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1. BEVEZETES

Az emlérak a leggyakrabban diagnosztizalt rosszindulati daganat a nék korében,
Magyarorszagon csakugy, mint az egész vilagon. Csaknem minden harmadik daganat
emlorak. Minden évben koriilbeliil egy millié né betegszik meg emldrakban vilagszerte. Az
emlorak miatti haldlozas novekedése a 90-es években megfordult: a mortalitds csdkkenni
kezdett, amely a korai felismerésnek €s a javul6 terapids eredményeknek tulajdonithato.

A sziirésen kiemelt vagy tapinthatd daganatok korunk szakmai elveinek megfeleléen
biopszias mintavétellel diagnosztizalhatok. Ennek eredményétél fiiggéen onkologus
szakorvos vezetésével, Uin. onkoteam allitja fel a legelonydsebb terapias sémat. Az emldérak
kell foglalkozniuk a beteg allapotaval, és értelmezniiik kell a patologiai és molekularis
diagnosztikai vizsgalatok eredményét.

A betegség lefolyasanak minél pontosabb megitélése a betegeket kezeld
szakembereket is régota foglalkoztatja. Az eml6 rosszindulatu daganatai dont6 tobbségiikben
ham eredetiick. A tumor kialakulasanak idopontja a beteg ¢lete soran ugyancsak
prognosztikus jelentdsséggel bir, a fiatalkori daganatos megbetegedés rosszabb prognozisu. A
rosszindulati emlédaganatok kimenetelét alapveté mértékben meghatarozhatja a daganat
nagysaga. A nyirokcsomoéattét hidnya vagy jelenléte nagyon erds elorejelzé képességgel
rendelkez0 tényezO0. A szdvettani megjelenés alapjan meghatarozhatdé szovettani grade,
nyirokér- ¢és érbetorés, axillaris nyirokcsomo status, Nottingham Prognostic Index a
mindennapokban jol alkalmazhatd, azonban korlatozott prognosztikus informacidval bird
faktorok. A diagnodzis idépontjaban felallitott klinikai és patologiai stage ma is elfogadott
kezelési utmutatd. Proliferacios index, S-fazis frakcio, és Ki-67 kifejez6dés ugyancsak
tovabbi informaciot szolgaltathat.

A hormonreceptor-kifejezddés terapias prediktiv értéke a tumorok 6sztrogén-receptor
pozitiv (ER+) és negativ (ER-) csoportjait képes elkiiloniteni. Ezen altipusok bioldgiai
viselkedése igen kiilonb6zo lehet, amelyet az elmult évtizedben genetikai vizsgalatokkal is
alatamasztottak. Perou munkacsoportja cDNS-microarray profil alapjan kiilonbozette meg az
egyes altipusokat, amelyek a mai kezelési csoportok meghatarozasanak alapjat képezték.

Egyes génmutaciok (p53, BRCA1/2, CHEK2, KIP) oki szerepe is felmeriilt a
daganatok kialakulasaban és biologiai viselkedésének elorejelzésében, azonban az egyénre
szabott terapia és a genomika térhoditasaval ma mar elérhetéek tovabbi genetikai alapu
eszk6zok is, amelyek a dontéshozasban nyujthatnak tdmpontot: Agendia Mammaprint,
Genomic Health Oncotype DX, Ipsogen Mapquant DX. Hatranyuk, hogy némelyikiik

fagyasztott tumorszovetet igényel, sokgénes eljarasok, igy csak igen dragan elérhetok.
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A sejtkapcsold struktirak fontossagat hangstlyozza, hogy a genetikai allomany 10%-a
un. adhesiés molekuldkat kodol. A sejt-extracellularis matrix és a sejt-sejt kapcsolatok
alapvet6 fontossagliak a szdveti szervezddés kialakulasaban ¢és fenntartasdban. Az epitelialis
sejtekben a szoros kapcsolati struktira molekulai a sejtek apicalis/basolateralis részén
helyezkednek el; elsddleges szerepet jatszanak az intercellularis rések lezarasaban, és a
paracellularis szelektiv diffuzié irdnyitdsdban (,,gate function”). Fenntartjdk az apicalis és
basolateralis membran kozotti fehérjék és lipidek eltéré Osszetételét (,fence function”).

A junctionalis fehérjék el6fordulasarol, valamint a junctionalis fehérjék és adhesios
fehérjék kozotti kapcsolatrol kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Tovabba kevéssé
ismert a junctionalis fehérjék expresszidja sem a tumorok regionalis (nyirokcsomo), sem a
tavoli metasztazisaiban.

A claudin csalad elso tagjainak leirdsara 1998-ban keriilt sor. Négy transzmembran
domént tartalmaznak. Funkciojuk csak részben ismert, a legjobban vizsgalt claudinok az 1-es,
2-es, 3-as, 4-es, 5-0s és 7-es.

A claudinok vizsgéalata emlddaganatokban rdviddel leirdsuk utdan megkezdddott.
Kramer és munkacsoportja 2000-ben 96 emlémintat vizsgalt, és a claudin-1 fehérje csokkent
kifejezodését talaltak carcinomaban. Kominsky 2004-ben, 21 emlétumor vizsgalata utan a

claudin-3 és -4 fokozott kifejezodését irta le, egyidejiileg a Clostridium perfringens



enterotoxin terapids alkalmazasanak lehetdségére is ramutatott. T0kés 56 emléminta RNS- és
fehérje expresszios vizsgalatai alapjan claudin-1, -3 és -4 Osszefiiggését latta a szdvettani
grade-del. 2006-ban Hewitt 47 emlOminta elemzése soran claudinok kifejezddésének
mintazatat irta le, és ugyancsak a claudin-3 és -4 fokozott, valamint a claudin-7 enyhén
emelkedett kifejezodését talalta.

A pusztan leird jellegli elemzések mellett megjelennek a claudinok oki szerepét,
illetve kifejezddésiikben a kdvetkezményes eltéréseket strukturaltan vizsgalo kozlemények. A
claudin-2 megemelkedett kifejezOdése elGsegiti a majmetasztazisok kialakulasat.
Herschkowitz alkalmazta els¢ izben a “claudin-low” tipus megjelolést 2007-ben az
eml0daganatok 0j csoportjdnak azonositdsara, amelyet terdpia rezisztens populacioként
azonositottak. A prognosztikus informacié kinyerésére torekvo elemzések eddig kis
esetszamuak voltak, és el6zetes megallapitasokat tettek.

A cadherinek az adherens kapcsolatok felépitésében résztvevd molekulacsalad,
amelyek  mindegyike  Ca-ion-dependens moddon  muikodik.  Elétagjaik  szerint
csoportosithatoak, attol fliggden, hogy milyen sejtekben és szervben fordulnak eld. Az
emlOben és daganataiban az E-cadherin fordul eld, génjében vagy funkcidjaban bekovetkezd
karosodast a carcinogenezisben és a tumor progresszioban is leirtdk. A patologiai
diagnosztikdban a ductalis és lobularis emlddaganat csoportok rutinszerti elkiilonitésére
hasznalatos. Szerepét leirtdk az epithelialis-mesenchymalis transitio folyamataban, amikor a
feltételezések szerint az E-cadherin kifejezddése (is) csokken, igy fokozodik a sejtek

mobilitasa és metasztatizalo képessége.



2. KERDESEK, CELKITUZESEK

1. A claudinok és E-cadherin protein szintli kifejezddése eltér-e a kiilonb6z6 szdvettani
tipust emlédaganatokban?

2. Az emlbédaganatok dedifferencidlodasa soran protein szinten eltérnek-e a kiilonb6zo
gradusu tumorokban kifejez6do claudinok?

3. A claudinok és E-cadherin fehérjék kifejezodése valtozik-e a rutin gyakorlatban
alkalmazhaté immunhisztokémiai profil altal tiikr6zo6tt emlédaganat altipusokban?

4. A nyirokcsomo-attétek immunhisztokémiai modszerrel detektalhaté  claudin
kifejezddése eltér-e a primer emlodaganatokétol?

5. Nyilvanos genomikai adatbazisok vizsgalata soran a claudinok és E-cadherin mRNS-
szinten Onmagukban vagy egyliittes mintazatként nyujtanak-e prognosztikus
informaciot?

6. Rejt-e a claudinok és E-cadherin fehérjeszintii kifejezodése prognosztikus informaciot
primer emlétumorokban?

7. A nyirokcsomo-attétek claudin fehérje kifejez6dése hordoz-e prognosztikus
informaciot emlédaganatos megbetegedésben?

8. A genomikai adatbazisok vizsgalatabol, mRNS kifejezodési adatokbol szarmazéd
eredmény validalhato-e fiiggetlen betegcsoporton a mindennapi gyakorlatban
alkalmazhaté immunhisztokémiai technikdval?

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

rutinszeruen alkalmazhat6 faktorok mellett?



3. MODSZEREK

Betegek és adatbazisok. A szdveti vizsgalatokhoz két kiillonbozo, atfedés nélkiili beteganyag -
Osszesen 636 beteg tumormintéja - keriilt bevondsra 1) 249 emldédaganatos beteg mintaja a II.
sz. Patologiai Intézet archivumabol (1981-2008), atlagosan 111 honapos kovetési adatokkal.
2) 387 beteg a Budai MAV koérhaz anyagabol (1999-2002), atlagosan 102 hénapos kovetési
adatokkal. 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 talalhatd, 6sszesen 1809 emldédaganatos beteg
HGU133A vagy HGU133Aplus2 microarray-k alapjan késziiltek, amelyek préobaszettjei
jelentOs atfedést mutatnak.

Széveti multiblokkok készitése. A daganatokat tartalmazo, formalinban fixalt €s paraffinba
agyazott (FFPE) blokkokbdl tumoros szovethengereket egy erre a célra fejlesztett eszkoz
segitségével emeltiikk ki, és az elokészitett TMA-blokkokba helyeztiik. Minden beteghez
tartoz6 rezekcios preparatumbdl 2 darab 2 mm atmérdji szovethengert iiltettiink at.
Immunhisztokémia. Az altipusok pontos meghatdrozasahoz 0sztrogén-, progeszteron-receptor,
HER2, Ki67 reakcidkat végeztink a metszeteken Ventana Benchmark késziilékben. A
sejtkapcsold  struktirdk immunhisztokémiai vizsgalatdhoz 5 pm vastagsagu metszeteket
készitettiink a paraffinos TMA-blokkokbol. A deparaffinalé 1épések utan mikrohulldmu
siitében feltarast végeztiink. Az immunhisztokémiai reakciokat Ventana ES immunfestd
automataban futtattuk.

Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH). A FISH-t HER2 és CE17 probakat tartalmazo
Poseidon kit felhasznalasaval végeztiik.

A metszetek digitalizalasa és értékelése. Az elkésziilt metszeteket Mirax MIDI metszet
szkennerrel digitalizaltuk. A tumorokat két vizsgald értékelte (SzAM, KlJ) konszenzus
eléréséig. Az ER, PgR, ¢és Ki67 reakciokat a magokban lathatdé pozitiv reakciok alapjan,
szazalékos skalan értékeltiik. A HER2 kifejez6dését 0-3 kategoriakba soroltuk. A FISH
esetében a tumorokbol 50 sejtet értékeltiink Leica DM RXA mikroszkop segitségével, a
génamplifikacio megallapitasanal a HER2 és CE17 aranyat tekintettiik referenciapontnak
(pozitiv, amplifikalt: 2.2 feletti HER2/CE17 arany; bizonytalan: 1,8-2,2 kézotti HER2/CE17
arany; negativ: 1,8 alatti HER2/CE17 ardny). A sejtkapcsolo strukturdk vizsgalt molekulainak
értékeléshez a TMA-modul szoftvert hasznaltuk, és 2 dimenzidban értékeltiik az egyes
reakciokat, amelyek 6sszege képezte a végsé score-t (0-11), az abran lathatd séma szerint (1.

abra).
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1. dbra. A TMA-modul szoftverben alkalmazott bedllitasok a tumorok immunhisztokémiai
reakcioinak értékelésére: 0-8 skdlan az eloszlds, 0-3 skalan az intenzitds keriilt rogzitésre. Az
értékelhetetlen reakciokat kiilon osztdlyoztuk.

RNS-kinyerés és cDNS-re atiras. Az RNS-eket Qiagen RNeasy FFPE kit felhasznalasaval
izolaltuk a gyari protokollnak megfeleléen. Nanodrop ND-1000 késziilékkel mértiik
koncentracidjukat. Az atirashoz 1 pg RNS-t hasznéltunk fel, a reakciot High Capacity RNA-
to-cDNA Transcription kit segitségével végeztiik gyari protokoll szerint.

Valos-idejii polimeraz lancreakcio (PCR). A PCR reakciokat 25 pl-es térfogatban ABI Power
SYBR® Green PCR Master Mix felhasznalasaval ABI 7000 rendszerben futtattuk. A CLDN4
génexpressziojat vizsgaltuk, kontrollként pedig GAPDH97-et alkalmaztunk.

Adatbazisok elemzése, statisztikai értékelés. Az adatbazisok értékelését R statisztikai
kornyezetben (R 2.10.1) Prediction Analysis of Microarrays (PAM v.2.19) segitségével
végeztik. A nyers immunhisztokémiai és PCR adatokat SPSS 15.0 statisztikai programmal
értékeltik.



4. EREDMENYEK

Munkank soran az alabbi uj megallapitasokat tettiik:

1. A claudinok kifejezodése eltér a kiilonbozo szovettani tipust emlédaganatokban.
2. Az emlddaganatok dedifferencidlodasa soran eltérnek a kiilonb6z0 gradusu
tumorokban kifejez6d6 claudinok: legjellemzébb a claudin-1 és -2 csokkenése, és a

claudin-4 és -7 emelkedése.
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2. dabra. Az egyes immunfenotipus csoportok kozoétt jelentos kifejezédésbeli kiilonbséget
mutato, altalunk vizsgalt claudinok és E-cadherin. A kétiranyu nyilak a csoportok kézott
szignifikansan elterd claudin és E-cadherin kifejezodés konkrét adatait mutatjak.

3. A claudinok és E-cadherin kifejezddése eltér az immunhisztokémiai profil altal
tiikkr6zott 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 els6sorban az emelkedett claudin-4 expresszio jellemzi
(2. ébra).

4. A nyirokcsomé-attétek claudin kifejezodése eltér a primer emlddaganatokétol,
jellemzden a claudin-5 magasabban, a claudin-3,-4 és -7 alacsonyabban fejezddik ki.

5. Nyilvanos genomikai adatbazisok vizsgalata soran a claudinok és E-cadherin mRNS-
szinten Oonmagukban is, azonban egyiittes mintazatként (claudin-3, -4, -7 ¢és E-
cadherin) kifejezetten robosztus prognosztikus informaciot nyujtanak.

6. A claudinok és E-cadherin fehérjeszintii kifejez6dése prognosztikus informaciot
hordoz primer emlétumorokban: a claudin-2, -4 és E-cadherin rendelkezik legerésebb
elorejelzd képességgel a relapszus-mentes tulélést tekintve.

7. A nyirokcsomoé-attétek claudin kifejezodése prognosztikus informacioval bir
emlddaganatos megbetegedésben, mert az 4ttétben a claudin-1 alacsonyabb
kifejezddése és a claudin-4 fokozott kifejezddése kedvezotlenebb kimenetelt sugall (3.

abra).
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3. dbra. Claudin-1 (bal) és -4 (jobb) nyirokcsomo-attétben valo kifejezodése, és
prognosztikus csoportjai a median érték mentén felezve.

8. A genomikai adatbazisok és a tréning szett vizsgalatdbol szarmazdé CC indexet
immunhisztokémiai technikaval validaltuk fiiggetlen betegcsoporton: uni- ¢és
multivarians dsszehasonlitasban is megallja a helyét (2. tablazat).

9. A claudin és E-cadherin expresszioja tovabbi prognosztikus informacidt nyujt a

rutinszerlien alkalmazhato faktorok mellett, prospektiv vizsgalata megfontolando.
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4. abra. A CC index dltal meghatdrozott csoportok relapszus-mentes tulélése a validacios
csoportban (n=387).

2. tablazat. A Cox regresszios multivarians analizis eredményei a  kiilonbozo
osszehasonlithato 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
Erbetorés 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 |2.233 0.72 8.435
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5. KOVETKEZTETESEK

A claudinok és E-cadherin kifejez6désének valtozésa szamos malignus folyamatban
eltér. Szerepiik a prognozis predikcidjaban egyre inkabb elétérbe keriilt mind emld-, mind
gasztrointestinalis, n6gyogyaszati és uroldgiai daganatokban (80, 89, 91, 182).

Ebben a vizsgalatsorozatban igazoltuk, hogy a claudin-kifejez6dés Onmagaban is
hordoz prognosztikus informacidt. Bioinformatikai elemzés soran az egyes sejtkapcsolod
molekuldk kifejez6dése prognosztikus besorolas alapjat képezheti, kombinaciojukkal
jelentésen novelhetd a pontossag. A claudin-3, -4, -7 és E-cadherin mutatkozott a leger6sebb
tényezonek, valamint ezek kombinacidja messze meghaladta az alkotorészek és az Osszes
vizsgalt sejtkapcsold molekula segitségével kialakitott profil prognosztikus eldrejelzo
képességét. Ezen eredmény validalhato a mindennapi gyakorlatban alkalmazhato
immunhisztokémiai technikaval, azonban a fehérjeszintli eredmények csak részben fednek at
az mRNS-alapu profillal. A szoveti kifejez0dés szintjén a claudin-2, -4 és E-cadherin
bizonyult megbizhatonak. fgy a kettd atfedésébél kialakitott CC index (amely a claudin-4 és
E-cadherin kett6sébdl all) erdteljes prognosztikus informaciot hordoz, amely az dsszetevoinél
jelentésen erdsebb.

Fiiggetlen validacios vizsgalatban ezt megerdsitettilk, és a CC index multivaridns
analizisben is elég erdsen teljesitett a prognodzis eldrejelzésében az immunfenotipus ¢és
érinvazié jelenléte vagy hidnya mellett. Ugyanakkor a CC index 4altal meghatarozott
csoportok tovabb finomitottak az altipusok altal meghatarozott prognosztikus alcsoportokat.
Tehat a claudin-cadherin index a rutinszerlien alkalmazhaté faktorok mellett tovabbi
lehetdséget ny1jt a rendszerezés pontositasara, a kimenetel megjosolasara.

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

Nyirokcsomé-attétek claudin kifejezddése tovabbi prognosztikus informaciot hordoz
emlddaganatos megbetegedésben, a claudin-1 csokkent €s a claudin-4 emelkedett expresszidja
jelenti a rosszabb kimenetelt. Tavoli attétek vizsgalata jelenleg még a primer tumor €s a hozza
tartozd metasztazis altipusanak 6sszehasonlitasaval tobb munkacsoportban folyik, a claudin

kifejez0dési mintazat elemzése ebben is tovabbi lehetdségeket hordozhat.
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