER+ daganatok kiilonbézo csoportiaiban (48-49.
oldalak).

18. abra. Az SSI1 profil dltal hordozott informacio a relapszus-mentes, a tavoli attéttdl

mentes és a teljes tulelés tekintetében ER- daganatok kiilonbozo csoportjaiban (51. oldal).
q
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4.4. A szévetmintik elemzésével nyerheté prognosztikus informdcio a claudin- és E-
cadherin kifejezédés alapjan a “tréning” csoportban

A 249 tumorban elemeztik a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin
fehérjeszinti  kifejez6dését, ¢és Osszefiiggésiikket a relapszus-mentes tuléléssel. Az
Osszehasonlitdishoz minden vizsgalt valtozd esetén a median mentén két csoportra
osztottuk a betegeket (19/a és b abra).

A claudin-2, -4 és E-cadherin tekintetében jelentdsen elkiiloniiltek az egyes
csoportok (p = 0.017, p = 0.050, p = 0.030). Ezt kdvetden az 6sszes vizsgalt sejtkapcsolo
molekula score-jat dsszeadva (claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin), az abbol
kalkulalt (sejt)kapcsolati (KK2) index segitségével osztottuk fel a betegeket (20. abra).
Szignifikans kiilonbség adodott a tulélés elérejelzésében a median mentén osztott két
csoport kozott (p = 0.006). Majd a legjobban miikodo proteinekre szlkitettiik a marker
profilt egy szimpla sejtkapcsolati indexet (SS2) létrehozva (21. abra). A claudin-2, -4 és
E-cadherin egyiittesébdl 1étrejott SS2-index is hasonldan el tudta kiiloniteni a jo és rossz
prognozisu csoportot (p = 0.007).

A bioinformatikai elemzés soran kapott SS1 profil és a sajat anyagunkon elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalat altal eredményezett SS2 index alkotd elemeinek atfedésébol
kialakithat6 a claudin-4 és E-cadherin egyiittesébdl allé claudin-cadherin (CC) index (22.
abra): magas CC index rosszabb prognoézissal jar egyiitt, ezen esetben mindkét alkotoja
emelkedett expressziot mutat. A CC index a tréning kohortban képes elkiiloniteni a

tumorokat prognozisuknak megfelelden (p = 0.020).

19/a. abra. A Claudin-1, -2, -3, -4, -5 ¢és -7 proteinek dltal énmagukban hordozott
informacio a relapszus-mentes tulélés tekintetében. Kek: alacsonyan fejezodik ki; zold:
magasan expresszalodik (53-55. oldalak). —
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19/b. dbra. Az E-cadherin dltal énmagdban hordozott informdcio a relapszus-mentes
tuléles tekintetében. Kék: alacsonyan fejezodik ki; zold: magasan expresszalodik.
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20. abra. A komplex (sejt)kapcsolati (KK2) index dltal hordozott informdcio a relapszus-
mentes tulélés tekintetében.
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21. és 22. abra. A szimpla sejtkapcsolati (§S2) index (feliil) és a CC index altal (alul)
hordozott informdcio a relapszus-mentes tulélés tekintetében.
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4.5. Nyirokcsomo attétek claudin-kifejezddese és az daltaluk hordozott prognosztikus
informacio

97 esetben meg tudtuk vizsgalni a nyirokcsomo-attétek claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7
¢és E-cadherin kifejezodését is.

A ductalis carcinomdk regionalis nyirokcsomo attétjeiben talalhatd tumorsejtek a
claudin-3, -4, -5 és -7 tekintetében jelent6sen eltérd expressziot mutattak a primer
tumorokhoz képest (p = 0.017, p = 0.026, p = 0.003, p = 0.004): a claudin-3, -4 és -7
csOkkent (8. abra a 33. oldalon), a claudin-5 emelkedett (23/a. abra). A lobularis
carcinomak metasztazist tartalmazo6 regionalis nyirokcsomoiban levé daganatsejtekben a
primer tumorsejt populdciohoz képest a claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszidja volt
szignifikansan eltéré (p = 0.001, p = 0.025, p = 0.001, p = 0.034, p = 0.001): a claudin-5
fokozott (23/b. abra), a tobbi csdkkent expressziot mutatott (8. abra a 33. oldalon) (138,
139).
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23/a. abra. Claudin-5 kifejezodése primer ductalis emlocarcinomdban (bal) és ductalis
carcinoma nyirokcsomo-dttétiében (jobb). A claudin-5 jellegzetesen erds, specifikus
reakciot adott az erekben is.
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23/b. abra. Claudin-5 kifejezédése primer lobularis emlécarcinomaban (bal) és lobularis
carcinoma nyirokcsomo-dttétiében (jobb). Az ér endothelt az immunhisztokémiai vizsgalat
belso kontrolljaként alkalmazhattuk.

A kovetkezOkben a nyirokcsomo attétekben latott tumorsejtek expresszios profilja
alapjan meghatarozhat6 prognosztikus informaciok elemzését végeztik el (143). A
claudin-1 ¢és claudin-4 tekintetében talaltunk jelentds elorejelzd potencialt (138).
Onmagaban a claudin-1 expresszidjanak csdkkenése, illetve dénmagaban a claudin-4
kifejez6désének emelkedése rossz prognosztikus jelnek bizonyult (p = 0.036, p = 0.045)
(24. és 25. abra).
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24. es 25. abra. Claudin-1 (feliil) és -4 (alul) nyirokcsomo-attétben valo kifejezodése, és
prognosztikus csoportjai a median érték mentén felezve.
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4.6. A rutin diagnosztikus munka soran figyelembe vett paraméterek elérejelzo képessége
a ,,validacios” kohortban

A 387 10s validaciods csoportban elsdként a patologiai paraméterek altal hordozott
prognosztikus informéciok elemzését végeztik el, majd ezt folytattuk a claudinok
kifejez0dési mintazatanak elemzésével. Ennek sordn a relapszus-mentes talélés
elorejelzésére vald képesség leirasaval teszteltiik az egyes faktorok ersségét.

A szoOvettani tipusok Osszehasonlito vizsgalata sordn a legjobb kimenetelil
csoportba keriiltek a tubularis-, mucinosus-, apocrin- és papillaris carcinomak (egyéb
kategoriaba sorolva). Ezeket kovették az invaziv lobularis carcinomak (ILC), majd az
invaziv ductalis carcinoméak (IDC). A kevert tumorok csoportjaba keriiltek az IDC 6
komponenst tartalmazé daganatok, amelyeknek shigillocellularis, neuroendocrin,

micropapillaris, vilagossejtes vagy lapham komponenstik is volt.
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26. abra. A morfologiai megjelenés alapjan kalkulalt prognosztikus informacio az dsszes
adltalunk vizsgalt validdcios minta tekintetében (n=387).
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A medullaris jellegli és metaplasticus carcinomak (MM) mutattak legkorabbi relapsust: az
egyeb kategoridba esd tumorokhoz és az ILC-khez képest jelentdsen rosszabb volt a
talélésik (p /MM-egyéb/ = 0.039, p /MM-ILC/ = 0.042). A tovabbiakban is Kaplan-

Meier gorbével abrazoltuk a relapszus-mentes tulélést (26. abra).

A tumorméret tekintetében a milliméterben megadott legnagyobb atmérdket
vettiik a szdmitas alapjaul. Egy mm alatti tumor nem fordult el6, egyetlen 5 mm-es tumor
keriilt a vizsgalatba. A daganatokat mm-ben kifejezett méretilk szerint csoportokba
osztottuk: 1-5, >5-10, >10-20, >20-50 ¢és 50 feletti. A gorbék lefutasa ennek megfeleld
sorrendben alakult, megallapithato, hogy a tumorméret novekedésével a prognozis egyre
rosszabb. (27. abra). Szignifikans kiilonbség az 5-10 mm-es csoport €s az 50 mm feletti

tumorok tulélésében volt (p = 0.049).
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27. abra. A realapszus-mentes tulélés alakulasa a tumorméret fiiggvényében az ésszes
adltalunk vizsgalt daganat esetében (n=387).
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Ezutan a szovettani grade fiiggvényében elemeztiik a talélést (28. abra). 151 grade
1, 145 grade 2 és 91 grade 3 differencialtsagli tumort talaltunk a csoportban. Ebben az
esetben a grade 1-3 tumorok kiiloniiltek el jelentosen (p = 0.001).
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28. abra. . A realapszus-mentes tulélés alakuldsa a tumor grade fiiggvényében az dsszes
altalunk vizsgalt daganat esetében (n=387).

A nyirokcsomostatusz  elemzésekor az attétes nyirokcsomok szamanak
figgvényében abrazoltuk a relapszus-mentes tulélést (29. abra), amelyben jelentds
kiilonbséget nem talaltunk.

A Nottingham Prognosztikus Index (NPI) vizsgalatakor az egyes prognosztikus
csoportok szignifikansan elkiiloniiltek (30. adbra): az NPI=4.0 alatti és feletti csoportok
relapszus-mentes tulélésében volt a legnagyobb kiilonbség (p = 0.001).
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29. és 30. abra. A relapszus-mentes tulélés a nyirokcsomo attétek (feliil) és a Nottingham
Prognosztikus Index (alul) fiiggvényében (n=387).
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Az immunfenotipus ER, PgR, Her2 ¢és Ki67 immunhisztokémiai vizsgalat
eredményén alapulé megallapitasakor az alabbi csoportokat kaptuk: 276 luminalis A
(71.5%), 43 luminalis B (11.1%), 16 Her2 pozitiv (4.1%) és 51 tripla negativ (13.2%).
Egy tumort nem tudtunk értékelni. A luminalis A csoport mind a Her2, mind a TNBC
daganatoktdl élesen elkiiloniilt (p = 0.001, p = 0.041). A tobbi alcsoport egymastol

31. abra mutatja.

1,0 Fenotipus
=i THer2
' =l ILumA
0,87 LumB
=I1TNBC

o
i

o
il

Relapszus-mentes tulélés
o
N

‘cr

I I
0 25 50 75 100 125
Id6 (honapok)

31. abra. A validicios kohortban talalhato esetek relapszus-mentes tulélése az
immunfenotipus fiiggvényében (n=386).
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4.7. A, CCindex” prognosztikus elorejelzo képessége a validacios csoportban

Az E-cadherin és claudin-4 (CC index) nagy esetszamu kohortban relapszus-
mentes tulélést eldrejelzd képességének vizsgalataval folytattuk az elemzést (144).
Vizsgalatunkban jelentésen elkiiloniilt a CC index altal meghatarozott csoportok talélése
a median érték mentén elvalasztva. A claudin-4 és E-cadherin 6nmagaban is képes volt a
csoportok szétvalasztasara, azonban erdsségiik nott a CC index kialakitasaval (32. és 33.
abra): a CC index erdsebb eldrejelzd képességgel rendelkezett (HR=1.51, 95%CI: 1.04-
2.19, p = 0.029), mint az alkot6 claudin-4 (HR=1.43, 95%CI: 1.02-2.03, p = 0.038) és E-
cadherin (HR=1.39, 95%CI:1.01-1.90, p = 0.039) 6nmagéban.

Cox multivarians regresszios analizist végeztiink, hogy felmérjiik az index
szerepét a tobbi faktorral szemben. Ennek soran a grade, érbetdrés, necrosis, attétes
nyirokcsomok szdma €és immunfenotipus beosztasdval szemben teszteltiik a CC indexet
miutan filiggetlenségi vizsgalatot végeztiink (contingencia tdblazat). A CC index a
tumormérettel (p = 0.040), a szovettani tipussal (p = 0.001) és a NPI-vel (p = 0.004)
mutatott az elézetes tesztben dsszefiiggést. Igy ezeket a multivariancia tesztb6] kivettiik.
A vizsgélat szerint a CC index az immunfenotipus és az érbetdrés mellett megallta a

helyét ebben az dsszehasonlitdsban (11. tablazat).
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32. abra. A CCindex (A), E-cadherin (B) és claudin-4 (C) dltal meghatarozott csoportok
relapszus-mentes tulélése a validacios csoportban (n=387).

11. tablazat. A Cox regresszios multivarians analizis eredményei a kiilonbozo faktorok
kozott.

Paraméter 95%CI

p HR Alsé Fels6
CC index 0.040 | 1.503 1.02 2.216
\Immunfenotipus 0.001 |1.064 0.59 1.918
[Erbetirés 0.011 | 0.704 0.31 1.808
Nyirokcsomo-attétek szama | 0.091 | 0.791 0.6 1.038
Grade 0.767 | 1.037 0.82 1.32
Necrosis 0.232 |12.233 0.72 8.435
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Relapszus-
mentes talélés

Claudin-4

14 honap
(majattét)

20 hénap
(agyi attét)

42 hénap
(csontattét)

min. 102 honap

min. 112 honap

kifejezédése immunhisztokémiai reakciokkal, és az
adott betegek relapsusra vonatkozo koveteési adatai (Mirax Midi scan, 40x nagyitas).
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A daganatokat az altipusok szempontjabol is megvizsgaltuk (144). Az ER+ és ER-
tumorok kozott elkiiloniiltek a prognosztikus alcsoportok (34. és 35. abra), de egyik
esetben sem volt az eredmény statisztikailag szignifikéns (p = 0.074, p = 0.059), ezért az

egyes kategoriakat tovabb bontottuk.

ER+

=I1Alacsony
=l "Magas

o o o =
il it % 2

Relapszus-mentes tulélés
o
N
|

0,07
I I I I I I
0 25 50 75 100 125
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34. dabra. A CC index altal meghatarozott csoportok relapszus-mentes tulélése az ER+
csoportban (n=319)..

Az ER+ tumorok immunhisztokémiai phenotipusainak megfelel luminalis A és B
csoportok elemzésekor a luminalis A csoportban miikodott a CC index eldrejelzo
képessége (p = 0.006), mig a luminalis B csoportban az index szerinti alacsonyabb
kifejezési szinttel bird esetek keriiltek a rosszabb prognozisu csoportba, a magasabb
expressziot mutatdoak pedig a jobb kimenetelii csoportba. Az eredmény tendenciat
mutatott, azonban nem volt szignifikdns (36. és 37. abra). A luminalis grade 2-es

csoporton beliil szintén elkiiloniilt egy jobb és egy rosszabb prognoézisu csoport (p =
0.048).
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35. abra. A CC index altal meghatarozott csoportok relapszus-mentes tulélése az ER-
csoportban (n=67).

Az ER- tumorok esetében a CC index prognosztikus elérejelzd képessége éppen
szignifikansnak adodott a tripla-negativ alcsoportban (p = 0.047), mig a Her2 pozitiv
daganatok esetében nem nyujtott érdemben informéaciot (p = 0.547) (38. és 39. abra).

A varakozasokkal ellentétben az alacsony CC index a tripla negativ daganatokban
is a jobb prognozist jelezte, ezért a tumorokat kozelebbi vizsgalatnak vetettiik ala: box-
plot diagrammon abrazoltuk a relapszus-mentes tulélés és a CC index viszonyat azon
daganatos betegeknél, akiknél valamilyen relapsus el6fordult (40. abra). A grafikonon
lathato, hogy létezik egy néhany esetbdl allo “outlier” csoport, amelyekben a CC index
alacsony, ¢és relapszus-mentes talélésiik rovid, az azonos csoportba sorolhatd

daganatoktdl lathatoan eltérnek.
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36. és 37. abra. A CC index dltal meghatdrozott csoportok relapszus-mentes tulélése a
luminalis A csoportban (feliil) és luminalis B csoportokban (alul) .
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38. és 39. dbra. A CC index dltal meghatdrozott csoportok relapszus-mentes tulélése a
tripla negativ (feliil) és a Her2 (alul) csoportokban.
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40. abra. Tripla negativ emlédaganatos esetek (n = 37) a relapszus-mentes tulélése: A
CC indexet tekintve ,,alacsony” csoportban is megtalalhatoak a rovid relapszus-mentes
tulélésii betegek daganatai (piros), amelyek a csoportjiuk dtlagihoz képest eltéréen
viselkednek.
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4.8. A CC index prognosztikus szerepe a kiilonbozo terdpias csoportokban

A kovetkezd lépésben a rendelkezésre allo kezelési adatok fényében vizsgéltuk a CC

indexet. Sem a kemoterapias kezelés (Pearson y’-teszt: 0.822, p=0.191), sem a besugarzas

(Pearson y’-teszt: 5.124, p=0.346) nem mutatott Gsszefiiggést a CC index-szel. Tovabbi

1épésben a kiilonbozoé kezelésben részesiilt csoportokban kiilon elemeztik az index

prognosztikus eldrejelzd képességét (41. abra): adjuvans kezelésben nem részesiilt

betegek, €s chemo-, illetve radioterapias kezelés utani, valamint ezek kombindcioival

kezelt nék tulélését vizsgaltuk. A csoportok a korabbi trendnek megfeleléen viselkedtek,

azonban a kiilonbségek nem voltak szignifikansak az egyes prognosztikus alcsoportok

ko6zott.

Radioterapias

Radioterapias

Recurrence-ree survival

kezelésben kezelésben nem
részesiilt részesiilt
T p=0.136

Tima |mn|nai

Recurrence-free suryival

Tima {months)

Kemoterapias
kezelésbhen
részesiilt

Recurrence-free survival

Recurrence-free survival

p=0.415

Recurrence-free suryival

el VLow (= mdian)
= WHinh < median)

Time [months}

Kemoterapias
kezelésben nem
részesiilt

Recurmencedree survival

Time (manths)

Recurrencedree survival

Time (months)

Recurrence-iree survival

Time [menths)

41. abra. Kaplan-Meier gorbék a kiilonbézé adjuvans
alcsoportokban (fekete, alacsony CC index kifejezodés, sziirke, magas CC index; a p
értékek a log-rank teszt eredményét mutatjak).
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5. MEGBESZELES

A 13 adatbazis letoltése utan az altalunk vizsgalni kivant claudinok és E-cadherin
kifejezodését elemeztiik 1809 betegben. 1593 betegnél relapszus-mentes talélés, 594
betegnél teljes talélés, 767 betegnél tavoli attét mentes talélési adatokkal szamolhattunk
(133).

Rovidtava talélést a vizsgalt gének nagyobb része volt képes elore jelezni, mig a
késobbi tulélésre mar csak a claudin-3, -4, -5, -7 és E-cadherin tudott prognozist becsiilni.
Az bsszes gén altal (CLDN1, CLDN3, CLDN4, CLDNS, CLDN7, CLDNS, CLDNI10,
CLDNI15, CLDNI18, CDHI1) alkotott komplex (sejt)kapcsolati (KK1) profil erésebb
prognosztikus erével birt. Azonban a legjobban miikodo, és egy idében a legjobb
mindségl probakbol allo kombinacid (SS1 prognosztikus profil) volt az, amely még ennél
is jobban szerepelt: CLDN3, CLDN4, CLDN7, CDH1. Nem lehet véletlen, hogy a Perou
munkacsoport tobb tagja is e gének alapjan tudta elkiiloniteni a claudin-low alcsoportot a
tobbi emlddaganatos beteg tumoratol (28, 105, 145, 146).

Az SS1 mintazat ER+ daganatokban képes volt elore jelezni a tavoli attét
kialakulasat, és még erdsebben jelezte a kimenetelt a nyirokcsomoé attéttel nem
rendelkez6 (ER+, LN-) alcsoportban. A kdzepesen differencialt, grade 2 ER+ tumorok
esetében képes volt a relapszus-mentes tulélés tekintetében is 2 csoportot elkiiloniteni.
Ezzel olyan tesztekhez hasonld eredményt nyujt, amelyek a kdzepes differencidltsagu
tumorokat igyekeznek jobb és rosszabb progndzisu csoportokra osztani (34, 123, 147).
Az ER- daganatok esetében is miikodott az SS1 profil: képes volt a relapszus-mentes
tulélés elorejelzésére, €s a tavoli attéttél mentes tulélést is valamelyest jelezte. Hasonloan
teljesitett az ER-, LN- alcsoportban. Bar az ER- daganatok alacsony esetszama miatt az
elemzés nem volt kivitelezheté az ER-, LN+ betegekben, az immunhisztokémiai mintak
elemzése szerint ebben a betegcsoportban is ugyanolyan jol mitkédik a profil; a szoveti
tréning csoportban mesterségesen dusitottuk a miitét iddpontjdban nyirokcsomo- ¢és
késobbiekben tavoli attéttel rendelkezd tumorokat a nem recidivald kontrollokkal
szemben annak érdekében, hogy a talélési vizsgalatokhoz kelléen markans végpontokat
allapithassunk meg. Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint nem volt kiilonbség a

pT1pNO és pT1pN1 stadiumi daganatok claudin mintazata kozott a claudin-1,-2,-3,-4 és -
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7 kifejezddés tekintetében (103), de ebben a tanulmanyban nem tortént alcsoport elemzés,
¢s viszonylag kevés eset vizsgalatara volt lehetoség.

A bioinformatikai elemzéssel parhuzamosan immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink a szoveti mintdink tréning szett részén. A 249 {0s tréning csoportban a
relapszus-mentes tulélés elérejelzésére vald képesség leirasaval teszteltiik a szovettani
tipus, a grade ¢és az immunfenotipus csoportok altal hordozott prognosztikus
informaciokat, amelyek az irodalmi adatokkal megegyeztek (27, 35, 51, 62, 63, 148-153).
Felmérésiinkben kezelési adatok nem alltak rendelkezésre, ezt a nagy esetszammal
kivantuk ellensulyozni. A fokozott Her2-kifejezodést mutatd daganatos betegek tilnyomo
tobbsége a 2000. év eldtti iddszakrol szarmazik, igy trastuzumab kezelést valdsziniileg
nem kaptak.

Ezt kdvetéen a tréning csoportban immunhisztokémiai reakciokkal vizsgaltuk a
claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin kifejezddést. A ductalis carcinomak esetében a
claudin-1 csokkent, a claudin-4 és -7 emelkedett. A lobularis carcinomak vizsgalata soran
a claudin-1, -5 és E-cadherin csokkent, a claudin-4 és -7 emelkedett. Ezek korabbi
vizsgalatainkkal és a nemzetkozi irodalmi adatokkal megegyez6 tendenciat mutatnak (79,
101, 102, 106, 154). Az ILC-s betegekben 29,7 %-ban volt lathat6 igen alacsony szintli E-
cadherin kifejez6dés. Az irodalmi adatok szerint 46-100%-ban csdkkent vagy eltlint az E-
cadherin kifejezdédés lobularis emldcarcinomakban (14-18). A szOvettani grade
tekintetében megfigyelhetd volt a claudin-1 és -2 csokkenése és a claudin-4 emelkedése a
szoveti differenciacio csokkenésével, eredményeink az e targyban ismert irodalmi adatok
tobbségének megfelelden alakultak (102, 106, 108, 140, 155-160). Minddssze két
tanulmany eredményei szerint csokken a claudin-7 expresszidé a szoveti differenciacio
csokkenésével, azonban az egyik aspiratios citologiai mintakat vizsgalt (161), a masik
pedig 38 DCIS és 31 IDC vizsgalata alapjan jutott erre az eredményre - igaz, mind
western blot és IHC, mind PCR eljarassal ugyanerre a konkluziora jutott (100). 355
emlddaganatos esetben sikeriilt megerdsiteniiik e feltevést (100). Sajat vizsgalataink tobb
alkalommal is konzisztens modon a claudin-7 fokozott kifejez6dését talaltak a grade
emelkedésével (142, 143).

Kozel szaz esetben meg tudtuk vizsgalni a nyirokcsomo-attétek claudin-1, -2, -3, -
4, -5, -7 és E-cadherin kifejez6dését. A ductalis carcinomdk regionalis nyirokcsomod

metasztazisaiban taldlhatd tumorsejtek vizsgalatakor a claudin-3, -4 és -7 expresszio
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csokkenését, a claudin-5 expresszid6 emelkedését lattuk. A lobularis carcinomak
metasztazist tartalmazo regionalis nyirokcsomoiban levé daganatsejtekben a primer
tumorsejt populacidhoz képest a claudin-1, -3, -4, és -7 expresszid csokkent €s a claudin-
5 expresszio fokozoddott (138, 139). Ezek szerint feltehetden létezik egy olyan
sejtpopulacié a daganatokban, amely migracidés képességeit tekintve elonydsebb
helyzetben van: claudin-7 kifejez6dése csokkent, mig claudin-5 expresszidja fokozddott,
amely igy az irodalmi adatokkal egyezést mutat (100, 160-162). A primer daganatok és
attéteik kozotti, kismértékii csokkenést az E-cadherin kifejezodésben mas tanulmany is
megeroésitette (163), mig masok jelentésebb mértéki expresszids csokkenésrol szamoltak
be korabban (113).

A nyirokcsomo attétek claudin-1, valamint claudin-4 expresszidjanak tekintetében
talaltunk jelentds prognoézist eldrejelzd potencidlt: dnmagéban a claudin-1 csokkenése,
illetve a claudin-4 kifejez6désének emelkedése rossz prognosztikus jelnek bizonyult (138,
143). Vizsgalatunkban az E-cadherin kifejezodése kismértékben csokkent vagy stabil
maradt az axillaris nyirokcsom6 attétekben, és nem jelentett prognosztikus informaciot
vizsgalt betegeink esetében. Az EMT folyamata soran feltételezik, hogy ezeknek a
sejtkapcsold fehérjéknek kifejezddése csokken, igy fokozodik a sejtek mobilitasa és
metasztatizald képessége. Nem vilagos azonban, hogy ez a jelenség ok vagy
kovetkezmény ezekben az esetekben (113). Az EMT alakulasdban szamos jelatviteli
utvonal aktivacioja is szerephez jut, és ezeket sejtkultiras és szoveti vizsgalatokban is
megerositették (120). Azonban az EMT-vel ellentétes folyamatok is ismeretesek mar,
amelyek ennek teljesen ellentétes iranyu tényezoit foglaljak magukban: mesenchymalis-
epithelialis transitio (MET). Ez a folyamat a normalis embrionalis fejlodés és a
tumorprogresszio soran is szerephez jut (164). A claudin-low tumorok vizsgalatakor
olyan tulajdonsagokat azonositottak, amelyek mesenchymalis sajatossagokra utalnak (28,
105, 146, 165, 166). Az utobbi évtizedben az EMT 1étezését szdmos vizsgalat tdmasztotta
ala, de in vivo szemléltetése nehézségekbe iitkdzott (117, 167, 168). Feltételezhetjiik,
hogy az invaziv tumorsejtek megvaltoztatjak phenotipusukat, ami a tumorterjedés soran
az elényiiket szolgalja. Majd befejezve vandorlasukat, a MET soran ujra visszanyerik
eredeti tulajdonsagaikat (esetleg mas tulajdonsagokkal is felvértezve), amikor tavoli
attéteket alakitanak ki. Az egyik ilyen EMT tulajdonsdg a claudinok kifejezésének

elvesztése (105). Feltételezések szerint a “claudin-low™ alcsoport(ok)ba tartoz6 tumorok
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ilyen epithelialis-mesenchymalis transitios tulajdonsagokat halmozottan hordozo
sejtekbol allnak, igy kifejezetten agressziv viselkedés jellemzi ezeket a daganatokat. (105,
165). A sajat eredményeink és a Perou munkacsoport fliggetlen vizsgalatai alapjan a
claudin-low emldédaganatok kérdése sokkal bonyolultabb, mely szerint a claudinok
alacsonyabb kifejezddése az egyes altipusokban ellentétes jelentOsséggel bir (143, 169).
A daganatok progresszidja szamos esemény és faktor ereddje (47). Igy a barmely
tumorban megfigyelt események e szamos tényezd Osszhatasaként alakulnak, egyesek
erésebb, masok gyengébb hatast gyakorolnak a daganatsejtek viselkedésére.

Az immunfenotipus csoportok Osszehasonlitdsaban a claudin-1 kifejezodése a
luminalis B, a claudin-4 a luminalis A csoportban volt a legalacsonyabb, mig a tobbi
csoportban e két fehérje expresszidja relative magasabb volt. Felmérésiinkben kimutattuk,
hogy a claudin-4 fokozott kifejez6dése lathatdo a basalis tipusi tumorokban (140),
azonban ezek kozott elkiiloniil egy rosszabb prognézisi csoport, ahol a claudin-4
kifejezodés jelentésen alacsonyabb (141, 142). Munkacsoportunkkal egyidében ezzel
megegyezO eredményre jutott a Perou munkacsoport is (143, 145, 169). Az E-cadherin
magas expressziot mutatott a Her2 pozitiv csoportban. Ezt, és magas grade-ii tumorokban
e kapcsolatot tovabbi tanulmanyok erésitették meg (170, 171).

A tripla negativ daganatok esetén a tréning kohortban nem tudtunk a tobbi
emlddaganat alcsoporttdl egyértelmiien elkiilonitd sejtkapcsold fehérje markert vagy
marker-mintazatot talalni. A luminalis A daganatoktol a claudin-4 (140), a luminalis B
tumoroktol a claudin-1, mig a Her2 immunfenotipusu daganatokrol az E-cadherin
expresszio kiilonitheti el. Ezért feltételeztiik, hogy a tripla negativ tumorok egy heterogén
csoportot alkotnak a sejtkapcsold molekuldk kifejezodésének tekintetében is.
Hierarchikus cluster analizis segitségével 3 csoportjukat tudjuk megkiilonboztetni a
claudin molekulék expresszidja alapjan: 1) claudin-4,-3,-7 kifejez0; 2) claudin-4 kifejezo,
de claudin-3,-7 alacsony/negativ; 3) claudin-4,-3,-7 alacsony (,,claudin-low”). A
»claudin-low” alcsoport tehat megjelent mint kiilon kategoria, azaz kimutattuk, hogy az
irodalomban tobbszordsen megerdsitést nyert génexpresszids profil alapjan elkiiloniild
rossz prognozisu ,,claudin-low” daganatcsoport fehérje expresszids szinten valdsziniileg
azonosithato, legalabbis az altalunk vizsgalt esetekben (28, 143, 145, 169). A csak a
basalis immunhisztokémiai phenotipusii carcinomdkat elemzd vizsgalatunkban a

csoportok ugyancsak elkiiloniiltek, de kevésbé €lesen hatarolddott el a claudin-4,-3,-7
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kifejezd és a claudin-4 kifejez6, claudin-3,-7 negativ tipus. A claudin-low daganatok
kertiltek ismét kiilon csoportba (141). A claudin-4 mRNS-szintli expresszidja is ezt
latszott alatamasztani (142).

A tréning csoportban elemeztiik a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin
fehérjeszinti kifejez6dését, ¢és Osszefliggésiiket a relapszus-mentes tuléléssel. Az
Osszehasonlitdshoz minden vizsgalt valtozdé esetén a median mentén két csoportra
osztottuk a betegeket. Ezen felosztas bizonyosan finomithato a késébbiekben, akar tobb
csoportra is lehet majd osztani a tumorokat a quartilisek mentén is.

A claudin-2, -4 és E-cadherin kifejezddés tekintetében jelentésen elkiiloniiltek a
kiilonboz6 viselkedésii csoportok, e fehérjék expresszidja a szakirodalom szerint is
prognosztikus informaciot hordoz (91, 104, 108, 140, 155, 163, 170-173). Ezt kdvetéen
az Osszes vizsgalt sejtkapcsold molekula score-jat 6sszeadva (claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7
¢és E-cadherin), az abbdl kalkulalt (sejt)kapcsolati (KK2) index segitségével osztottuk fel
a betegeket, amely jelentds kiilonbséget adott a talélés elorejelzésében a median mentén
osztott két csoport kdzott. A legjobban miikkddé proteinekre sziikitettiik a marker profilt
egy szimpla sejtkapcsolati indexet (SS2) létrehozva. A claudin-2, -4 ¢és E-cadherin
egylittesébdl létrejott SS2-index is hasonldan el tudta kiiloniteni a jo és rossz prognozisu

csoportot.

SS1 profil SS2 index

CLDNS, -4,
-7, CDH1

Claudin-2, -4,
E-cadherin

42. abra. A bioinformatikai elemzés (SS1 profil — kék) és immunhisztokémiai vizsgalat
(SS2 index — piros) alapjan kijelolt Claudin-Cadhein index (z6ld).
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A bioinformatikai elemzés soran kapott SS1 profil és a sajat anyagunkon elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalat altal eredményezett SS2 index alkotd elemeinek atfedésébdl
kialakitottuk a claudin-4 és E-cadherin egyiittesébdl allo claudin-cadherin (CC) indexet
(42. abra).

A 387 f6s validacids csoport esetében is els6ként a patologiai paraméterek altal
hordozott prognosztikus informaciok elemzését végeztik el, majd ezt folytattuk a
claudinok kifejez6dési mintazatanak elemzésével. Ennek soran a relapszus-mentes talélés
elérejelzésére vald képesség leirasa soran a szdvettani tipus, a tumorméret, a grade, az
NPI és az immunfenotipus altal hordozott prognosztikus informacié az irodalmi
adatokkal megegyezett (27, 35, 51, 62, 63, 148-153), mig a nyirokcsomo-status elérejelzo
képessége nem volt egyértelmii. Egy vizsgalat soran a kozelmultban kétségbe vontak az
axillaris blokkdissectionak az életkilatasokra gyakorolt hatasat (174); ez is mutatja, hogy
jelenleg intenziv kutatas targyat képezi ezen paraméter vizsgalata (175-178).

Vizsgalatunkban jelentOsen elkiiloniilt a CC index altal meghatarozott csoportok
tulélése a median érték mentén elvalasztva. A claudin-4 és E-cadherin dnmagaban is
képes volt a csoportok szétvalasztasara, azonban erdsségik nétt a CC index
kialakitasaval. A kezelési adatok figyelembevételével is megmaradtak a kiilonbozo
prognosztikus alcsoportok, azonban az eredmények ebben az Osszehasonlitisban nem
voltak jelentOsek, feltehetden a mintaszdm alacsony volta miatt.

Cox multivarians regresszios analizist végeztiink, hogy felmérjiik az index helyét
a tobbi faktorral szemben. Ennek sordn a grade, érinvazid, necrosis, attétes nyirokcsomok
szama ¢s immunfenotipus beosztasdval szemben teszteltik a CC indexet, miutdn
fliggetlenségi vizsgalatot végeztiink. A CC index erds prognosztikus faktornak bizonyult
az immunfenotipus és €érinvazid mellett. Eredetileg azt feltételeztiik, hogy a claudin-low
tumorok jelenléte ronthatja beosztasunk pontossagat. Ezért a daganatokat az altipusok
fliggvényében is megvizsgaltuk.

Az ER+ és ER- tumorok kozott elkiiloniiltek a prognosztikus alcsoportok, de
egyik esetben sem mutatott az eredmény jelentds kiilonbséget, ezért az egyes kategoriakat
tovabb bontottuk. Csak a luminalis grade 2-es csoport figyelembevételekor a median
expresszio alapjan elkiiloniilt egy jobb és egy rosszabb prognozisi csoport, amely az in

silico elemzés soran korabban lathatd volt. Ez a klinikai dontéshozatalban alkalmazhat6
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felosztast vetit elére a validacios csoportban, amely 0sszhangban van mas erre a teriiletre
fokuszalo elemzésekkel (34, 123, 147).

Az ER+ tumorok immunhisztokémiai phenotipusainak megfeleld luminalis A és B
csoportok elemzésekor a luminalis A csoportban miikddott a CC index eldrejelzo
képessége, mig a luminalis B csoportban az index szerinti alacsonyabb kifejezodési
szinttel bird esetek kerliltek a rosszabb prognozisu csoportba, a magasabb expresszidt
mutatdak pedig a jobb kimenetelii csoportba. Az eredmény tendencidzus megjelenése
miatt feltételezhetd, hogy nemcsak a tripla negativ daganatok, hanem a luminalis B
csoportba sorolhaté tumorok is heterogén csoportot alkotnak.

A varakozasokkal ellentétben az alacsony CC index a tripla negativ daganatokban
is a jobb prognozist jelezte, ezért a tumorokat kozelebbi vizsgalatnak vetettiik ala: box-
plot diagrammon lattuk, hogy létezik egy néhany esetbdl allo “outlier” csoport,
amelyekben a CC index alacsony, és relapszus-mentes tulélésiikk rovid, az azonos
csoportba sorolhaté daganatoktol lathatoan eltérnek. Alacsony szamuk lehet a valasz arra,
hogy miért nem alkotnak 6nallo csoportot. Ugyancsak ezért lehetséges, hogy korabbi,
basalis phenotipusi emldcarcinomékkal foglalkozé kozleményiinkben nem tudtuk
elkiiloniteni a claudin-low alcsoportot a tripla negativ tumorok kozott (140), majd
késdbbi elemzésiinkben azonositottuk ezeket a daganatokat (141, 142). A claudin-low
tumorok pontosabb azonositasara tovabbi fehérjék, pl. a claudinokkal kapcsolatban allo
cytoplasmaticus fehérjék és jelatviteli utak vizsgalata egészitheti ki ismereteinket és a
»claudin-low” tumorok pontosabb azonositasat teheti lehetové egy joval nagyobb
esetszamu vizsgalatban.

Serlie eredeti kozleményében 32 tumort tudott génexpresszids array adatok
alapjan a luminalis A csoportba sorolni, ezekben az ERa gén, a GATA binding protein 3,
az X-box binding protein 1, a trefoil factor 3, a hepatocyte nuclear factor 3 a, és az ER-
regulalt LIV-1 jelentdsen magasabb kifejez6dést mutatott. A tovabbi ER+ csoportot két
részre tudta osztani: 5 esetben a luminalis B és 10 tumor esetében a luminalis C
alcsoportot jeldlte meg. Utdbbiak alacsony-kozepes szintli ,Juminalis” kifejez6dési
mintazatot mutattak. A luminalis C tipus addig ismeretlen funkcidojii géncsoport alapjan
kiiloniilt el a luminalis B és A tipusoktol (62). Azonban fény deriilt arra is, hogy ez a
profil mind a Her2+, mind a tripla negativ daganatok sajatja (62). Meglepetésre, a

luminalis C altipus nem volt konzekvensen elkiilonithetd a tovabbi elemzésekben (63),
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amikor egy, az el6zoektdl fiiggetlen 500 génes profil alapjan osztottdk fel a tumorokat
(200 gén fedett at a korabbi 500-as szettel). A kérdés arnyaltsagara utal, hogy még a
luminalis A €s luminalis B alcsoportok elkiilonitése sem volt egy ujabb tanulmany szerint
egyértelmii (179), amely a késobbi profilbol 120 gént Orzott meg, és 83 emldtumor
mintat vizsgalt kevesebb gén kifejezodésének elemzésével (63). Egy tovabbi vizsgalatban
megerdsitették a tényt, hogy az osztalyozasra alkalmazott gének szama kritikus
paraméter, mert az eredeti Serlie-féle luminalis A és B tumorok osztalyozasat sem tudtak
egy 47 génes profil segitségével reprodukalni, amely 15 génnel fedett at az eredeti
osztalyozasi szettel (180).

A genomikai elemzések soran azonositott kifejezOdési mintazatok kiillonbozo
biologiai tulajdonsagokkal jellemezhetd tumorcsoportokat azonositanak. Az expresszios
diverzitas biologiai diverzitast is sugall. Mar szamos paramétert kapcsolatba hoztak az
emlétumorok bioldgiai tulajdonsagaival és azok kimenetelével, azonban a kép sokszor
ennél bonyolultabb: a kiillénb6zé paraméterek €s a biologiai funkcid kapcsolata és ezek
prognosztikus elérejelzd képessége eltérd (pl. az ER kifejezé tumorokkal rendelkezd
betegek viszonylag jo életkilatasokkal birnak, annak ellenére, hogy az oestradiol a
receptor-pozitiv sejtekben potens mitogen faktor). A tumorok eltérd viselkedésii
csoportokba vald sorolasa ismételten azonosithaté génexpresszidos mintazatok €s marker-
kombinaciok segitségével (mint pl. a CC index) az ilyen kérdések megvalaszolasaban
lehet segitségiinkre. Egy-egy addicionalis paraméter a kiilonb6z6 emldcarcinoma alap-
tipusokban eltérd tulajdonsagokat jelenthet: az agresszivebb daganatokban a CC-index
csokkenése jelez rosszabb prognozist, mig az alap-tipus alapjan kedvezobb kimenetelil
daganatokban a CC-index novekedése jelentheti ugyanezt. Ezen markerek az elézetes
tudasunk (pl. altipusok csoportjaiba vald besorolas) alkalmazasaval tobbletinformaciot
nyujthatnak, paradigmavaltast jelenthetnek a daganatokrdl valé gondolkoddsunkban

(181).
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6. MEGALLAPITASOK

Munkank soran az alabbi megallapitasokat tettiik:

1.

A claudinok kifejezddése eltér a kiilonbozd szdvettani tipusu emlédaganatokban
(138, 143, 182).

Az emlddaganatok dedifferencidloddsa soran eltérnek a kiilonb6zé gradusa
tumorokban kifejez6d6 claudinok: legjellemzoébb a claudin-1 és -2 csokkenése, és
a claudin-4 és -7 emelkedése (139, 140).

A claudinok ¢és E-cadherin kifejez6dése eltér az immunhisztokémiai profil altal
tiikrozott emlédaganat altipusokban: a luminalis A tipust az alacsonyabb claudin-
4, a luminalis B tipust az alacsonyabb claudin-1, a Her2 csoportot a kifejezett E-
cadherin, mig a tripla negativ tumorokat elsdsorban az emelkedett claudin-4
expresszio jellemzi (140-143, 182).

A nyirokcsomo-attétek claudin kifejezddése eltér-e a primer emlddaganatokétol,
jellemzden a claudin-5 magasabban, a claudin-3,-4 és -7 alacsonyabban fejezddik
ki (138, 139).

Nyilvénos genomikai adatbazisok vizsgéalata soran a claudinok és E-cadherin
mRNS-szinten 6nmagukban is, azonban egyiittes mintazatként (claudin-3, -4, -7
és E-cadherin) kifejezetten robosztus prognosztikus informaciot nyujtanak (143,
182, 183).

A claudinok és E-cadherin fehérjeszintli kifejezddése prognosztikus informaciot
hordoz primer emlétumorokban: a claudin-2, -4 és E-cadherin rendelkezik
legerdsebb elorejelzé képességgel a relapszus-mentes talélést tekintve (143, 182,
183).

A nyirokcsomo-attétek claudin kifejezédése prognosztikus informacidval bir
emlédaganatos megbetegedésben, mert az attétben a claudin-1 alacsonyabb
kifejezddése és a claudin-4 fokozott kifejezédése kedvezotlenebb kimenetelt
sugall (138, 139, 143).

A genomikai adatbazisok vizsgalatabol szarmazé CC indexet immunhisztokémiai
technikaval validaltuk fiiggetlen betegcsoporton: wuni- és multivarians

Osszehasonlitasban is megallja a helyét (182, 183).
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9. A claudin és E-cadherin expresszioja tovabbi prognosztikus informaciot nyujt a
rutinszertien alkalmazhato faktorok mellett, kiillonb6z6 kezelési csoportokban is

relevans lehet, prospectiv vizsgalata megfontoland6 (140-142, 182, 183).
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7. KOVETKEZTETESEK

A claudinok ¢és E-cadherin kifejez6désének valtozasa szamos malignus
folyamatban eltér. Szerepiik a progndzis predikciojaban egyre inkabb el6térbe keriilt
mind emld-, mind gastrointestinalis, ndgyogyaszati és uroldgiai daganatokban (80, 89, 91,
184).

Ebben a vizsgalatsorozatban igazoltuk, hogy a claudin-kifejez0dés dnmagaban is
hordoz prognosztikus informaciot. Bioinformatikai elemzés soran az egyes sejtkapcsold
molekulak kifejez6dése prognosztikus besorolas alapjat képezheti, kombinacidjukkal
jelentésen novelheté a pontossag. A claudin-3, -4, -7 és E-cadherin mutatkozott a
legerésebb tényezonek, valamint ezek kombindcidja messze meghaladta az alkotorészek
és az Osszes vizsgalt sejtkapcsold molekula segitségével kialakitott profil prognosztikus
elorejelzd képességét. Ezen eredmény validalhatdé a mindennapi gyakorlatban
alkalmazhaté immunhisztokémiai technikaval, azonban a fehérjeszintli eredmények csak
részben fednek at az mRNS-alapu profillal. A szoveti kifejez6dés szintjén a claudin-2, -4
és E-cadherin bizonyult megbizhatonak. Igy a ketté atfedésébdl kialakitott CC index
(amely a claudin-4 és E-cadherin kettésébdl all) erdteljes prognosztikus informaciot
hordoz, amely az 0sszetevdinél jelentdsen erdsebb.

Fliggetlen validaciés vizsgalatban ezt megerdsitettiik, és a CC index multivarians
analizisben is elég erGsen teljesitett a progndzis eldrejelzésében az immunfenotipus €s
érinvazid jelenléte vagy hidnya mellett. Ugyanakkor a CC index altal meghatarozott
csoportok tovabb finomitottdk az altipusok altal meghatarozott prognosztikus
alcsoportokat. Tehat a claudin-cadherin index a rutinszerlien alkalmazhaté faktorok
mellett tovabbi lehetdséget nyujt a rendszerezés pontositasara, a kimenetel megjosolasara.

A claudin-low daganatok pontos meghatarozasa egyelére tovabbi tényezok (pl.
Ossejt markerek) figyelembevételével lehetséges. Ezen tumorok tovabbi karakterizalasa
csak igen nagy esetszamu vizsgalatban lesz lehetséges.

Nyirokcsomo-attétek claudin kifejezédése tovabbi prognosztikus informaciot
hordoz emlédaganatos megbetegedésben, a claudin-1 csdkkent és a claudin-4 emelkedett
expresszioja jelenti a rosszabb kimenetelt. Tavoli attétek vizsgalata jelenleg még a primer

tumor ¢és a hozzd tartoz0 metasztazis altipusdnak Osszehasonlitdsaval tobb
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munkacsoportban folyik, a claudin kifejez0dési mintazat elemzése ebben is tovabbi

lehetdségeket hordozhat.
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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: Az emlérak kialakulasa és progresszidja soran a claudin és cadherin
sejtkapcsold fehérjék kifejezddése megvaltozik. Mivel ezeknek a génexpresszids
valtozasoknak szamos mas daganatban is meghatarozé szerepe van, éppen ezért ezeknek
a fehérjéknek lehetséges prognosztikus jelentdségét vizsgaltuk emldcarcinoma esetekben.
Betegek és modszerek: A claudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -15, -18 és E-cadherin
kifejezodésének vizsgalatat végeztik 1809 beteg publikus adatbazisokban elérhetd
génexpresszios adatainak bioinformatikai elemzésével. Emellett 0Osszesen 636
emlddaganatos beteg tumorait szoveti multiblokkba agyazva, immunhisztokémiai
modszerrel vizsgaltuk a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin expressziot. 96 esetben
a nyirokcsomo-attéteket is elemezni tudtuk.

Eredmények: A claudin-kifejez6dés dnmagéaban is hordoz prognosztikus informaciot.
Bioinformatikai elemzés soran a claudin-3, -4, -7 és E-cadherin mutatkozott a legerésebb
tényezonek, valamint ezek kombinacidja messze meghaladta az alkotorészek és az Gsszes
vizsgalt sejtkapcsold molekula segitségével kialakitott profil prognosztikus elérejelzo
képességét. A fehérjeszintli eredmények szerint a claudin-2, -4 és E-cadherin bizonyult
megbizhatonak. Igy a kettd atfedésébél kialakitottuk az un. CC indexet (amely a claudin-
4 ¢és E-cadherin kett0sébdl all), amely erételjes prognosztikus informéciot hordoz, amely
az Osszetevoinél jelentdsen erdésebb (p = 0.029).

Fiiggetlen validacios vizsgalatban ezt megerdsitettikk, és multivarians analizisben is
erdsen teljesitett a prognozis eldrejelzésében. Ugyanakkor a CC index altal meghatarozott
csoportok tovabb finomitottdk az altipusok altal meghatarozott prognosztikus
alcsoportokat.

Nyirokcsomo-attétek vizsgalata sordan azt talaltuk, hogy a claudin-1 csokkent és a
claudin-4 emelkedett expressziodja jelzi a rosszabb kimenetelt.

Osszefoglalas: Az altalunk bemutatott claudin-cadherin index a rutinszeriien
alkalmazhato faktorok mellett tovabbi lehetdséget nyljt a rendszerezés pontositasara, a
kimenetel megjosolasara. Vizsgalataink igazoltak tovabba, hogy a nyirokcsomo-attétek
claudin kifejez6dése tovabbi prognosztikus informaciéot hordoz emlddaganatos

megbetegedésben.
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ABSTRACT

Background: Different expression of claudins and E-cadherin was described in the
pathogenesis and progression of breast cancer. The changes in the expression of these
juntional molecules was also described as being of prominent importance in other cancers
as well. Thus, we aimed at exploring the potential prognostic relevance of these cell
junction molecules in breast carcinoma cases.

Patients and methods: Expression of claudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -15, -18 and E-
cadherin at mRNA level was evaluated in corrleation with survival in publicly available
datasets containing expression measurements of 1809 breast cancer patients. Breast
cancer tissues of 636 patients were evaluated with tissue microarray technique and
immunohistochemical method for claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 and E-cadherin protein
expression. In 96 cases lymph node metastases were also subjects of the study.

Results: Claudin expression bears prognostic information in itself. Based on
bioinformatic data analysis, the meta-gene of claudin-3, -4, -7 and E-cadherin has shown
the most powerful predictive power for survival. An immunohistochemical protein profile
consisting of claudin-2, -4 and E-cadherin was able to predict outcome in the most
effective manner in the training set. Combining the overlapping members of the distinct
methods resulted in the CC index (consisting of claudin-4 and E-cadherin), which was
able to accurately predict relapse-free survival in the validation cohort (p = 0.029) in a
more efficient way than its components. Cox regression analysis including
clinicopathological variables and the average CC score showed that in univariate analysis
most of them were prognostic but most of them lost independent prognostic value in
multivariate analysis except for the CC index, the subtypes defined by immunoprofiling
and vascular invasion. On the other hand the CC index was able to further refine
prognosis splitting good vs. poor prognosis patients into two clusters in these subgroups.
Evaluation of lymph node metastases has shown that decreased expression of claudin-1
and elevated expression of claudin-4 can predict worse prognosis in breast cancers
spreading to the regional nodes.

Conclusion: The defined claudin-cadherin index provides additional prognostic

information besides the routinely utilized diagnostic approaches and factors. The level of
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expression of certain claudins can be of prognostic significance in regional lymph node

metastases.
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