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1. BEVEZETES

Az emlordk vildgszerte népegészségligyi problémat jelent. Magyarorszdgon gy, mint a
gazdasdagilag fejlett orszagokban is az egyik legnagyobb mortalitdssal jar6 megbetegedés. A
haldlozasi riata a 90-es években kezdett csokkenni, kdszonhetden a sziirdvizsgdlatoknak, a
korai diagnézisnak és a személyre szabott terdpidnak.

A daganat mutét eldtti tipizdldsa ultrahang vezérelt vékonytli biopszidval (FNAB) vagy
vastagtli biopszidval (core) torténik. A diagnézist kovetden a beteg terdpidjat egy tobb
szakemberbdl &ll6 csoport (radioldégus, sebész, patolégus, onkolégus) az tn.: oncoteam
hatdrozza meg.

A mindennapi gyakorlatban szdmos prediktiv €s prognosztikus marker haszndlatos a
betegség kimenetelének és a terdpidra adott valasz minél pontosabb megitéléséhez. A beteg
életkora és a daganat mérete a diagndzis idOpontjdban fontos informécidval bir. Az egyik
legfontosabb prognosztikus faktor a honalji nyirokcsomé 4ttét hidnya vagy megléte a daganat
felfedezésekor. A mindennapi gyakorlatban haszndlhaté a szovettani grade mellett a
Nottingham prognosztikus index (NPI), az érbetorés, a nekrédzis, Ki67 és p53 kifejezésének
meghatdrozdsa is. Azonban ezek sokszor csak korlatozott mértékben hasznalhatéak. A
hormonreceptor stitusz (Osztrogén €s progeszteron receptor) valamint a HER2 expresszid
meghatdrozasaval kiilonb6z6 fenotipusi daganatok kiilonithetok el, amelyek eltérd klinikai
kimenettel is rendelkeznek.

A sejtek kozvetlen, direkt sejt-sejt kozotti kommunikdcidja rendkiviil gyors és
szabdlyozott jelatvitelt tesz lehetdvé. Ez a mechanizmus az un. gap junction csatornidkon
keresztiil valésul meg, amely connexin (Cx) molekuldkbdl formdlédik a szomszédos sejtek
kozott és szelektiv permeabilitast tesznek lehetdvé az 1,8 kDa-ndl kisebb metabolitoknak,
morfogéneknek, masodlagos hirvivoknek. A csatorndk jelentOségét j6l mutatja szerkezetiik
evolicids konzervaltsdga, szolid szovetekben valoé nagy mennyiségli elofordulasuk, valamint
hogy mar a kevesebb, mint 4 sejtes embridban is kimutathatéak. Emberben 6sszesen 21
connexin izotipust klénoztak. Ezek koziil a leg6sibb és leggyakrabban el6fordulé a Cx43. A
connexinek a sejtosztodds, a proliferacié és az apoptosis befolydsoldsa révén gap junction
csatornaként és félcsatornaként egyarant fontos szerepet jatszanak a sejtek homeosztdzisaban.
Csatornaként részt vesznek az akcids potencidl tovabbitisdban, a szivben és az agyban.
Félcsatornaként parakrin szigndlok tovabbitdsdt végzik (cAMP, ATP, Ca®"). Ezen kiviil
intracellularis fehérje-fehérje interakciot képesek létrehozni onkogén termékekkel, protein

kindzokkal, citoszkeletalis fehérjékkel és tigh junction struktdrdkkal (ZO1-2) egyardnt. Tehat
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funkciondlé connexin molekuldk kimutathaték a sejtmembranon kiviil (csatorna-fiiggetlen
funkciok) a citoplazméban is.

A mai napig ellentmonddsos az irodalom mind a normél emldszdvet, mind az emlorak
connexin expresszidjat illetden. KifejezOdését nehéz vizsgdlni paraffinos metszeten a
megfeleld antitestek limitalt elérhetésége, valamint a gap junction plakkok igen kis mérete
(<1pm) miatt.

Normal eml6hdmban ez iddig a Cx43-at és a Cx26-ot sikeriilt kimutatni in vivo.
Emlordkokban a Cx43-at, Cx26-ot, Cx32-t és a Cx46-ot mutattdk ki. A legtobb irodalmi adat
csak leird, kevés munkacsoport vetette eddig Ossze szerepiiket a progndzissal. Egy
tanulmanyban a Cx43, Cx26 és Cx32 emelkedett kifejezodését talaltdk emldcarcinomdk
nyirokcsom¢é 4ttétjeiben a primer emlétumorhoz képest. Mds munkacsoport ugyanezen
connexinek kifejezddését vizsgaltdk szoveti multiblokkon. Hasonlé eredményre jutottak,
azonban a connexin expresszidé és a betegség prognédzisa kozott nem taldltak szignifikdns
Osszefiiggést. Mdasok pozitiv korreldcidt taldltak a Cx26 expresszié €s a tumor mérete,
valamint a rosszabb differencidltsagi fok kozott. Egy munkacsoport Uj connexin izotipust
taldlt eml6tumorokban, a Cx46-ot, amely ugy tinik MCF-7 (6szrogénreceptor pozitiv)
tumoros sejtvonal hypoxidhoz valé adaptacidjat segitheti.

A connexinek szerepe emlOrdk metasztdzisaiban ugyanigy szamos kérdést vet fel.
Nem vildgos, vajon a connexinek el6segitik vagy gétoljdk a tumorsejtek migracidjat,
intravasatiojat. Ez iddig ugy tlinik, hogy a connexinek kifejez6dése a metasztazisokban is
dinamikusan valtozik, egyes connexinek eldsegithetik, masok gatoljadk a tumor metasztatizald
képességét. Tobb munkacsoport megerdsiti, hogy a tumorsejt képes kapcsolatot kialakitani
osteoblast sejtekkel és endothel sejtekkel egyardnt, ami segithet a tumor metasztazis
képzésében. Azt is tudjuk, hogy az emldérdk metasztizis-gatld6 BMRSI1 (breast cancer
metasztazis suppressor 1) gén csokkenti az emlordk attétképzd hajlamat. Egy munkacsoport
azt taldlta, hogy ha BRMS1 cDNS-t juttatjdk be MDA-MB-435 emldrdk sejtvonalba, képes
csOkkenteni annak metasztatizalo potencidljt és visszadllitani a homotipusos gap junction
intercellularis kapcsolatokat. Egy munkdban dllatmodellen tanulmanyoztdk emldrdk és
melanoma sejtek agyi attétképzddését. A twist metasztazis gén aktivaldsa emldrakban
megnovelte a Cx43 expresszidjat €s a tumor agyi kolonizicidjat.

A legujabb irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a fehérjék kifejez6dése dinamikusan
valtozik a tumor fejlédése és progresszidja soran. Elképzelhetd, hogy a primer tumor korai
progresszidja sordn bizonyos connexinek szintje csokken, hogy a tumorsejtek kozotti fizikai

kapcsolat ténylegesen megszlinjon. Majd a tumor tjra kifejezheti a connexin fehérjéket, annak



érdekében, hogy terjedni tudjon akdr a stromaban, vagy be tudjon 1épni az érpdlydba és a

metasztazis képzés utolso 1épéseként kolonizalni tudjon egy 1) szovetben.



2. CELKITUZES

Vizsgaltuk:

1.

A normdl emldszovet connexin expresszidjat a mar leirt Cx26 és Cx43 mellett mas
izotipusokra is.
Hogy a primer emldrdkokban a Cx43, Cx26 Cx32 és Cx46 izotipusokon kiviil

kimutathat6-e egyéb connexin.

. Hogy van-e a connexin mRNS vagy fehérje szintek meghatdrozasanak

prognosztikus jelentdsége adjuvansan kezelt emlérdkokban.

Hogyan fiigg 6ssze a connexinek szintje a ma hasznélt prognosztikus markerekkel.
Hogy képes-e a connexin mRNS vagy fehérje szinten tovdbb finomitani az
emldrdkok alcsoportjait.

Hogyan befolyédsolja a connexinek expressziéjat a neoadjuvans kemoterapia.

Hogy a connexin expresszid segit-e a neoadjuvans terdpia eredményességét elore
jelezni a klasszifik4cids rendszerekbe illesztve.

Hogy van-e a connexin szinteknek 6ndllo prognosztikus értékiik neoadjuvans

kemoterdpidban.



3. MODSZEREK

Beteganyagok és adatbdzisok. Szoveti fehérje vizsgélatokhoz egy hazai és egy kiilfoldi
beteganyagot haszndltunk. A hazai, 127 adjuvdnsan kezelt emlddaganatos beteg mintdja a
Budai MAV Kérhdz archivumabdl (1999-2002) szdrmazik, dtlagosan 102 hénap kovetési
idovel. A kiilfoldi, 96 neoadjuvansan kezelt emlordkos eset Svajcbdl, az Institute of Surgical
Pathology anyagdbdl szdrmazik (1998-2009), 2-10 év tulélési idovel. Bioinformatikai
elemzéshez nyilvanosan elérhetd adatbazisban taldlhatd 6sszesen 1809 (Affymetrix) valamint
emldszovet vizsgdlatdhoz 3, menopausa eldtti né emlOmintdit hasznaltuk.

Szoveti multiblokk készitése. A hazai és Kkiilfoldi beteganyag formalinban fixalt és
paraffinba agyazott mintaib6l TMA blokkokat készitettiink. Minden beteghez 2 darab
szovethenger tartozott. A hazai beteganyag szovethengerei 2mm, mig a kiilfoldi beteganyag
szovethengerei 0,6mm atmérdjtiek voltak.

Immunhisztokémia. A magyar esetek altipusdnak meghatdrozdsa a TMA mintdkon, a
kiilfoldi beteganyag ER, PgR és HER2 vizsgdlata a rutin diagnosztika sordn tortént, mindkét
anyag a Ventana Benchmark késziilékben iVIEW DAB detektdlé kit segitségével. A
connexinek és a proliferacié immunhisztokémiai vizsgilata 4um vastag TMA metszeteken
tortént. Egész éjszakdn 4t tarté primer antitesttel vald inkubdlds utdn fluoreszcensen jelolt
masodlagos antitesteket haszndltunk.

Metszetek digitalizdldsa és értékelése. Az elkésziilt metszeteket Pannoramic Scan
metszetszkennerrel digitalizaltuk. A digitalizalds tobb optikai szinten (3-7) és tobb csatorndn
végeztiik. A reakciokat két fiiggetlen vizsgald értékelte TMA modul szoftver segitségével a
megegyezésig. A connexinek kifejez6dését 4 fokozatu skélan (0:<5%, 1+:5-20%, 2+:20-60%,
3+:>60%) végeztiik. A proliferacié értékelése 10 fokozata skalan (0: 0, 1: 0-1%, 2: 1-5%, 3:
5-10%, 4: 10-15%, 5: 15-20%, 6: 20-33%, 7: 33-50%, 8: 50-66%, 9: 66-80%, 10: 80-100%)
tortént.

Neoadjuvdns terdpia regresszios hatdsdnak mérése. A primer szisztémds terdpia
hatdsdnak méréséhez 5, napjainkban is hasznalt klasszifikdcids rendszert hasznaltunk
(NSABP, Sataloff, Miller-Payne, EWGBSP, CPS EG), amelyek a rezidudlis tumorszovet
meglétét vagy hidnyat illetve klinikai és patoldgiai paramétereket vesz figyelembe.

Adatbdzisok elemzése, statisztikai értékelés. A gén chip mRNS expresszids eredményeket
R statisztikai kornyezetben (R version 2.10.1) vizsgédltuk. A fehérje expresszids adatokat

SPSS 15.0 statisztikai szoftverrel értékeltiik.



4. EREDMENYEK
Munkénk sorédn az alabbi 4j megéllapitdsokat tettiik:

1. A normdl emldszovet a Cx26 és Cx43 fehérjén kiviil Cx30, Cx32 és Cx46 fehérjét is
expresszal.

2. Primer emldrdk a Cx26, Cx32, Cx43 és Cx46 fehérjén kiviil Cx30 fehérjét is
kifejezhet.

3. Adjuvéinsan kezelt eml6rdkokban a Cx43 O6nmagédban pozitiv, mig Cx30 fehérje
expresszidja dnmagdban negativ prognosztikus faktornak bizonyult, 6sszhangban az
mRNS szintekkel.

4. Neoadjuvdnsan kezelt emlOrdkok connexin expresszidja és a konvencionalis
prognosztikus markerek kozotti osszefiiggések:

-Cx32: pozitiv korrelaci6 HER2-vel terdpia elott, negativ korrelaciét a pT-vel és Ki67-
tel terdpia utan.

-Cx43: pozitiv korreldcié a hormonreceptor (HR) stitusszal terdpia eldtt és utdn és
negativ korrelacio a terapia eldtti HER2-vel.

-Cx46 pozitiv korrelacié a pN-nel, bar ez ut6bbi a tiléléssel nem fiiggott dssze.
Adjuvansan kezelt emldrdkok connexin expresszidja és a konvenciondlis
prognosztikus markerek kozti 0sszefliggések:

- Cx26: negativ korrelacié a Nottingham Prognosztikus Indexszel (NPI).

- Cx32: pozitiv korrelacié a grade-del, a nekrézissal, NPI-vel és Ki67-tel, negativ
korreldcié a HR stétusszal.

-Cx43: pozitiv korrelaci6é a HR stdtusszal, negativ korrelaci6 a grade-del.

-Cx46: negativ korrel4ci6 a grade-del.

5. Nyilvénos genomikai adatbazisban vizsgédlva az emelkedett Cx43 mRNS szint jobb
talélést mutatott ER pozitiv, luminalis A, valamint grade 2—es tumorokban és rosszabb
tulélést mutatott ER negativ valamint tripla negativ tumorokban.

Az emelkedett Cx30 mRNS jobb tilélést mutatott ER negativ, HER2 pozitiv és tripla
negativ tumorokban, rosszabb tulélést pedig ER pozitiv és luminalis A illetve B
alcsoportban. A két mRNS valésziniileg ellentétesen szabéalyozddik.

6. Neoadjuvins kemoterdpidt kovetden a connexin szintek dinamikusan véltoztak. A
Cx26 és Cx32 fehérje szintje csokkent, a Cx46 szintje emelkedd tendenciat mutatott, a
Cx43 kifejezddése nem mutatott érdemi valtozast.

7. A Cx26 és Cx46 j6 és rossz progndzisu csoportra bontja a kozbiilsd, bizonytalan
alcsoportokat az NSABP pINV, Miller-Payne G, Sataloff T, EWGBSP TR és CPS EG

klasszifikacios rendszerekben.



8. A Kklasszifikdcids rendszerek kozbiilsd csoportjaiban (EWGBSP TR2b, Sataloff TB,
Miller-Payne G3) a kemoterdpia eldtti Cx46 expresszid az egyetlen potencidlis

prognosztikus faktor, amely szignifikdnsan Osszefiigg a tuléléssel.



5. KOVETKEZTETESEK

A connexinek és az éltaluk formalt gap junction csatorndk kifejezddése dinamikusan
véltozik a carcinogenesis €s a tumor progresszidja, metasztazis képzése sordn. Emlérdkokban
betoltott szerepiik a mai napig tisztazatlan és ellentmond4sos.

Munkédnkban megallapitottuk, hogy a connexineknek 6nmagukban is van prognosztikus
értékiik. Bioinformatikai elemzés kapcsidn a legerdsebb tényezdnek az ellentétes regulaciot
mutaté Cx43 és Cx30 mRNS bizonyult. Az emelkedett Cx43 szint szignifikdnsan jobb talélést
mutatott ER pozitiv, nyirokcsomé negativ és grade 2-es tumorokban, viszont a rosszabb
taléléshez kapcsolddott ER negativ esetekben. Az emelkedett Cx30 expresszid jobb tulélést
mutatott ER negativ, HER2 pozitiv és tripla negativ daganatokban, de a rosszabb tiléléshez
kapcsolddott ER pozitiv tumorokndl. Az eredményeket adjuvdnsan és neoadjuvdnsan kezelt
emlordkokon fluoreszcens immunhisztokémia segitségével validaltuk. A fehérje szinta
vizsgalataink eredményei a Cx26 és a Cx32 esetében csak részben fedtek at az mRNS
profillal, amit a connexinek komplex, poszttranszlicids, epigenetikai és degradacids
véaltozdsai mellett a tumor kezelése is befolydsolhat.

Fehérje szinten legmegbizhatébbnak adjuvéns kezelés kapcsan a Cx43 és Cx30 bizonyult,
amely 6ndll6 pozitiv illetve negativ prognosztikus faktorként is megallja a helyét. Ezen feliil a
Cx43 tovabb finomitotta a grade 2-es daganatokat, a Cx30 pedig a grade 3-as daganatokat j6
€s rossz progndzisu alcsoportokra.

Neoadjuvans kezelés kapcsan a connexinek kifejezddése dinamikus valtozast mutat. A terdpia
hatékonysagat jelzi a Cx26 és Cx32 csokkenése valamint a Cx46 szintjének emelkedése. A
terdpia hatdsara lecsokkend Cx26 szintje szignifikdnsan jobb tdléléshez kapcsolddott
beteganyagunkban. Legfontosabb megfigyelésiink, hogy a kemoterapia el6tti és utdni Cx46
expresszio illetve a kemoterdpia utdni Cx26 expresszié tovabb finomitja a klasszifikacids
rendszerek altal meghatdrozott kozbiilsé kategoéridkat, 1étrehozva ezzel egy prognosztikailag
kedvezdbb alcsoportok a Miller-Payne G2-3-ban, a Sataloff TB-ben, az EWGBSP TR2b-ben
illetve a CPS EG 4-ben. Rdadésul a kemoterdpia eldtt a Cx46 fehérje expresszid volt az
egyetlen paraméter, amely korreldlt a teljes tuléléssel.

Ezen feliil normdl emléhdmban els6ként mutattuk ki a Cx30, Cx32 és Cx46 fehérjét,

illetve primer emlérakban a Cx30 kifejez0dését mi irtuk le elsoként.
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