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I. BEVEZETES

I.1 Rosszindulati emlddaganatok

1.1.1 Epidemiologia

A fejlett vilag n6i lakossaganak korében a legnagyobb prevalenciaji malignus betegség az
emldrak, koriilbeliil minden nyolcadik nét érinti. Magyarorszagon évente 5-6000 1) esetet
diagnosztizalnak és atlagosan 2000 ndt veszitiink el a betegség miatt. Hazdnkban 2001-6ta
mikodik rontgen mammografias (rtg mmg) szervezett szlirés. Ez a panaszmentes, atlagos
rizikdju, 45-65 év kozotti holgyek csoportjat célozza, segitségével az emlérakos mortalitas
mintegy 40%-al csokkentheté az 50-69 éves korosztalyban, mig a fals-pozitiv biopsziak
valosziniisége 1% alatti’. A WHO kovetelményeknek megfeleld részvételi ardny, mely
mellett a sziirdvizsgalat a legnagyobb hatékonysagu népegészségiigyi szempontbdl, 70%
koriili érték, azonban Magyarorszagon jelenleg az atlagos részvétel csak 50% koriil mozog?.
Az EUROCARE-5 vizsgalat eredményei alapjan Eurdopaban a korai emldrakok (ekkor a
diagnodzis iddpontjaban nincsen kimutathatd metasztazis) esetében az 5 éves teljes tulélés
(overall survival, OS) 80% felett van, amennyiben a paciens az Osszes sziikséges terapias
beavatkozason 4tesik®. Ebben kiemelt szerepe van a fent mér emlitett sziirévizsgalatoknak,
valamint az egyre fejlodo terapias eljarasoknak (kemoterapia, sebészi ellatas, sugarterapia,
endokrin kezelés és egyéb célzott terapiak). Mindezek ellenére azonban a korai emlérakkal

valaha érintett paciensek mintegy 30%-4nal tavoli attétek alakulnak ki*.

1.1.2 Diagnosztika

A népegészségiigyi elveknek megfelelden a fent leirtak szerint az emldrak sziirése jellemzden
rontgen mammografiaval (rtg mmg) torténik, mely implantalt eml6k esetén is hasznalhato.
Igazoltan jobb eredmények varhatoak a direkt digitdlis mammografiatol (sziikség esetén
tomoszintézis vagy kontrasztanyagos mmg is alkalmazhatd), melyet kiegészithet ultrahangos

(UH) vizsgalat. Fokozott rizikdo (pl. BRCA génmutacio hordozasa) esetén magneses
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rezonanciaval (MRI) végzett szoros kovetés lehet indokolt. MR mammografia hasznalhat6

okkult primer tumor keresésekor, illeve heg vs. helyi kitjulés elkiilonitésére.

Tiinetek, panaszok (csomo tapintasa az emldben illetve a honaljban, valadékozas az eml6bdl,
Paget-kor illetve gyulladasos emlordk tlinetei) esetén elsé 1épésként fizikalis vizsgalat
indokolt, melynek soran az ellatd orvos attapintja az emldket és a lokalis nyirokcsomo
régiokat. Ezt kovetéen rtg mmg és UH vizsgélat torténik. A képalkotoval észlelt
elvaltozasokbol célzott mintavétel torténik, amely lehet vékonytiis (fine needle aspiration
biopsy, FNAB) vagy vastagtiis (core biopszia). A citologiai vagy szdvettani diagnozis
hatarozza meg a tovabbi kivizsgalas és/vagy kezelés tervezését. Onkoldgiai terapiat (mitéti
beavatkozas illetve szisztémas kezelés, sugarterapia) kizardlag pozitiv biopszias lelettel lehet

elkezdeni.

A rosszindulati emlédaganat diagndzisat kovetoen lényeges kérdés a betegség stadiumanak
meghatarozasa. Erre agressziv biologiai tulajdonsagokkal rendelkezé tumor esetén illetve
eldérehaladott stddiumban mellkas rontgen, hasi ultrahang illetve komputer tomografia (CT),
pozitron emissziés tomografia (PET) -CT°, MR vizsgalat ajanlhato, a csontok vizsgéalatara
szcintigrafia javasolt®. A nemzetkdzi iranyelvek alapjan I-11 stadiumi betegség esetén, tiinet-

¢és panaszmentes allapotban nem sziikséges a tavoli szervek vizsgalata.

A képalkoto eljarasoknak metasztatikus stddiumban is kiemelt szerepilk van, a
statuszrogzitésen kiviil a daganatellenes kezelésre adott terdpias valasz monitorozasdban
alkalmazzuk 6ket. Ehhez a RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)
kritériumrendszert hasznaljuk. Ebben a valasz mértéke alapjan megkiilonboztetiink komplett
remissziot (complete response, CR), parcialis valaszt (partial response, PR), progressziv-
(progressive disease, PD) és stabil betegséget (stable disease, SD)"®. Mivel immunterapiak
alkalmazéasakor jellegzetesen mas kinetikdja lehet a kezelésre adott valasz
(pszeudoprogresszio esetén a 1ézi6 nagyobbnak latszik a fokozott immunsejtes besziirddés

miatt®), ilyen esetekben a RECIST modositott formaja alkalmazand6™®.
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I.1.3 Patologia, prediktiv és prognosztikus tényezok

Az emldrak heterogén entitas, tobb kiilonbozo viselkedést, klinikai lefolyast, prognozisa
betegséget foglal magaban. Az, hogy az adott paciens esetében milyen prognozisu
betegséggel allunk szemben, a patologiai vizsgalat (szovettani altipus, immunhisztokémiali

¢és genetikai eredmények) alapjan mar jo eséllyel kdrvonalazhato.

Szovettani jellemzok

A rosszindulati elvéltozasok egy korai formdja, ami az invaziv daganatokat tekintve
daganatmegel6z0 allapotként is meghatarozhatdé, az in situ karcindma, amikor a
daganatsejtek preformalt hamstruktarakon beliil terjednek. Az in szitu duktalis karcinbma
gyakorisaga a rtg mmg-val sziirt populacioban 20% koriili, ezzel szemben az in szitu
lobularis karcinéma ritkan fedezhet6 fel sziirévizsgalattal — gyakori, hogy véletlen leletként
kertil leirasra. Az invaziv carcinomak 70-80%-a “nem specialis tipusu” emlérak (IBC NST),
kb. 10%-ban fordul elé invaziv lobularis karcindma, egyéb specialis tipusok joval
ritkabbak!'. Az IBC NST heterogén tipus, nagy valtozatossag figyelhetd meg mind a

tumorsejtekre, mind a daganatos stromara vonatkozoan.

A tumor differencialtsaga (grade) alapjan 3 kiilonb6zd csoportot kiilonithetiink el: grade I
(jol differencialt, alacsony mitdzisszam és a sejtmagok viszonylagos uniformitasa jellemzi,
JO prognézisu, altaldban idésebb korban fordul eld), grade II (kézepesen differencialt,
jellemzébb a nuklearis polimorfizmus, kdzepes mitotikus hallam), grade III (kevéssé
differencialt, jellegzetessége a nuklearis atipia és a magas mitdzis szam valamint az
agresszivabb és rapidabb klinikai lefolyas)!2. Az ILC-k klasszikus altipusa differencialtabb,
altalaban 1ddsebb életkorban jelentkezd elvaltozas, gyakrabban fordul el6 bilateralisan és
multicentrikusan, mint az IBC NST-k. A klasszikus tipus prognézisa jo, azonban a pleiomorf
ILC-k kedvezdtlen prognézisti tumorok'®. Az IBC NST-k jellemzSen a méjba, tiidébe,
csontokba, kozponti idegrendszerbe adnak tavoli attétet, mig az ILC-k esetében jellemzo

lokalizaciok a fentiek mellett a gasztrointesztinalis traktus, hashartya és az agyhartya is',
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Immunfenotipusok

A nagymértékii heterogenitas miatt sziikségesek tovabbi faktorok, melyek alapjan az
emlétumorok hatékonyan osztalyozhatoak. Megkiilonboztetliink prognosztikus (a betegség
terapia nélkiili varhato lefolyasara, progndzisara utal6) és prediktiv (a hasznalt készitménynél
varhat6 terapias valasz mértékére utalo) faktorokat. Ezek alapjan megbecsiilhetd, hogy az
adott paciensnél milyen klinikai viselkedésti betegséggel allunk szemben, milyen terapias
lehetségek jonnek szoba és ezektdl korilbeliil milyen terapids eredményt varhatunk. A
mindennapi gyakorlatban ez immunhisztokémiai, illetve in situ hibridizacidos (ISH)
vizsgalatokkal meghatarozhatd és viszonylag révid id6 alatt, koltséghatékonyan értékes
informaciot szolgaltat. Az Gsztrogén receptor (ER) és progeszteron receptor (PR) pozitiv
tumorokat Gsszességében jobb prognézis jellemzi, az ezen receptorokat célzo készitmények
voltak az elsé célzott terapiak az emlérak gydgyszeres kezelésének torténetében'®. A human
epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2) pozitivitas Onmagaban rosszabb
prognozist betegségre utal, azonban a receptort célzo terapidk bevezetése ota ezen betegek

prognozisa koriilbeliil hasonlo a HER2 negativ esetekéhez?®.

A Ki67 a mitotikus aktivitast jellemzd6 index, mely az 0szt6do tumorsejtek aranyara utal. Két,
nagy betegszdmli metaanalizis eredményei alapjan is fliggetlen prognosztai faktornak
bizonyult korai emlérakban a Ki67 index annak ellenére, hogy a klinikai vizsgalatok mind
felépitésiikben, mind a Ki67 index meghatarozasara hasznalt modszerek tekintetében igen
heterogének voltak’8, Mindezek ellenére azonban a Ki67 index prognosztikai markerként
val6é hasznalata a klinikai gyakorlatban ellentmondasos kérdés és az ASCO (American
Society of Clinical Oncology) tumor marker szakértdi panelje nem javasolja a proliferacios

markerek hasznalatat a prognozis meghatarozasaban'®.

A mindennapi diagnosztikaban jelenleg hasznalatos altipusokba torténd beosztasok alapja a
hormonreceptor és HER2 statusz, valamint a proliferacios aktivitast jellemzé Ki67 LI. Ezek
alapjan a tumorok Luminalis-A (ER+, PR+, HER2-, alacsony Ki67 index); HER2 negativ
Luminalis-B (ER+, HER2-, és legalabb az egyik az alabbiak koziil: PR- vagy alacsony, >20%
Ki67 LI); HER2 pozitiv Luminalis-B (ER+, HER2+ barmilyen Ki67 LI és barmilyen PR
értékkel), HER2 pozitiv (ER-, PR-, HER2+ barmilyen Ki67 LI értékkel) és tripla negativ,
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azaz TN (ER-, PR- és HER2- barmilyen Ki67 LI értékkel) csoportokra oszthatoak?®. Az
egyes alcsoportok klinikai viselkedése és agresszivitasa, valamint a rendelkezésre allo
terapias lehetségek is igen kiilonbozéek?h 22, A Luminalis-A daganatok jo prognozisuak,
mivel azonban jellemzden kevés 0sztddo sejtet tartalmaznak, a citosztatikus terapiak itt
kevésbé hatékonyak, mig az endokrin kezelés szerepe nagy. A Luminalis-B tumorok
prognozisa rosszabb, azonban a kemoterapiara érzékenyebbek. A TN daganatoknal
szisztémas terapiaként jelenleg egyediill a kemoterapia hasznalhatd, melyre ezek az
elvaltozasok zommel jol is reagalnak. Emellett szdmos, egyéb tamadasponti kezelés
(immun-ellenérzépont gatlok, androgén receptor utvonalat célzo6 készitmények) all tesztelés
alatt klinikai vizsgalatokban®, melyekhez nagy reményeket fiiznek. A HER2 molekula
azonositasa és a célzott terapiak (trastuzumab, lapatinib, neratinib, pertuzumab) bevezetése
forradalmi attorést hozott az onkologidban®24-2",

A fenti faktorok vizsgalata kiemelten fontos a terapias dontések meghozatala el6tt, hiszen
logikusan meriil fel a kérdés, hogy metasztatikus stadiumban, kiilondsen hossza
betegségmentes talélés (disease free survival, DFS) esetén valtozik-e a betegség profilja. A
gondolat mar tobb évtizeddel ezelott felmeriilt?®, azota kiilonbozd esetszamokkal és
megvalaszolando kérdésekkel, a vizsgalatokat eltérd modszerekkel végezve sziilettek ezzel
kapcsolatos tanulmanyok. A legtobb vizsgalat egy tavoli attétet hasonlitott 0ssze a primer
tumorral, csak kevés kutatisban végeztek szélesebb korii 9sszehasonlitast?®. A legnagyobb
mértékll kiilonbséget a PR esetén talalta a vizsgalatok tobbsége (20-50%), mig a HER2
statusz bizonyult a legstabilabbnak (13% koriili ertékekkel). Az ER valtozésa a primer

tumorok és a metasztzisok kozott a ketté kozé esik (10-30%)30-32,

Egy, a kozelmultban azonositott prediktiv és prognosztikai faktor a peritumoralis
immunsejtes besziirddés, mely elsésorban a TN eml6tumorokban jellemzd, azoknak mintegy
30-60%-4aban talalhaté meg®**°. Ezen tumoroknak mind kemoterépia alkalmazasa esetén,
mind anélkiil jobb a prognoézisuk, mint az azonos szévettanti, TIL (tumor infiltralé limfocita)
negativ elvaltozasoknak. Az onkoldgidban tobb indikécioban is (malignus melanoma,
tiidérak) forradalmi eldrelépést hozott az immunterapidk bevezetése. Jelenleg emldrakban is

szamos, immun-ellenérzépont gatldkat teszteld neoadjuvans €és adjuvans klinikai vizsgalat

10
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van folyamatban?, melyek leginkabb a Programmed cell Death receptor Ligand 1 (PD-L1)

expressziot hasznéljak prediktiv markerként3®7,

Stadium

A betegség stadiuma igen nagy hatdssal van a paciensek talélési esélyeire, az 5 éves relativ
talélés 95%, 85%, 70%, 52%, 48%, és 18% az I, IIA, 1IB, IIIA, IIIB és IV stadiumban
diagnosztizalt betegek esetében, egyenként®®. A stadium meghatarozasanak alapja a primer

tumor mérete, a régionalis nyirokcsomok érintettsége illetve a tavoli attétek jelenléte.

1.1.4 Terapiés lehetdségek

Az emldrak kezelése multidiszciplinaris megkdzelitést igényel, melynek harom {6 alappilére

a szisztémas (gyogyszeres) kezelés, sebészi beavatkozas és a sugarterapia.

Szisztémas kezelés

A gyogyszeres kezelésnek tobb tipusa van; a citosztatikumok vagy mas néven kemoterapias
szerek a gyorsan 0sztddo sejteket célozzak és eliminaljak. Hatdsmechanizmusuk alapjan tobb
csoportjuk van; antimetabolitok, DNS-t tamadd hatéanyagok, topoizomeraz-gatlok,
mitotikus orsora hato szerek. Elséként a CMF (ciklofoszfamid, methotrexat és 5-fluorouracil)
kezelést alkalmaztak®®, majd a paletta folyamatosan béviilt a kiilonbdzd hatéanyagokkal Az
antraciklinek (A) és a taxanok (T) a 80-as, 90-es évek forduldjan keriiltek a figyelem
kozéppontjaba*, jelenleg ezeket kombinacioban alkalmazva adhato a leghatékonyabbnak
tartott kemoterdpia emldrédkban. Elsdsorban a neoadjuvéans és az adjuvans fazisban keriil
alkalmazasra a dozisdenz AC-T (adriamycin+ciklofoszfamid — paclitaxel) formaban, ekkor
az AC-t kétheti, a T-t heti adagolasban alkalmazzuk a legjobb terapias valasz elérése

érdekében. Hatékonyak a tumorsejtekkel szemben, azonban mivel a szervezet 6sszes gyorsan

11
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0szt6do sejtjére azonos hatassal vannak, jellegzetes mellékhatas profillal (hanyinger, hanyas,
hasmenés, alopécia, szajnyalkahartya aftak) rendelkeznek. Lényeges szerepiik van a célzott
terapiaknak, melyek koziil a legrégebb ota alkalmazott az endokrin kezelés emlérakban. Ezt
adjuvansan, legalabb 5 éven keresztiil alkalmazva a tamoxifen €s az aromataz inhibitorok is
jelentésen megnovelték az ER+ betegek tulélését, valamint igazolddott, hogy a kezelés
tovabbi 5 évvel val6 meghosszabbitdsa még tovabb javitja a prognézist*?*4. Az emldrakok
15-20%-4ban detektalhato a HER2 fehérje overexpresszioja illetve a gén amplifikacioja®*, az
elsoként alkalmazott hatékony célzott kezelés a HER2 fehérje extracellularis doménjét gatlo
monoklonalis antitest, a trastuzumab volt. Ez hatékonynak bizonyult metasztatikus

stadiumban®, adjuvansan'® majd neoadjuvansan?®

is, eredményességét a pertuzumabbal valod
kiegészités még tovabb javitotta?’. A BRCA-mutaciot csiravonalban hordozé paciensek
esetében hasznalhatoéak a poli-ADP-riboz polimeraz (PARP)-inhibitorok 4% valamint
kiilondsen hatékonyak a platina alapu terapiak®’. A TN betegségben az immunterapidk
bevezetése hozhat érdemi elérelépést a kozeljovoben. Az eddigi vizsgalatok eredményei

bizakodasra adnak okot*®*0, és szamtalan vizsgalat van jelenleg is folyamatban.

Attodl fliggden, hogy a szisztémas kezelés a betegség mely szakaszaban keriil alkalmazésra
beszélhetiink neoadjuvans (korai stddiumu betegségben a miitéti beavatkozast megel6zden),
adjuvéns (korai stadiumban a primer tumor eltdvolitdsat kovetden) majd elsd illetve
tobbedvonalbeli kezelésrél (elérehaladott stadiumban, tavoli attétek mellett). A korai
staddiumtt TN és HER2 pozitiv elvaltozasok esetében igen nagy jelentdséggel bir a
neoadjuvans kemoterapia, mivel komplett patologiai remisszio (pathological complete
response, pCR) esetén ezeknél a betegeknél jo tulélési eredmények varhatdéak DFS és teljes
talélés (overall survival, OS) tekintetében egyarant™.,

Emiatt minden olyan korai emlérdkban szenvedd beteget, akinél kemoterapiat terveziink,
érdemes a miitét eldtt kezelni, mivel nagyon értékes prognosztikai informacidohoz
juthatunk®!. Kemoterapiat kovetden a miitéti anyagban jelenlévé rezidualis betegség esetén
a péaciens progndzisa rosszabb, azonban bizonyos vizsgalatok eredményei alapjan ezen
némiképp tudunk javitani: az eddigi eredmények alapjan az adjuvdnsan alkalmazott

r152

capecitabin kezelés eredményes lehet, kiilonosen a TN csoportban*. Az adjuvans kezelés
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celja a mikrometasztazisok eliminalasa és ilyen mddon az attétes stadium kialakuldsanak
megeldzése. A metasztatikus stddiumban adott kezelés célja a palliacio, a betegség
tiineteinek csokkentése, a beteg életének meghosszabbitasa kielégitd életmindség mellett. Az
onkologiai kezelésnek minden esetben személyre szabottnak kell lennie, a betegség prediktiv
¢és prognosztikai faktorait, a paciens komorbid statuszat mind figyelembe kell venni a

kezelések kivalasztasakor>®.

Sebészi ellatas

A korai emldrakoknal a sebészi beavatkozas kurativ célu. Az onkoldgiai alapelvek betartasa
mellett igen lényeges az onkoplasztikai ajanlasok kovetése. Minden esetben toreksziink az
emld megtartisara, amennyiben ez nem veszélyezteti a pdaciens tulélési esélyeit és
kozmetikailag elfogadhat6 eredményt ad. Korai, klinikailag negativ axillaris statuszu betegek
esetében rutinnd valt az Orszem nyirokcsomo eltavolitds, csokken az axillaris
blokkdisszekciok szama, mivel sugarterapias beavatkozasokkal altalaban megoldhato az
axillaris nyirokrégié kontrollja®. A lokalis recidivak és szoliter tavoli 4ttétek esetében is

szerepet kaphat a rezekcid.

Sugarterapia

A sugarterapia célja korai emldrakban a betegség lokorégiondlis kontrollja, a miitétet
kovetden esetlegesen még jelenlévd tumorsejt csoportok eradikéalésa. Ezzel mind a lokalis
recidivék aranya, mind a DFS és OS is megndvelhetd>®. Lokalisan elérehaladott emlérdkban,

mellkasfali érintettség esetén a szisztémas kezelés mellett a radioterapia is a neoadjuvans

LS4

csontérintettseg esetén fajdalomesillapitas céljabol®®, valamint kozponti idegrendszeri

terjedés esetén. Multiplex agyi attétek jelentkezésekor részleges vagy teljes agyi besugarzas
(WBRT — whole brain radiation treatment), kisebb szamu attét esetén miitét illetve gamma

kés, sztereotaxias sugarsebészet alkalmazhat6®">8,
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1.1.5 Metasztatikus emldrak — klinikai vonatkozasok

A korai emldrakkal kezelt paciensek mintegy harmaddban jelentkeznek késobb tavoli
attétek®. TN tumorok esetén ennek a diagnézist kovetd elsé két évben a legnagyobb az esélye,
mig luminalis daganatoknal sok évvel a primer tumor detektalasat kovetden is el6fordulhat.
Bér a szlir6vizsgalatok megjelenése miatt az emlddaganatok tobbségét korai stddiumban
fedezik fel, a paciensek egy részében mar metasztatikus stadiumban kertil sor a diagnozisra.
Az, hogy ilyen esetekben mennyire van Iétjogosultsaga a primer tumor eltavolitasanak, ez
milyen modon valtoztatja a betegek progressziomentes tlélését (progression free survival,
PFS) valamint az OS-t, fontos kérdés. A hipotézis, mely szerint a sebészi beavatkozas esetén
a relapszus eselye megnd, két fo elemre tdmaszkodik; angiogén hullam kialakulasa az
antiangiogén faktorok eltavolitdsa miatt, illetve a novekedési faktorok felszabadulasa a
sebgyogyulasi folyamat kdvetkeztében®. Erre utalt egy allatmodellel dolgozé vizsgalat,
melyben a primer tumor eltavolitdsat kdvetéen a kisérleti allat tiidoattétei rapidan ndni
kezdtek®. Ezzel szemben éllnak a humén vizsgalatok eredményei. Neuman és mtsai
retrospektiv vizsgalatukban trendszerii Osszefiiggést tapasztaltak, mely szerint a lokalis
kezelés javitotta a tulélést, a korrelaci6 az ER+, HER2- paciensek esetében volt a
legerdsebb®l. Babiera és mtsai ugyancsak retrospekiv anyagot feldolgozva talaltak
szignifikdnsan jobb PFS-t, és trendszerli OS javuladst az operalt betegek esetén azokhoz

viszonyitva, akiknél nem tortént meg a primer tumor eltavolitasa®?.

A tavoli attétek miitéti ellatasanak kérdése hasonloan Gsszetett probléma. Tobbszoros
szervi érintettség esetén az egyetlen eszkodz, mellyel érdemi javulast érhetiink el a beteg
allapotaban, a szisztémas terapia. Ekkora miiteti bevatkozassal jaro fizikai terhelés illetve a
miitét elétt s utan sziikséges szisztémas kezelés felfliggesztése egyiittesen a progresszio felé
sodorhatja a beteget. Szoliter illetve kis szamu attétek esetén, azaz oligometasztatikus
stadiumban (oligometastatic breast cancer, OMBC) azonban lehet helye a daganat
eltavolitasanak, ennek eldontése minden esetben egyéni mérlegelést igényel. Rendelkezésre
allo adatok alapjan a paciensek egy része, akik OMBC-ben agressziv kezelésben részesiilnek,

hosszu idére tiinetmentessé tehetdek83-65,
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Az egyre tobb hatékony szisztémas terapidnak koszonhetéen az emldrak attétes stadiumban
is kezelhetd és az esetek tobbségében kielégitd életmindség mellett hosszabb ideig kordaban
tarthato. Az, hogy a pacienst milyen hosszu ideig tudjuk kezelni a metasztatikus stadiumban,
fligg a betegség kiterjedtségétdl, a paciens teljesitmény statuszatol illetve a rendelkezésre allo
hatékony terapias beavatkozasi lehet6ségek szamatol. Jellemzéen a “drug-holiday”
idészakoktol (amikor a paciens kérésére vagy a régdta fenndll6 SD miatt egy idOre
felfiiggesztjilk az aktiv kezelést) eltekintve a betegeknek folyamatosan sziiksegiik van
kezelésre, mellyel remisszio illetve stabil betegség érhet6 el. Az esetek dontd tobbségében
azonban egy id6 utan (minél kés6bbi vonalban kap a beteg egy bizonyos uj hatdéanyagot,
annal rovidebb progressziomentes iddszakra szadmithatunk) a hasznalt hatéanyagokkal
szemben rezisztencia alakul ki. Ennek hatterében a daganatos klonok szelekcidja all - ez
ravilagit arra, hogy egy daganatos betegség mindig egy dinamikusan valtozo kozeg. Ennek
ellenére biopszia vétele, melynek vizsgalata hozzajarul a leghatékonyabb terapia
kivalasztasahoz, a legtobb esetben csak a metasztatikus betegség diagndzisakor torténik.
Erthetden a “primum non nocere” (mindenekelétt, ne arts) Hippokrateszi alapelv betartésa
miatt nem végziink mintavételt minden egyes terapia valtasnal illetve minden attétes
lokalizaciobol, holott ebbdl addicionalis informaciot nyerhetnénk. A jovOben erre a
problemara a liquid biopsziak alkalmazasa jelenthet megoldast, amikor is a vérbol torténik
tumor DNS izolalas, mellyel jol kozelithetd a betegség progresszidja, az egyes kezelésekre
adott valasz®. Ez jelenleg rutinszertien még nem alkalmazott, ma szinte kizarolag a szdveti
biopszias mintdk 4llnak rendelkezésre a daganatos betegségek progresszidjanak
tanulmanyozasdra, melyek azonban jellemzOen csak diagnosztikai célra elegendd

mennyiségli szovetet tartalmaznak.
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1.1.6 Autopsziak

Az autopszidk szerepe korabban igen nagy volt, amennyiben nélkiil6zhetetlen modon és
oriasi mértékben jarultak hozzd az orvostudomany fejlddéséhez. Azonban a megszerzett
tudds (pontos anatémiai ismeretek) és az egyre fejlettebb diagnosztikus technikak
megjelenése miatt szerepiik egyre csokken, jelenleg viszonylag Kis szamban torténik
korboncolas. Holott autopsziak biztositananak lehetdséget arra, hogy tobb érintett szervbol,
nagyobb mennyiségii minta alljon rendelkezésiinkre. Nem kisérleti korilmények kozott
(tudomanyos kutatas miatt végzett rapid autopsziak) az igazsagiigyi korboncolason kiviil
szdmos orszagban csak kevés koriilmény indokolja az autopszia elvégzését; a halal pontos
okdnak tisztazasa, a betegség kiilonleges, szokatlanul agressziv, varatlan lefolyasa. Emiatt a
jelen tanulményban elemzett szovettani mintak egyediilalloak, kevés hasonld szovet-

gylijtemény ismert a vilagon32°7,

1.2 Az attétképzés sajatossagai
1.2.1 Az attétképzés mechanizmusa

Sokat vizsgalt kérdés az onkologiaban az attétképzés mechanizmusa, annak megértése, hogy
milyen modon vélnak képessé a primer daganatot alkoto sejtek tavoli attétek 1étrehozésara,
miért és milyen faktorok hatasara illetve kozvetitésével alakul ki bizonyos esetekben az
attétes stadium minden lehetséges terapias beavatkozas ellenére. Hasonloan fontos kérdések,
hogy hogyan véltoznak az egyes daganatok a betegség progresszidja sordn, miben €s
mennyire kiilonboznek az attétek a primer tumortol illetve egymastol, mennyire kapunk
realis képet az egész szervezetet érintd betegségrol egy tavoli attétbol vett minta

vizsgalataval.

A daganatsejtek folyamatosan versengenek az oxigénért, tapanyagért és a helyért. Azon
sejtek, melyek olyan mutdcidkat halmoznak fel, amelyek segitségével jobban tudnak
alkalamazkodni a koriilményekhez ¢€s sikeresebben élnek tal, tobbségbe keriilnek, ezt
nevezziik klondlis szelekcionak. Ismert, hogy a daganatos progresszid ¢és az attétképzés

tulajdonképpen egy evolucids folyamat®, melybe a legjobb betekintést akkor kapjuk, amikor
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nukleinsav szinten vizsgaljuk a kérdést. Ennek megfeleléen a primer tumorok és tavoli
attéteik vizsgalata is nagyot léphetetett elére, mivel ezen Uj modszerek hasznalataval
elérhetdvé valt a gyakorlat szamara az elvaltozasok genetikai hatterének pontosabb ismerete,

melynek segitségével kozelebb keriilhetiink az attétképzés folyamatanak megértéséhez.

A metasztazis képzés egyik régebbi elmélete a monoklondlis szorodds, mely szerint egy
elszabadult tumorsejt klonbol alakul ki a tavoli attét. Felmeriil a kérdés, hogy vajon a
daganatsejtek a primer tumorbol elindulva, linearis modon haladva hozzék-e 1étre egymas
utan a tavoli attéteket, vagy tobb, elagazod metasztatizalasi folyamat indul a primer tumorbdl
valamint a mar meglévd tavoli attétekbodl is%. Egyre tobb olyan kutatasi eredmény jelenik
meg, mely poliklonalis attétképzést detektalt, az egyik elmélet szerint ekkor tumorsejt
klaszterek jutnak el a tavoli szervekbe’® 2. Monoklonalis szorédast detektaltak ovarium,
vesesejtes daganat és prosztatardk esetekben® "3, Valésziniisithetéen mindkét forma

eléfordul, azonban egyes betegekben és betegségekben eltéré hangsutllyal.

1.2.2 Tumor heterogenités

Tobb munkacsoport vizsgalta a daganaton beliili heterogenitas kérdéskorét és ennek hatésat
a metasztazis képzésre genomikai analizis keretein beliil*". Shah és mtsai egy ILC-s beteg
primer tumorat és egy metasztazisat elemezték, a DFS 9 év volt. A 32 non-szinonim mutacio
koziil, melyek az attétben jelen voltak, 5 dominéns volt, 6 kissebb frekvencidban, de jelen
volt a kordbban eltadvolitott primer tumorban. Ez az egyike volt az elsé olyan
tanulmanyoknak, mely megmutatta, hogy a mutacios heterogenitas az alacsony vagy kozepes
rizikdju emldérakokndl is eléfordul, és a betegég szignifikdns evolicion megy keresztiil

progresszidja soran’®.

Yachida ¢és mtsai a daganatos progresszid elsé kvantitativ  modelljét alkottdk meg
hasnyalmirigy tumorok tanulmanyozasaval, definialtdk az alapito (founder) mutdcio
fogalmat, mely a metasztatikus disszemindcié alappilére’”’. Hét, metasztatikus
hasnyalmirigyrakban elhunyt betegnél végeztek rapid autopsziat; primer tumorokat, tavoli

attéteket és az utobbiakbol létrehozott sejtvonalat illetve xenograft modellt (index mintak)
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elemeztek. Két tipusi szomatikus mutaciot detektaltak; (i) founder mutaciok: az adott
paciens minden egyes mintdjaban jelen voltak, ezek alkottdk a mutaciok tobbségét (atlagosan
az Osszes mutacidé 64%-at), (ii) progresszor mutaciok, melyek egy vagy tobb metasztazis
mintaban voltak jelen (atlagosan az 6sszes mutacid 36%-at alkottak). Ezek alapjan osztottak
be az elvaltozasokat 1. sziiloi clone — melyek csak founder mutaciokat tartalmaztak, és 2.
szubklonok, melyek mind sziil6i klonokat, mind progresszor klénokat tartalmaztak. A sziil6i
klénokban halmozodtak azok a mutaciok, melyek a korabban primer daganatokban driver-
ként azonositott géneket érintették pl. KRAS, TP53 és SMAD4. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy a szomatikus szerzett mutaciok egy nagyobb része az attétek megjelenése elott,
a primer tumorban alakul ki. Emellett minden beteg esetében megalkottadk a daganat
evolucids térképét a szomatikus mutdciok mintdzata és az attétek lokalizacidja alapjan.
Ennek alapjan, annak ellenére, hogy a sziil6i klén nagy szdmt mutacidt hordozott, az attétet
képz6 klonban tobb progresszor mutacio is eléfordult, emellett az attétekben minden mutacio
klonalis (azaz az attét kozel minden egyes sejtjében azonosithatd) volt. 2 beteg primer
tumoranak tovabbi vizsgalata soran ezeknek fizikailag kiilon régioit elemezték. Ennek
alapjan azonositottak az egyes szubklonokat, melyek a primer tumor kiilonboz6 teriiletein
nonrandom modon helyezkedtek el, egyenként mintegy 100 millid sejtbdl alltak és
hierarchikus sorrendbe voltak helyezhetéek a daganat evolaciéjaban a tumor
progresszidjanak megfeleléen. Kimutattdk tehat, hogy a hasnyalmirigy tumor egymastol
fizikailag tavol levd, nagy sejtszamu szubklonokbol 4ll, melyek jelen vannak a primer

elvaltozasban a tavoli attétek klinikai detektalhatdsaga el6tt.

Brastianos ¢és mtsai agyi attéteket vizsgaltak, tidé (n=38) emld (n=21) és vesesejtes
karcinomas (n=10) betegekben. Néhany esetiikben tobb agyi attét, tobb primer tumor illetve
egyéb tavoli attétekbdl szarmazo minta is rendelkezésre allt’®. Eredményeik szerint a betegek
53%-aban az agyi attétben eléfordultak olyan, potencionalisan célozhato eltérések, melyek a
primer tumorban nem voltak detektalhatoak. Emellett az agyi attétek relative homogén
csoportot alkottak, jobban hasonlitottak egymasra, mint a primer tumorra. 4 betegnél allt
rendelkezésre egyéb lokalizacidju tavoli attét, ezeket vizsgalva igen valtozatos képet kaptak;

2 esetben a nem agyi attétekben hasonlé mennyiségli vagy tobb privat mutacio fordult el6,

18



DOI:10.14753/SE.2019.2189

mint az agyi attét trunkalis vagy privat mutacioi. A harmadik esetben a primer tumornal és a
tiidoattétnél leirtak common ancestor-t, azaz kézos Ost, mely magaban foglalt olyan
mutaciokat, melyek az agyi attétben nem voltak jelen. A negyedik esetben az agyi és a
tiddattétben eléfordult olyan kozos 6s, mely a primer tumorban nem volt detektalhato.
Emellett a keringé tumor DNS szubklonalis privat mutacioi szintjében bekovetkezo
valtozasok korrelaltak a kiilonboz6 tavoli attétekben kialakuld terapias valasszal. Ebben az
egy betegben a tavoli attétekbdl vett biopszidk €s a plazma mintak elemzése alapjan a keringd
tumor DNS vizsgalataval lehetévé valt a multifokalis klonalis evolacido valos ideji

tanulmanyozasa.

Campbell és mtsai tanulmanyukban hasnyalmirigy daganatokat és azok tavoli attéteit
vizsgaltak, és leirtdk a szervspecifikus tavoli attét képzést; 13 betegnél rapid autopszia
keretein beliil tortent a mintavétel, majd DNS szekvenalast végeztek’®. Eredményeik alapjan
a tido ¢és a maj attétek lényegesen kiilonboztek egymastol, melynek hatterében az allhat,
hogy mas klon dominalt a két lokalizacioban; a filogenetikai fakon abrdzolva a tiid6 és a hasi
attétek kiilonboz6 agakon helyezkedtek el. Erre kétféle magyarézattal szolgaltak a szerzok;
1. kiilonb6z6 genotipusok iranyithatjak az attétkepzést a kiilonb6z6 szervekbe, azaz pl. a
tiidéattétek létrehozasdhoz egy bizonyos addiciondlis driver mutdcio sziikséges, mely
képessé teszi a sejteket a tiiddben vald tulélésre. 2. A metasztatikus kaszkad egy 1épésrdl
lépésre torténd folyamat, mely konnyebben zajlik egy szerv hatarain beliil mint szervek

kozott.

1.2.3 Metasztatikus emldrak — a progresszid vizsgalata

Murtaza és mtsai is arra keresték a valaszt, hogy milyen mértékben monitorozhat6 a betegség
progresszidja és a terapias valasz a keringd tumor DNS vizsgalataval®. Egy ER+, HER2+
metasztatikus emlérakban szenvedd beteget kovettek 3 éven keresztiil tobbvonalbeli kezelés
mellett. Ezid6 alatt 8 tumor biopszia €s 9 plazma mintavétel tortént, majd teljes exom és
célzott amplikon szekvenalast végeztek. A biopszids mintakban azonositottak a founder

mutaciokat, melyek minden elvaltozasban jelen voltak (1 csoport), a progresszor mutaciokat,
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melyek csak az attétekbdl vett biopsziakban voltak jelen (2 csoport) és privat mutaciokat,
melyek >2%-os allélfrekvenciaban (AF) voltak jelen egy vagy tobb tumor mintaban (3-8
csoport). A plazma mintakban a founder mutaciok voltak detektalhatéak legnagyobb
szamban, a metasztatikus mutaciokat alacsonyabb szamban azonositottak. A lapatinib
kezelés alatt nagyobb szamban detektaltak olyan mutaciokat, melyek specifikusak voltak a
beteg mellkasfali attétére, mely ezen célzott terapia mellett szignifikdns progressziot
mutatott. Ilyen volt pl az ERBB4 tirozin kinaz doménjén megjelend (p.H809G) mutacio,

mely lapatininb rezisztenciara jellemz6 és ez utobbi attét privat mutacidja volt.

Ding és mtsai egy bazalis tipusii metasztatikus emldrakban szenvedd beteget vizsgaltak, a
primer tumorbdl, az abbol készitett xenograftbol, az agyi attétbdl és periférids vérbol vett

mintan végeztek teljes genom szekvenalast®®

. A xenograft megdrizte a primer tumorban
talalhatdo mutaciokat és emellett a tavoli attétben 1évo eltérésekhez hasonlokat halmozott fel,
mely arra utal, hogy a xenograftban és a betegben végbement genomika progresszié hasonld
volt egymashoz. A primer tumor kifejezetten heterogénnek bizonyult, ezzel szemben az agyi
attétbol és a xenograftbol vett mintdkban sziikiilt mutaciods frekvenciat talaltak. Ez arra utal,
hogy a metasztazis képzéshez és tranpszplantacidhoz olyan sejtek kiszelektalodasa
sziikséges, melyek a primer tumor mutdcids repertoarjanak egy meghatarozott altipus
csoportjat hordozzak. Emellett fontos megjegyezni, hogy ezek a genetikai valtozasok igen
valosziniisithetdéen nem a terapidk kovetkezményeként alakultak ki, mivel a xenograft
létrehozasa a kezelések megkezdése eldtt tortént. Lathatoan tovabbi szomatikus mutaciok,
kopiaszam eltérések és egyeb strukturalis variacidk torténnek a betegség eldrehaladtaval

amellett, hogy a legtobb mutacio, mely mar a primer tumorban jelen van, az attétekben is

megtalalhato, csak utobbiakban nagyobb szdmban.

Cummings és mtsai az autopszias mintak immunhisztokémiai vizsgalata mellett 6 betegnél a
primer tumoroknal €s a tavoli attéteknél array-alapii komparativ genomikai hibridizaciot
végeztek®. A genetikai vizsgalatok alapjan a DNS koépiaszdmok tekintetében az azonos
betegb6l szarmazéd tavoli attétek hasonloak voltak egymashoz és nagyobb mértékben
kiilonboztek a primer tumortol. A genomikai kopiaszam vizsgalat eredményei szerint a

klonalis sokféleség mar a primer tumorra jellemzd volt €s nem a betegség disszeminacidja
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soran alakult ki, ennek megfelelden fiiggetlen volt a kezelési eljarasoktol. Feltételezésiik
szerint ezen kopiaszam eltérések felruhazhatjdk a tumort agresszivabb vondsokkal,
valoszintlileg azon keresztiil, hogy felerdsitik az egyes sejtek metasztatikus potencialjat, mig
a progresszio és a tavoli attétekben torténd kolonizacié soran a tumor genomja viszonylag
stabil maradt.

e szelekciés nyomdssal a terapia hasonlé modon, mint az a fertéz6 betegségeknél ismert®?.,
Egy metasztatikus emldrakban szenvedd beteg mintait elemezték, akinél ismert volt aktivalo
foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfat 3-kinaz (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase,
PIK3CA) mutacio. A beteg PIBK3CA-gatlo (BYL719) kezelésben részesiilt, melyre tartos
valasz alakult ki, majd rezisztencia jelentkezett, ezt kovetden a beteg rovid idén beliil
elhunyt. Rapid autopszia keretein beliil mintat vettek a paciens 14 tavoli attétébol, majd teljes
genom szekvenalas (whole genome sequencing, WGS) tortént. A tavoli attéteknel foszfataz
¢és tenzin homolog (phosphatase and tensin homolog, PTEN) kopiaszam vesztést talaltak a
terdpia-naiv primer tumorhoz viszonyitva, €s azon elvaltozasok, melyek rezisztenssé valtak
a kezelésre egyéb PTEN eltéréseket, pl. deléciot is felhalmoztak. Ezutan célzott mély
szekvenalast végeztek a primer tumoron €s az Osszes rendelkezésre allo attéten. Szamos
mutaciot azonositottak mindegyik elvaltozasban, azonban voltak olyan eltérések, amik csak
az attétekben (az Osszesben vagy csak néhanyban) fordultak el. Az utobbiak egyike volt pl.
az Osztorgén receptor 1 (estrogen receptor 1, ESR1) Y537N mutacio, mely osszefliggésbe
hozhaté az endokrin kezeléssel szemben kialakult rezisztencidval, a vizsgalt betegben
valdsziniisitheten az elsé vonalban kapott endokrin kezelés kovetkezményeként alakult ki.
Eredményeik arra utalnak, hogy minden attét a PTEN vad tipusu (wild type, WT) primer
tumorbdl szarmazott, emellett jelentkezett egy progressziv parallel PTEN vesztés a célzott

terapia adasa mellett.

Lathatd, hogy egyéb tumorokban tobb kutatas foglalkozott részletesen az attétképzés
mechanizmusaval, azonban emldrdkok esetében tovabbra is sok még a nyitott kérdés. A

kérdés népegészségiigyi és klinikai gyakorlati szempontbdl is igen 1ényeges, tekintve az
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emldrakos betegek nagy szamat és a metasztatikus paciensek terapia valtasakor felmeriild

dontési helyzeteket.

Munkacsoportunk egy kordbbi munkaban kimutatta, hogy gyakori az immunfenotipus
valtozas az emldtumorok tavoli attéteiben a primer tumorokhoz viszonyitva, melyet

befolyasol tobbek kdzott az is, hogy milyen tipust antitestet hasznélunk.®2
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II. CELKITUZESEK

Jelen vizsgalat célja az emlé primer tumorainak és azok tavoli szervekbe adott attéteinek
Osszehasonlitd elemzése. Vizsgalatunkban az attétképzddés folyamatanak tanulmanyozasat,
a metasztatizalé tumorok ¢€s attéteik részletes patoldgiai és genomikai vizsgalatat tiiztiik ki

célul.

1. A tavoli attétet add primer emldtumorok jellemzése szdveti szinten: szdvettani €s
immunfenotipus, differencialtsag. Megfigyelhetdek-e mintdzatok az attétek lokalizacioja

¢€s a primer tumor altipusok kozott?

2. Megtartottak-e a primer tumorok szdévettani és immunhisztokémiai jellemzdiket az

attétekben? Miben kiilonboztek a tavoli attétek a primer tumoroktol?

3. Az ugyanazon primer tumorbol szdrmazd tavoli attétek kozott volt-e hasonlosag

immunfenotipus szempontjabol illetve genetikai szinten?

4. Megfigyelheté-e 0sszefliggés a tavoli attétek megjelenése €s a primer tumor diagnozisa

kozott eltelt 1d6 hossza (DFS) és az immunfenotipus valtozas kozott?
5. Van-e 0sszefliggés a metasztazis lokalizacioja és az immunfenotipus valtozas kozott?

6. Monoklonalis vagy poliklondlis tipusu attétképzés a jellemzé a vizsgalt

emlddaganatokra?

7. Megfigyelhet6-e Osszefiiggés a talélés hossza €s a genetikai eltérések jellegzetességei

kozott?
8. Eldfordul-e metasztazisbol metasztazisba torténd szords a vizsgalt beteganyagban?

9. Kimutathato-e klonalis kapcsolat a primer tumorok és a metakron ellenoldali emlérakok

kozott?
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1.  MODSZEREK

I11.1 Betegek és mintak:

Retrospektiv vizsgalatunkban a Semmelweis Egyetem II. sz. Patoldgiai Intézetének
autopszias adatbazisat tekintettiik at az Intézeti Etikai Bizottsdg engedélyét kovetden (IKEB
#185-1/2007). A vizsgalatban a rutin autopsziak, sebészeti beavatkozasok és biopszias
mintavételek soran nyert szovetmintakat hasznaltuk fel. A 2001-2014 ko6zotti idészakban
Osszesen 97, metasztatikus emldrakban elhunyt beteg autopszidja tortent Intézetiinkben,
koziiliik 25 paciens felelt meg a bevalasztasi kritériumoknak: ndi nem, 18 év feletti életkor,
primer invaziv emlddaganat az anamnézisben, IV. stadiumu betegség, legaldbb egy tavoli
attét jelenléte, melybdl az autopszia soran mintavétel tortént, pontos klinikai informaciok a
betegség lefolyasarél és  kezelésérdl, valamint elérheté minta a primer tumorbdl
(amennyiben ez kordbban miitéti Gton kertilt eltdvolitasra, illetve lehetdség szerint a betegség
diagnoézisakor illetve a terdpia sordn progressziokor vett biopszidk, esetleges
metasztazektomids mintak, valamint normal, azaz daganatmentes szévetminta). Az olyan
pacienseket, akiknél egyéb malignus betegség is eldfordult az anamnézisben, kizartuk a
vizsgalatbol. A primer tumorok diagnosztizalasa 1991-2012 kozott tortént. Azon betegeknél,
akik neoadjuvans kemoterapiaban részesiiltek, a diagnosztikus biopszias mintat és a kezelést
kovetden eltavolitasra kertilt sebészi rezekcids mintat is vizsgaltuk. Olyan pacienseknél, akik
nem kaptak neoadjuvans kezelést, csak a sebészi rezekatumon végeztiink vizsgalatokat.
Amennyiben a primer tumor nem keriilt eltavolitdsra, a diagnosztikus biopsziat és az
autopszia soran vett mintat elemeztiik.

18 beteg esetében talaltunk utalast csontattétre a klinikai dokumentacidoban, azonban csak 7
betegnél tortént mintavétel a csontelvaltozasbol (1 paciensnél a terapia eredményeként
komplett klinikai valasz alakult ki, 10 betegnél pedig a csont metasztazisokat nem detektaltak
az autopszia soran). A klinikai informaciot (diagndzis ideje, életkor a diagndzis idején,
terapias beavatkozasok ¢€s szisztémas kezelés jellemz6i, DFS és OS hossza) a Semmelweis

Egyetem elektronikus adatbazisaibol nyertiik.
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A betegek halalanak idépontja és az autopszia megkezdése kdzott median 70 ora telt el, mely
id6 alatt a kadavereket +4 °C-on tartottak. Az autopszidk soran komplett kiilsé €és belsd
vizsgalat tortént. A egyes szervek méreteinek pontos meghatarozasat kdvetden szdvettani
mintavétel tortént a detektalhatd attétes gocokbol, valamint a primer tumorbol és regionalis
nyirokcsomokbol, amennyiben ezek jelen voltak az autopszia idején (1. abra). A
szovetmintak fixalasa 10%-0s pufferolt formalinban tortént, majd a mintdk paraffin
blokkokba keriiltek bedgyazasra. A csontbdl nyert szovetek dekalcifikacioja a szoveti
fehérjék antigenitdsanak megdrzése érdekében EDTA oldatban tortént (0.5 mol/L, pH 6.9).
A hematoxylin-eozin (HE) metszetek alapjan hataroztuk meg az invaziv daganatsejtek
szdzalékos aranyat, a jelentdés posztvitalis karosodast szenvedett mintakat kizartuk a
vizsgélatbol. A primer tumorok stadiumat a TNM atlasz 7-ik kiadasa alapjan Gjra

osztalyoztuk®,

A.

1. abra: Attétek a csigolyakban (A) és a majban (B). (Sajat felvétel, autopszias minték).

I11.2 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A vizsgélatokat 4 um vastagsagu nativmetszeteken végeztik. Az immunhisztokémiai
reakciokat automatizalt Ventana Benchmark XT késziilékekben végeztik (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) a gyartd utasitasai alapjan, a kovetkezd antitestek
hasznalataval: ER (SP1) (nytl monoklonalis antitest, Ventana #790-4324), PR (1E2) (nyul
monoklonalis antitest, Ventana #790-2223), HER-2/neu (4B5) (Ventana #800-2996). A

hormonreceptor (HR) statusz meghatarozasat az Allred/Quick pontozd rendszer alapjan
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végeztiik, mely a pozitiv daganatsejetek aranyat és a reakcid intenzitasat is figyelembe
vevszi®. A proliferacio mértékére utalé Ki67 index meghatirozasahoz a MIB1 (DAKO
#M7240, Carpinteria, CA, USA) antitestet hasznaltuk, az indexet a pozitiv
daganatsejtek/0sszes daganatsejt aranyaval adtuk meg . A HER2 statusz meghatarozéasa a
2013-as ASCO/CAP iranyelvek® alapjan tortént, azaz pozitivnak tekintettiik a reakciot,

amennyiben a sejtek tobb, mint 10%-anal erds, komplett membranreakcidt detektaltunk.

1.3 FISH

Az immunhisztokémiai reakcioval 2+-nek bizonyulo esetekben a HER2 génamplifikacios
statusz meghatarozasara FISH vizsgalatot végeztiink (Poseidon Repeat-Free probes,
Kreatech Diagnostics, #KBI-10735, Amsterdam, Hollandia). A mintdkat el6szor
deparaffinaltuk, majd feltarast végeztiink (10 perc, mikrohullamu siit6, VECTOR antigén
feltard), ezutan pepszines emésztés tortént (37°C, 15 perc, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Németorszag), majd dehidrataltuk és szaritottuk a mintat. Ezutdn overnight hibridizaciot
végeztiink, a minta lefedéséhez DAPI-t hasznaltuk. A FISH reakcidkat ugyancsak a 2013-as
ASCO/CAP iranyelvek alapjan értékeltiik; nem-aplifikaltnak tekintettilk, amennyiben a
HER2/CE17 arany kissebb volt mint 1.8, ekvivokalisnak, ha a HER2/CE17 arany 1.8 és 2.2
kozott volt, és amplifikaltnak, ha a HER2/CE17 arany nagyobb volt, mint 2.2. &

Az emlérak szubtipus kategoriakba a vizsgalat idején érvényes St. Gallen-i iranyelveknek

megfelelden osztottuk be az eseteket?,

I11.4 Makrodisszekcio €és nukleinsav kinyerés

A HE festett metszetek vizsgalatakor meghataroztuk és rogzitettiik minden egyes vizsgalt
minta esetében az invaziv és in situ tumorsejtek, a stroma, a zsirsejtek, normal epitélium,
normal alapszovet és TIL-ek aranyat. Kijeloltik azokat a régiokat, melyek alkalmasak
nukleinsav izolalasra, majd makrodisszekciot végeztiink (2. abra) Osszesen 5 darab,

egyenként 10um vastagsagu metszeten.
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2. abra: A DNS izoldlashoz hasznalni kivant, tumorszovetet tartalmazé régiok kijelolése

a HE festett metszeteken a makrodisszekcio elvégzése el6tt. (Sajat felvétel).

A kijelolt szovetdarabokat Eppendorf csovekbe helyeztiik. A DNS izolalashoz QlAamp
DNA FFPE Tissue Kitet (Qiagen, #56404, Hilden, Németorszag) hasznaltunk. A duplaszala
DNS (dsDNS) mennyiségét QUBIT 2.0 Fluorométerrel (Invitrogen) és PicoGreen®
vizsgalattal hataroztuk meg; azon mintdkat hasznaltuk tovabbi molekularis elemzésre,

melyek mindkét teszt alapjan >1ug dsDNS-t tartalmaztak.

111.5 Exom és célzott szekvencia analizis
Teljes exom szekvenalas

Az exom a genomnak minddssze 1%-at teszi ki, azonban annak igen fontos része, a kodold

szakasz. A betegségeket okoz6 mutaciok dontd tobbsége erre a régidra lokalizalodik.
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Az elmult évtizedek egyik legnagyobb jelentdségii 1épése az orvostudomanyban a genetikai
informacié egyre részletesebb feltérképezésének lehetdsége, mely tulajdonképpen a DNS-
szekvencia (a felépitd bazisok; adenin (A), citozin (C), guanin (G) ¢és timidin (T)
sorrendjének megismerése. Az 1970-es ¢években fejlesztették ki a Sanger-féle

lancterminécios (didezoxi-) szekvenalast®®

, majd az ezredfordulon jelentek meg az 1j-
generacids (next-generation sequencing, NGS) modszerek, melyekkel parhuzamosan tobb
millié szekvencia képezhetd le €s nagy ateresztoképességiiek (high throughput, HTP) emiatt

mély szekvenalasnak (deep sequencing) is nevezik®.

A kétdimenzidés kromatografia megjelenését kovetéen (1970-es ¢évek) a Sanger
lancterminacids technika hozott 4ttorést 1977-ben®® majd egy évtizeddel késébb jelentek
meg az automatizalt, kapillaris elektroforézissel (CE) miikodé technikdk, melyek fontos
szerepet kaptak a Human Genom Project megvalositasaban®’. A rdvidebb read-ekkel
dolgozd, massziv paralell szekvenalasi technika megreformalta a mdodszer lehetdségeit, ezt
az 1 eljarast kovetkez6 generacids szekvenalasnak (next-genereation sequencing, NGS)
nevezziik. Az els6 human genom szekvenaldsa 15 évig tartott és koltsége 3 milliard dollar
volt, ezzel szemben a ma hasznalhat6 technikékkal 45 human genom szekvenalhat6 egy nap
alatt koriilbeliil 1000 dollaros darabonkénti koltséggel. Alapvetéen az NGS technikdk
hasonléak a CE szekvenalashoz; a DNS polimerdz katalizalja a fluoreszcens-jeldlt
dezoxiribonukleotid bazisok beépiilését a templat szalba, minden ciklusban a beépiilés
pillanataban a nukleotidok azonositasra kertilnek a fluoreszcens “kisiilés” detektalasaval. A
modszerrel kb 100 bazispar (bp) hosszusagt szakaszok keriilnek leirdsra, egyszerre akar tobb
milliés nagysdgrendben (massziv paralell szekvenalas). Vizsgalatunkban az Illumina

platformot hasznaltuk, a folyamat 4 alaplépésre oszthato. (3. abra)
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A. Library Preparation

Genomic DNA
l Fragmentation
. e
aEn
Adapters - == ==
s rorm
l Ligation
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=
Sequencing
Library L O — )
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NGS library is prepared by fragmenting a gDNA sampie and
ligating specialized adapters to both fragment ends.

B. Cluster Amplification

Flow Cell

Bridge Amplification
Cycles
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Library is loaded into a flow cell and the fragments hybridize
to the flow cell surface. Each bound fragment is amplified into
a clonal cluster through bridge amplification.
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C. Sequencing
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Sequencing Cycles ( )

Digital Image
Data is exported to an output file l

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC...  Text File

Sequencing reagents, including fluorescently labeled nucleo-
tides, are added and the first base is incorporated. The flow

cell is imaged and the emission from each cluster is recorded.

The emission wavelength and intensity are used to identify
the base. This cycle is repeated “n" times to create a read
length of "n” bases.

D. Alignment & Data Anaylsis

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Reads GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Reference
Genome

AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Reads are aligned to a reference sequence with bioinformatics
software. After alignment, differences between the reference
genome and the newly sequenced reads can be identified.

3. abra: Az NGS kémiai alapjai.(forras: ://www.illumina.com/content/dam/illumina-

marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf)

A. Konyvtar készités: A folyamat a DNS random fragmentéciojaval kezdddik, ezutan 5°

¢s 3° végek adapter ligacidja torténik. Ennek alternativai azok az eljaradsok, melyek a
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fragmentécios €s a ligacios 1épést 6tvozik. Ezutan a fragmentumok PCR amplifikacidja

¢s gél tisztitasa zajlik.

B. Hid-amplifikacio: A konyvtarat szekvenalo lemezre viszik fel, ahol a fragmentumok
az adapterek segitségével a lemezhez kihorgonyzott, hozzdjuk kompatibilis
oligonukleotid primerekhez kotddnek. Ezutan hid-amplifikacio torténik, igy minden

fragmentum amplifikalédik mikézben klaszterek alakulnak ki.

C. Szekvenalés: A templathoz primert ligdlnak, majd a reakciohoz hozzaadjak a négy,
fluoreszcens molekuldval jelolt nukleotidot (reverzibilis termindtorok). Az ezek
beépiilésekor keletkezd fluoreszcens jelet detektaljak, ezutan a fluorofort lehasitjak és a

be nem ¢épiilt bazisokat lemossak, majd a 1épést egymads utan tobbszor elvégzik.

D. Adatok elemzése: az ujonnan detektalt bazis sorrendet a referencia genoméhoz

hasonlitjak, szamos analizis végezhetd (SNP és indel meghatarozas stb).

Célzott amplikon reszekvenalas soran, mellyel Iényegesen nagyobb lefedettség biztosithato,
a gének egy csoportja illetve a genom egy régidja keriil szekvenélasra. Altalaban teljes exom
szekvenalast (WGS) koveti a célzott amplikon reszekvendlds, mellyel ritka szomatikus
mutéciok is azonosithatdak Osszetett mintak esetén (a tanulmanyunkban vizsgalt minték is
ez utdbbi csoportba tartoztak, mivel csiravonal DNS-el keveredd daganatos szoveteket
elemeztiink). Az amplikon reszekvendlas soran a vizsgélni kivant régiok amplifikacidja és

tisztitasa torténik multiplex PCR oligoszettek segitségével. (4. dbra)
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Use DesignStudio to create custom oligo capture probes
flanking each region of interest

Custom Custom N it - TR,

Pobe T Region of interest  Probe 20 e . LT RS

CAT (custom amplicon tube)
1

CAT probes hybridize to flanking
regions of interest in unfragmented gDNA

Custom Custom
Probe 1 Probe 2

« 2>

1

Extension/Ligation between Custom Probes
across regions of interest

W

1

PCR adds indices and sequencing primers

n\ﬁ\ //_/»5

+

Uniquely tagged amplicon library ready
for cluster generation and sequencing

4. dbra: Az amplikon létrehozas folyamata.
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Minden paciensnél a mintak egy részét arra hasznaltuk, hogy jeloljiik az SNV-K (single
nucleotid variant, egypontos nukleotid varians) jelenlétét a teljes exom szekvenalassal.
Osszesen 51 mintat szekvenaltunk (minden paciens esetében legalabb egy normal mintat
beleértve) 40x cél-lefedettséggel. A detektalt szomatikus SNV-nek vélt elvaltozasokat
Sequenom MassARRAY-vel validaltuk mind a csirasejt referencidk, mind a daganatos
mintak esetében. Tovabbi validacioként minden egyes daganatos mintan célzott amplikon
mély szekvenalast (a median lefedettség 9000x volt) végeztiink, ennek célja a kezdeti
szekvenalasi eredmények igazoldsa és a varians allél frekvencidk (VAF) pontossaganak
novelése volt. A teljes exom DNS konyvtarak létrehozasa minimalis valtoztatasoktol
eltekintve a gyartdi protokollnak megfelelden tortént (Illumina TrusSeq DNA library
preparation Kit v2). Az end-repair 1épés el6tt a mintakat 65°C-on inkubaltuk a reverzibilis
keresztkotések eltavolitdsa érdekében, ezt kovetden a felesleges egyszala DNS-t
eltavolitottuk a rendszerbdl. A kétszala DNS mennyiségét a PicoGreen eljarassal hataroztuk
7 ciklus PCR-rel értiik el, a teljes exom leolvasast az lllumina Human Exome capture kit
hasznalataval végeztik. A konyvtarakat HiuSeq 2000 géppel szekvenaltuk, V3 lemez
hasznélataval 2x100 bp paired-end readeket hoztunk létre. A nyers adatokat a human
referencia genomhoz hasonlitottuk (NCBI37/hg19) a Burrows-Wheeler Aligner (BWA)®
médszerrel, a sorba 4llitott readeket a SAMtools® segitségével dolgoztuk fel és elemeztiik
tovabb. A duplikatumként eléfordulé readeket a Picard modszer segitségével tavolitottuk el.
Bazis rekalibracidt, az indelek koriili Ujrarendezédést és az SNV-k meghatdrozasat a
GenomeAnalysisToolKit (GATK)® hasznalataval végeztiik, az indelek meghatarozasihoz a
Dindelt®! hasznaltuk. A mutdciokat a mapping mindsége és a szekvenalasi lefedettség alapjan
szlirtlik, a szomatikus mutdciok tovabbi szlirése az adott beteghez tartozd csiravonal
referencia és tovabbi két adatbazis (1000 genom project®® és a dbSNP version 132%)

segitségével tortént.

A célzott reszekvenalashoz a primereket a Sequenom MassARRAY design szoftverével
készitettiik, az univerzalis szekvencia jeloléseket manualisan adtuk hozza a rendszerhez.

Azon amplikonokat, melyek a vizsgalni kivant mutaciokat tartalmaztak PCR-rel hoztuk 1étre
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(Roche FastStart High Fidelity PCR kit), majd a masodik PCR reakcidohoz az univerzalis
szekvenalasi adaptereket is hozzdadtuk (Access Array Barcode) melyek tartalmaztak egy
10bp hosszusagu indexet. A 1étrejové PCR végtermékeket Osszegyljtottik, denaturaltuk
majd szekvenaltuk Illumina MiSeq eszkozzel, 2xX75 bazispar (bp) szekvenalasi folyamatban
V3 lemez hasznalataval. A Fastq fileokat CASAVA segitségével hoztuk létre, a nyers
adatokat a human referencia genomhoz hasonlitottuk (NCBI37/hg19) BWA haszndlataval, a
varians €s referencia allélok leolvasdsa a GATK segitségével tortént, ezeket aztdn manualisan

ellenériztiik az Integrative Genomics Viewer (IGV) -ben®,

Az egypontos nukleotid variansok (single nucleotid variant, SNV) sziirése

Az SNV-ket tovabbi analizishez 5-1épcsds eljarassal sziirtikk. (i.) Nulladik szintiinek
tekintettiik azokat az SNV-ket, melyek valamely mintan megjelentek, beleértve a csiravonal
referenciakat is. (ii.) 1. szintinek neveztilk azokat az SNV-ket, melyeket a csiravonallal
torténd osszehasonlitast kovetden szomatikusként azonositottunk, (iii.) 2. szintlt SNV-k az 1.
szint alcsoportja, azok a mutaciok, melyeket késobb a Sequenom MassARRAY-val
validaltunk és konfirmaltunk. (iv.) 3. szintii SNV-k: mutaciok, melyeket a célzott amplikon
reszekvenalas konfirmalt. Az FFPE mintak fixalasi sajatossagai miatt néhany 16kuszon mind
a négy bazist alacsony frekvenciaban detektaltuk. Ahhoz, hogy a célzott szekvenalasi
kisérletek hattérzaj szintjét megallapitsuk, kivalasztottunk 25 bazispart upstream ¢és
downstream a 2. szintii SNV-khez képest. Minden olyan adatpontot, mely tobb mint 10%
non-referencia read-et tartalmazott, eltavolitottunk. Ezutan Osszegyiijtottiik az adatokat
minden mutacio tipushoz (AT>CG, AR>GC, AT>TA, CG>AT, CG>GC és CG>TA), majd
kiszamoltuk az atlagos hattérzajt és a standard deviaciot (SD). Ezen becslésekbdl a
legmagasabb megfigyelt érték 1.59% volt, igy a konzervativ 3%-os értéket adtuk meg

végleges hatarértéknek, mely felett egy mutaciot valosnak nyilvanitottunk.

Mivel vizsgalatunkban tobb minta tartozott ugyanazon beteghez, fontos volt a magas
lefedettség, hogy jelenlevonek deklaralhassunk egy mutaciot egy mintaban, illetve

hianyzonak egy masik mintaban. Emiatt a 3. szinti SNV-knél el6szor sziirtiik az 6sszes SNV-
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t az Osszes Osszetartozo (azaz egy betegbdl szarmazo) mintaban, hogy >1500x lefedettséget
érjiink el és azokat a mintakat elemeztiik tovabb, melyeknél minimum 75%-ban detektacios
aranyunk volt. Ezutan kizartuk az 6sszes olyan SNV-t, mely >1 hidnyzo6 értékkel birt barmely
Osszetartozd mintaban. Ezutan megforditottuk a VAF-ok sziiresi rendjét azzal, hogy el8szor
eliminaltuk az SNV-ket, melyeket <3%-ban talaltunk hianyzonak az &sszes Osszetartozo
mintaban azok koziil, melyeket el6z6leg megtartottunk. Néhany mintanal valésziniileg azért
azonositottunk jelenlévének kevesebb SNV-t, mert alacsonyabb CCF-¢l birtak, azonban az
alacsonyabb szamu detektalt mutacié is allhat a jelenség hatterében. Emiatt egy
megengedobb filtert alkalmaztunk, hogy kizarjuk a potencialisan alacsony CCF-fel bir6
mintakat azzal, hogy a >20% SNV-ket tekintettiik valosnak. Néhany minta nagy szamt SNV-
vel rendelkezett vagy korlatozott mennyiségli DNS 4llt rendelkezésiinkre mar az induléaskor.
Ezen mintaknal végeztiik el a Sequenom MassARRAY -vel valo validaciot és igy az eltérések
nem keriilhettek a 2. szintli SNV-k k6zé.Végiil minden mintanal ahol az SNP array és célzott
szekvenalas is elérhetd volt, valamint a minta >30% CCF értéket mutatott az SNP array

alapjan, az SNV-ket 4. szintlinek neveztiik.

Egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polimorphism, SNP) array

analizis

A kopiaszdm eltérések (copy number aberrations, CNA) meghatarozasahoz 64 mintat
kiildtiink el az Affymetrix Research Services Laboratériumaba. Az FFPE blokkokbol
szarmaz6 normal és daganatos DNS mintak genotipizalasa az Affymetrix Oncoscan FFPE
Express 2.0 teszttel tortént. A rutin formalinos fixalas és paraffinba agyazas gyakran karositja
a DNS-t és olyan modosulasokat hoz 1étre, melyeket hibasan CNA-ként értékeliink. Emiatt
az SNP array-k mindségellenérzési kontrolljahoz a Median Abszolut Paros Deviacio
(MAPD) és a Median Auto Korrelacio (MAC) log2 arany intenzitdsokat hasznaltuk. A
MAPD>0.7 és MAC>0.3 értékekkel rendelkez6 mintakat kihagytuk az elemzésb6l. Azon
mintakat, melyeknél a B allél frekvencia (BAF) vizualis inspekcioja alapjan alacsony CCF-
et valoszintsitettiink, megjeloltiik és amennyiben a feldolgozast kdvetden igazolddott, hogy

<30% CCF-fel birnak, kizartuk a tovabbi elemzésbdl. A megmaradd mintdk koziil csak a
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heterozigota fenotipusu (AB) és neutralis kopiaszamu (2) normal mintakkal rendelkez6
mintakat elemeztiik tovabb. Az, hogy egy betegnek tobb mintaja allt rendelkezésiinkre, a
toréspontok kikovetkeztetésében nyujtott segitséget, mely informaciot elveszthettiink volna
a CCF-beli nagy variacidé miatt. A kozos toréspontok meghatarozasa a log2 arany intenzitas
¢s a BAF vizsgalataval, betegenként csoportositva tortént a multitrack PCF algoritmus
hasznalataval, az R package hasznalataval®. A y penalty parametert (mely meghatarozza a
diszkontinuitasokat a log2 aranyban és a BEF trackban) minden paciensnél egyénileg lett
meghatarozva a szegmentacios profil vizualis inspekcidja alapjan. Végiil minden szegmentet,
melyek kevesebb, mint 3 SD tavolsagra voltak egymastol “egybeolvasztottunk” a
szomszédaikkal és egyiitt vizsgaltuk dket. A teljes kopiaszam és a major/fo allélok becslése
a GAP% hasznalatavaltortént. A GAP-pel kapott becsléseket két masik program, az
ASCATY és az ABSOLUTE®® altal megadottal is dsszehasonlitottuk.

A paramétereket minden programhoz alapértelmezett szinten tartottuk, amennyiben az ettél
valo eltérést kiilon nem jeleztiik. Az ASCAT-nal a y paraméter, mely a platform specifikus
stiritési aranyt hatarozza meg, 0.8-as értékre volt beallitva. A program megallapit egy
alapértelmezett becslést a ploiditasrol és a CCF-r6l, melyet a GAP-pel valo
Osszehasonlitasban alkalmaztunk. Az ABSOLUTE-ot “total copy” mdodban hasznaltuk. A
genom non-klonalis frakcidjanak a maximum értékét a végtelenben hataroztuk meg, mivel
igy tudtuk elemezni a maximalis szamu megoldast. Az ABSOLUTE-t6l kaptunk egy
csoportot a lehetséges ploiditas és CCF eredményekkel, az ehhez legkozelebb allo masik
megoldast a GAP adlta.

Mindharom esetben magas Vvolt a Spearman féle korrelacios egyiitthatd (p) a becsiilt CCF
értékek kozott. A ploiditasi értékeknél azonban a GAP és az ASCAT Altal adott becsiilt
értekek kozotti korrelacio relative alacsony volt két ok miatt: 1. két betegtdl szarmazo tobb
minta esetében az ASCAT tartomanyon kiviili értékeket mért; 2. t6bb olyan 16kusznal, ahol
magas kopiaszamokat talaltunk, a GAP lekerekitette az eredményt 8-ra, mig az ASCAT nem,
igy megvaltozott a becsiilt érték. Meghataroztuk a Cohen egyiitthatot (k) az ASCAT és a
GAP Altal adott értékek kozott, hogy a két modszer kozotti egyezést elemezni tudjuk teljes

35



DOI:10.14753/SE.2019.2189

kopiaszam és major allélek szempontjabol. Az eredmények alapjan a két program kozotti
kiilonbségek az allélok sorrendjének meghatidrozasaban és a kopiaszamok megadasaban a
ploiditasban tapasztalt diszkordanciaval fliggenek 6ssze (p=-0.898, P<0.01). Mivel a hasznalt
adatbazis Osszetartozo mintakat tartalmaz és emiatt félrevezetd eredményeket adhat, egy
fiiggetlen csoporton (125 minta, még nem publikalt eredmények) is elvégeztiik az Affymetrix
OncoScan SNP vizsgalatot hogy reprodukaljuk az analizist. Az 5. abra nagyon jo korrelaciot
mutat a becsiilt ploiditasban (p=0.885, P<0.01) és CCF-ben is (p =0.907, P<0.01), azonban
a K egyltthatd a teljes kopiaszdmra €s az abszolut kiilonbség a ploiditasban (p=-0.733,
P<0.01) és (p=-0.119, P=0.147) azt mutatja hogy a globalis genomikai tomeg hibas becslése
volt az, ami a két algoritmus altal adott eredmények kozotti kiilonbséget okozta. Az 5. dbra
f-m részében a GAP és az ASCAT altal adott eredmények Gsszehasonlitasa lathat6, nagy
genomikai tomeggel biré minta esetében. Itt érzékelhetd a probléma komplexitasa, és egyben
az is, hogy milyen nehéz a jo6 megoldas kivalasztasa CCF és ploiditas vizsgalatakor. Mivel
Osszetartozd mintakat vizsgéaltunk és a GAP hasznalatakor lehet6ség van a ploiditési
megoldasok manualis ellenérzésére, ezt valasztottuk a tovabbi analizis elvégzésére (annak a
figyelembe vételével hogy maximum 8 kopiat engedélyez a szoftver) a kovetkezéképpen: (i).
az SNV-ket, melyek olyan 16kuszon fordultak eld, ahol a teljes kopiaszam 8 volt vagy a major
allélek szama nagyobb volt mint 4, nem vettiink figyelembe a CCF és a klonalis frekvencia
becslésekor (ii). hasonldan jartunk el a kopiaszam eltérések (copy number aberration, CNA)
hasznalataval végzett filogenetikus rekonstrukcional, kivéve a magas ploiditassal rendelkez6
eseteket (8, 6., 15 és 14 szamu): barmely lokusz 8-as total kopiaszammal vagy 4-es major
allélszammal rendelkezett barmelyik mintaban, azt eltavolitottuk az ugyanazon beteghez

tartozo 0sszes mintabol.
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5. abra: Az ASCAT és GAP programok hasznilatiaval kapott CCF és

ploiditasi eredmények dsszehasonlitasa.
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CCF és Kklonalis frekvenciak becslése 4.szintii SNV-knél

A CCF-et meghataroztuk egyenként minden egyes 4. szinti SNV-nél, és csoportként az
Osszes 4. szintii SNV egyiittes vizsgalataval azon mintakban, ahol rendelkezésre allt az SNP
array adat is. gt-vel jeloltiik a teljes kopiaszamot a mutalt 16kuszon, ql jeldlte a minor
kopiaszamot és g2 jelolte a major kopiaszamot gy mint q2>ql, qt=ql+q2 és ql, q2 és qte X.
Jel6lje sq denote the number of mutated copies such that sqe {1, ...,q2}. Jeldlje fsq az SNV
vék VAF-t ahol fsge [0, 1]. Majd fsq 6sszefiigg sq-val és a-val a CCF, a kovetkez6képpen:

S L .
faq = 5q (muﬂ[l—m) (1)

a a valtozd, melyet probalunk megbecsiilni, mig f hasznaljuk a VAF jellemzésére.A CCF

jellemzésére a szekvenalasbol kapott adatot & -ként jeloltiik. A fenti egyenlet dtrendezhetd a

kovetkezoképpen:
G =—>=L— (2)
sq— flgr—2)

Legyen n a szekvenalasi readek szama, melyek mutalt 16kuszt lefedik, majd

PriX = rzf'] = aezs,fo:a‘n[fw|nf +1,n(1 — f'} +1) (®

ahol X az adott SNV-re vonatkoz6 mutalt readek szama, wsqjeloli a mixture weights minden
lehetséges sq értéknél. Az sq kiszamitasahoz azow ismerete sziikséges. Ahhoz, hogy
megbecsiiljiik azsq érétkét és hogy individalis SNV-k értékét egyéb mutacioktol fiiggetlenil,
feltételezziik, hogy o ismert.Igy, qt, q1, g2 és aplugin mennyiségekmelyeket azSNP array-
bdl nyeriink. Ezutan

84 argimax {j-’r[.'f H_f:]} (4)

sgEfl.....gu}
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és a szekvenalasi hibat e[0,1)Purdom®et al. munkaja alapjan modelleztiik, ugy mint

fo= 325 ((3—4e)foq +e) (5)

cseréli fel (helyettesiti) fsg-t a Beta eloszlasban.uniform priors over the range of possible
values of sq and e= 0.01. Ezek adjak az alapjat a CCF-ek pontszerli meghatarozasanak
(Supplementary Fig. 10b). Hogy lazitsuk a kovetelményt azakorabbi v megel6z6 ismeretével

kapcsolatban, definialjuk a likelihood function over all tier-4 SNVs az adott mintaban mint

I:(fh.’ -‘ir“?!'.,,.',jl = Z P}'{_Y = ”_f} (6)

sqedl,, gz}

Meglévé v adottaérték mellett, kiszamitjuk a log L-t és ismételten hozzaigazitjuk
aweightswsg-t, mig Lkonvergal illetve amig a maximum 100 ismétlést el nem érjik. A

globalis CCF,a*, amely maximalizalja L-t, mint

b |
o

a® =  argmax {ﬂ{ﬂnj} {
we{0.1,,...0.9}

Egy példa a Supplementary Fig. 10e-f-ben, és a*-thasonlitjuk a GAP altal adott becsléshez a
Supplementary Fig. 10g-ben.A CCF és az SNV-k klonalis frekvenciaja az utdbbival fiigg
Ossze, ezeket egyiitt szamoltuk az Osszetartozdé mintaknal a PyClone hasznalataval, a GAP
altal megadott major és minor kopiaszamokat haszndlva. A Beta Binomial megoszlast
hasznaltunk a parentdlis kopiaszam opcioval és alapértelmezett beallitassal kivéve a
szekvenalasi hibat, melyet 0.01-re allitottunk be és a tumor tartalmat, melyet a globalis CCF-

hez, a*-hoz allitottuk be.

Az SNV-k filogenetikai analizise

Az SNV-k nyers VAF értékeit, melyek a célzott reszekvenalasbol szarmaztak bindris
értékekkeé alakitottuk kozervativ 3%-0s hatarérték mellett. Kezdetben csak a teljesen klonalis

3.szintli SNV-ket terveztiik szlirni ennek a konzervativ hatarértéknek a hasznalataval. Az
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egyes betegknél a filogenitasra a Dollo parszimonia kritériumok hasznalataval
kovetkeztettiink, a filogenetikai rekonstrukciohoz a PHYLIP programot hasznaltuk

Felsenstein1®

alapjan. A Dollo parszimonia kritérium minimalizalja a homopléazidkat annak
az aran, hogy a késébbi agakon visszafordulasok alakulhatnak ki, azonban a legjobb
filogenetikai fa megtalalasahoz hasznalt kritériumok csokkentik ezek szamat. Mindezek
ellenére tobb filogenetikai fa egyforman parszimonusz lehet, emiatt a megegyezé CNA alapu
fakat hasznaltunk hogy kikovetkeztethessiik a korrekt filogenitast. A 3. szintii SNV-ket
abrazold heatmapek a megfeleld filogenetikai fak topologidja és az adgak hossza alapjan

késziiltek egy, az R program?®

altal nyujtott 6si allapotot rekonstrudld gyorsitott tranzicios
modell192103 segitségével. Az egyes betegek filogenetikai fai a 6. abran lathatoak. Minden
egyes azonositott SNV-t, melyhez a CNA profilt hasznaltuk, manualisan igazoltunk. A
3.szintbe vald beosztasnal nem vettilk figyelembe a mintak CCF-ét. Lehetséges, hogy a
koraibb sztirések ellenére nagyon alacsony CCF-el rendelkez6 mintak, Osszességében
kevesebb mutacioval is benne maradhattak a rendszerben, ezek a mintdk a korai agak

létrejottehez vezettek a filogenetikus fa torzsén. Ugyanezt az analizist ismételtiik meg a 4.

szintli SNV-kkel, az eredmények a 7. abran lathatoak.
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6.a abra: A 3. szintii SNV-k elemzésével, a Dollo parszimonia kritérium
hasznalataval vizsgalt mintak. Az dbran az elvaltozasok anatomiai lokalizacioja

lathato.
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6.0 abra: Filogenetikai fak 3. szintii SNV-k elemzésével, a Dollo parszimonia

kritérium hasznalataval. A 9.a abran lathato elvéltozasok vizsgalatdval kapott
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filogenetikai fak. A legalabb 1500x-es lefedettséggel és >3% VAF-al bir6 mintak
filogenetikai fai a jobb oldalon, a fak alatt talalhato mérévonal 10 SNV hosszat jeloli,

mely segit az agak ¢€s a fak teljes hosszanak értelmezésében.
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7. abra: 4. szinti SNV-K elemzésével, Dollo parsziménia Kritériumok

hasznalataval késziilt filogenetikai fak. A mintak legalabb 30%-0s CCF, >1500x
lefedettség és >3% VAF értékkel rendelkeztek. Két paciens esetében (no 9. és no 20.)

e M1 ——ee M1

a primer tumorokbdl szdrmazo mintak nem feleltek meg a mindségi kritériumoknak,
igy ezeket tovabb nem vizsgaltuk. A filogenetikai fak alatt talalhatd mérévonal 10

SNV hosszat jeloli, mely segit az agak ¢€s a fak teljes hosszanak értelmezésében.

A CNA-k filogenetikai analizise

A GAP altal meghatarozott minor és major kopiaszdmokat a transducer alap paronkénti
dsszehasonlitasi funkcioban modelleztiik a MEDICC program hasznalataval'®. A kozel

diploid mintaknal tisztan diploid outgroupot (azaz 2/1 total kdpiaszam/major allél aranyt)
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feltételeztiink kopiaszam eltérések nélkil, a filogenezis eredetének megallapitdsdhoz.
Tetraploid mintak esetében egy tovabbi 1épést alkalmaztunk annak érdekében, hogy jol
helyezziik el a CNA-kat a teljes genom duplikacios eseményhez képest az adott beteg
filogenitasat figyelembe véve. Elészor a klasszikus megkozelitést alkalmaztuk, hogy egy
részterméket kapjunk korrekt topoldgiaval, azonban az agak hosszanak figyelmen kiviil
hagyasaval. Az egyes l6kuszok major és minor kopidinak meghatarozasahoz parszimonia
pontszamot alkalmaztunk, mely a résztermék fa dghosszainak 6sszege. A fat anégy tetraploid
Osi stadiumok valamelyikének a hasznalataval 6/4, 4/2, 4/4 és 2/2 (teljes kopiaszam/major
allél) aranyban kaptuk meg. Ezek jelenitik meg a kopiaszam stadiumokat 3/2, 2/1, 2/2 és 1/1
a teljes genom duplikacidés eseményt kovetden. A 0—1 tranziciok kivételével minden
lehetséges permutaciot hasznaltunk az internal node-oknal a megfigyelt kopiaszamok
esetében. Az atmeneti fat és a hozza tartozé tetraploid 6si stadiumot valasztottuk a minimum
pontszam meghatarozasahoz. Végil, a teljes filogenetikai fa megalkotasahoz a klasszikus
megkozelitést hasznaltuk: minden 16kuszon a tetraploid 6si stadiumot hasznaltuk outgroup-
nak. A filogenetikai fakhoz a felhasznalt értékek a paronkénti tdvolsag matrixbdl valo 4jboli
mintavétel 100x megismétlésével sziilettek, Gauss zaj hozzdaddsa mellett hasonlo

felosztasokat szamolva a kialakul6 (szarmazo) fanal és az eredeti filogenitasnal.
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IV. EREDMENYEK

IV.A Immunhisztokémiai vizsgalatok

A vizsgéalat soran 25, metasztatikus emlérakban elhunyt beteg mintdit elemeztiik. A
pacienseknek Osszesen 90 tavoli attéte keriilt szOvettani vizsgalatra, melyek 23 kiilonb6z6
lokalizacioban fordultak el6. A betegek klinikopatoldgiai jellemz6i az 1. tablazatban

lathatoak.
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1. tablazat: Klinikopatologiai jellemzok és a primer tumor jellegzetességei.

KT=kemoterapia, ET=endokrin terapia, TT=célzott terapia

n (%) Atlag | Median
Eletkor a diagnézis idején (év) 25 4
Csaladi onkolégiai &zis
pozitiv 7 0.28
negativ 1 0.04
NA 17 0.68
Diagnozis éve
1991-1995 4 0.16
1996-2000 3 0.12
2001-2005 6 0.24
2006-2010 8 0.32
2011-2013 4 0.16
Primer tumor szdvettani altipusa
IDC 20 0.8
ILC 2 0.08
Pleiomarf ILC 2 0.08
Invaziv karcindma 1 0.04
Tumor grade
1 4 0.16
2 3 0.12
3 17 0.68
NA 1 0.04
Prediktiv faktorok
ER pozitiv 16 0.64
ER Q score 6.26 7
PR pozitiv 12 0.48
PR Q score 5.82 6
HER2 pozitiv 4 0.16
Ki67 (%) 17.37 6
Szubtipus
LumA 7 0.28
LumB HP 6 0.24
LumB HER2 3 0.12
HER2 1 0.04
™ 8 0.32
T stadium diagnoziskor
1 4 0.16
2 9 0.36
3 2 0.08
4 9 0.36
NA 1 0.04
N stadium diagnéziskor
0 5 0.2
1 5 0.2
2 6 0.24
3 1 0.04
NA 8 0.32
M stadium diagnoziskor
0 17 0.68
1 8 0.32
Kezelés
Daganatellenes kezelésben nem részesilt 6 0.24
Csak KT 9 0.36
Csak ET 2 0.08
KT+ET 4 0.16
KT+ET+TT 3 0.12
KT+TT 1 0.04
KT vonalak szama
MNeoadjuvans 5| 0104167
Adjuvins 10{ 0.208333
Elsd vonal 18 0.375
Masodvonal 9 0.1875
Harmadvaonal 5] 0.104167
z Negyedvonal 2| 0.041667
DFS (hénap) 13
05 (hénap) 26
Autopszia éve
2001-2005 4 0.16
2006-2010 1 0.44
2011-2014 10 04
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IV.A.1 Primer tumorok jellemzése

A primer tumorok tobbsége IBC NST volt (80%), lobularis karcindma 4 betegnél fordult
eld, kozilik ketténél pleiomorf ILC-t diagnosztizaltunk (16 ¢és 8%). Az
immunhisztokémiai altipusok koziil a Luminalis B fordult el6 leggyakrabban (n=9), ezek
koziil 6 Luminalis B HER2 negativ és 3 Luminalis B HER2 pozitiv. TNBC-t 8, Luminalis
A tumort 7 és HER2 alcsoportba tartozd elvaltozast 1 esetben detektaltunk. A
proliferacids ratat tekintve 6 paciensnél talaltunk magas (>20%) Ki67 értéket, mig az
atlagos Ki67 értek 17.67% volt az 6sszes primer tumort figyelembe véve. Az elvaltozasok
tobbsége alacsonyan differencialt volt, grade 2 és 1 elvaltozasokat 1ényegesen kissebb
aranyban talaltunk (68 vs. 12 vs 16%).

A vizsgalatban szerepld tumorok leggyakrabban a majba, tiidébe, tdvoli nyirokcsomokba
¢és a csontba adtak attéteket (8. abra). Vizsgaltuk azt, hogy az egyes immunhisztokémiai
altipusba tartozo tumorok mely tavoli szervekbe adnak attétet. A TNBC-k leggyakrabban
a tiidébe és a majba (88 és 50%) metasztatizaltak, mig csontattétet ebben a csoportban
nem detektaltunk. A Luminalis A tumorok is jellemz6en a majba és a tiidobe adtak attétet
(71 és 57%), emellett ebben a csoportban a csont metasztazisok is gyakoriak voltak
(43%). Az Gsszes, csontokba attétet add primer tumor HR pozitiv volt.

Ma4j attétek a Luminalis B csoportban is gyakran el6fordultak (78%). A HR+ csoport
jellemzOen tobb tavoli szervet érintett (2 16 HR+ tumor 69 kiilonb6z6 lokalizacioba adott
attétet, mig a 8 TNBC 18 tavoli szervet érintett). Ezzel szemben a TNBC-k 4ltalaban csak
2-3 tavoli szervbe metasztatizaltak, jellemz6en a majba és a tiidébe. Négy beteg esetében
csak egy tavoli szervre lokalizalodott a betegség, ez 3 esetben a majat, 1 esetben a tiidot
érintette. A vizsgalatban szerepld 25 beteg koziil egynél fordult eld helyi kitjulas, ez a
primer tumorhoz hasonl6an TNBC volt. A TNBC-k minden esetben TNBC attétet adtak,
a leggyakoribb altipus valtas a Luminalis A-rél B-re tortént. A Luminalis B tumorok
nagyobb aranyban Orizték meg a fenotipust, mint a Luminalis-A daganatok, azonban még

igy 1s az altaluk adott attétek fele TN volt.

47



DOI:10.14753/SE.2019.2189

Metasztazisok
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8. abra: A primer tumorok és tavoli attéteik altipusa. Az egyes eseteket a
vizsgalatba valo bevalasztaskor kapott sorszammal jeldltiik (1-25). Egy sor
egy beteget jelképez, az oszlopokban pedig az egyes attétek lokalizacioi
lathatoak. A paciensek a primer tumor altipusa alapjan (melyet szinkoddal

jeloltiink) vannak sorba rendezve, a szines kockak az altalunk vizsgalt

48



DOI:10.14753/SE.2019.2189

mintakat jelolik, a sziirke kockdk azt jelentik, hogy adott paciensnek adott
lokalizécioban nem volt attéte, melyet vizsgalni tudtunk. Az abra 6sszefoglalo
(jobb oldali) részén 6sszegezve lathatoak az eredmények betegenként és a

mintak lokalizacdja alapjan felbontva.

IV.A.2 Primer tumorok és tavoli attétek dsszehasonlitasa

Az esetek kozel felében (12/25) a tavoli attétek megtartottak a primer tumor altipusat, itt sem
receptor vesztés sem receptor nyerés nem fordult el6. A 16 ER pozitiv primer tumorral
rendelkezo beteg koziil 10 (62.5%) vesztette el ER pozitivitasat egy vagy tobb tavoli attétben.
A 16 ER pozitiv beteg koziil 11-ben PR pozitivitast is detektaltunk a primer tumorban,
kozilik 10 betegnél (90.9%) fordult eld PR vesztés egy vagy tobb attétben. Azon primer
tumorok esetében, melyeknél az attétben HR vesztés tortént, a primer tumor Allred/Quick
score-ja alacsonyabb volt, mint azon tumoroknal, ahol nem tortént receptor vesztés, azonban
a kiilonbség nem volt szignifikans (ER score median 6 vs 7, p=0.298; PR score median 5 vs
8, p=0.117). 4 betegnél detektaltunk HER2 pozitiv primer tumort, melyek koziil kettd vesztett
HER2 receptort egy vagy tobb tavoli attétben. Receptor nyerés nem fordult eld az altalunk
vizsgalat TNBC primer tumorok attéteiben.

Behatobban vizsgaltuk a receptor vesztés kérdését, hogy kizarhassuk az autopszias mintak
hasznalatdbol adodo esetleges szuboptimdlis technikai koriilményeket: ennek soran
részletesen elemeztiik azon eseteket, melyeknél a beteg életében biopszia illetve sebészi
rezekcid tortént a tavoli attétek valamelyikébdl. 4 ilyen HR pozitiv betegiink volt, koziiliik 3
esetben mar a biopszia kimutatta a receptor vesztést az adott szervi lokalizacidban, melyet
megerdsitettiink az autopszids mintdk vizsgalataval. Egy paciens esetében a primer tumor
Luminalis B HER2 pozitiv volt, a 4 éves DFS utan detektalt helyi kitijulas HR- HER2+ volt,
mig a 10 év utdn kialakult mdj metasztazis biopszia alapjan Luminalis B HER2+ volt (ER Q-
score 3). A paciens a diagnozist kovetd 11-ik évben hunyt el, az autopszia soran vizsgalt
minden attét HR-/HER2+ -nak bizonyult. Egy masik paciens IV.stadiumban keriilt
diagnozisra HR+ emlédaganattal, tobbvonalbeli kezelést kapott, majd az autopszia soran vett
mintdk koziil a primer tumor megdrizte HR pozitivitasat, akar csak az attétek tobbsége,

azonban 1 attétnél PR vesztést detektaltunk. A 16, HR pozitiv primer tumorral diagnosztizalt
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beteg koziil 9 részesiilt endokrin kezelésben, 7/9 esetben tortént ER vesztés, 7/7 esetben pedig
PR vesztést talaltunk a tavoli attétekben. A 7 beteg koziil, aki nem kapott endokrin kezelést
(elutasitottak, illetve viszceralis krizis miatt kemoterapiara volt sziikség) 3 esetben nem
tortént HR vesztés, 3/4 esetben ER ¢és PR is negativ lett az attétekben, valamint 1/4 esetben
csak PR vesztést detektaltunk. Nem taldltunk statisztikailag szignifikans Osszefliggést az

endokrin kezelés és az ER illetve PR vesztés kozott (p=0.225 és p=0.57).

A tavoli attétek szélesebb korli elemzéséhez 3 1€pcsds, az attétek lokalizacidjan alapuld
csoportositasi rendszert hoztunk 1étre (ebbdl a beosztasbdl a helyi kitjulast, a lagyrész és
pajzsmirigy attéteket kihagytuk, a tavoli nyirokcsomodkat pedig elhelyezkedésiik alapjan
osztottuk be). Az elsé 1épesében 5 nagyobb régiot vizsgaltunk; kdzponti idegrendszer (KIR),
mellkas, has+kismedence, csont és bér. A masodik lepcsé szervrendszerek alapjan osztotta
be az elvaltozasokat, majd a harmadik 1épésben az egyes szerveket kiilon vizsgaltuk (2.
tablazat).

I. A primer tumorokat és a régidkat 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy az ER vesztés
a hastkismedence régio attéteiben volt a legjellemzébb, mig a PR vesztés a
has+kismedence mellett a mellkasi metazstazisokban is szignifikansan magasabb
aranyban fordult el6.

ii. A szervrendszereket vizsgéalva a gasztrointesztinalis traktus attéteiben jellemzd
volt az ER és PR vesztés is, mig a 1égzérendszeri attétekben csak PR vesztést
detektaltunk.

ii. A szerveket kiilon vizsgalva megfigyeltilk, hogy a HR vesztés a maj- és a

tiidéattétekben volt jellemzo.
Statisztikailag szignifikans valtozas a Ki67 statuszban kizardlag a csontattétekben fordult

el6, ahol is a Ki67 index alacsonyabb volt a primer tumorokban detektalthoz viszonyitva. A

HER?2 statusz valtozasat a kis esetszam miatt nem elemeztik.
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IV.A.3 Tavoli attétek

Az ER, PR ¢s Ki67 statusz szempontjabol 6sszehasonlitottuk egymassal a tavoli attéteket: a

kiilonbozd lokalizacidban 1évé metasztazisok (régiok, szervrendszerek €s egyes szervek)

kozott nem talatunk kiilonbséget. (3. tablazat)
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Betegenként elemezve is vizsgaltuk a tavoli attéteket egymashoz képest. A péciensek
tobbségénél az ugyanazon primer tumorbol szarmazd metasztazisok homogének voltak a HR
statusz tekintetében, azaz, az egy betegben azonositott attétek HR statusza megegyezett. 7
esetben azonban az attétek heterogénnek bizonyultak, azaz némelyikiiknel tortént HR vesztés
mig egyéb lokalizacioban detektalt metasztazisok megdrizték HR pozitivitdsukat. Ez utobbi
7 primer tumor mindegyike a Luminalis szubtipusba tartozott, dsszesen 31 tavoli attétet
azonositottunk, melyekbdl mintavétel tortént az autopszia soran. PR vesztés 20/31, ER
vesztés 9/31 lokalizacioban fordult el6. A 7 betegbdl 3 esetben az attétes emldrak diagnozisa
az autopszids mintak vizsgalata alapjan sziiletett meg, igy a betegség lefolyasardl nem all
informéacio6 rendelkezésre, annyi azonban biztos, hogy a paciensek onkoldgiai kezelést nem
kaptak. A tobbi 4 paciensnél pontos informéciokkal rendelkeziink a betegség
mintazatot talaltunk; minél hosszabb id0 telt el a primer betegség diagndzisa €s az adott attét
detektalasa kozott, anndl valdsziniibb volt, hogy az attét a primer tumortol eltéré IHC profillal
rendelkezett. A klinikai detektalds idOpontjat minden esetben az elvégzett képalkotd

vizsgalat idOpontja alapjan adtuk meg (9. abra).
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9. abra: Heterogén attéttel rendelkezé esetek. Az esetszammal jelolt kockak az egyes
betegek primer tumorait illetve tavoli attéteit jelolik, a szinkoddal az altipusokat jeloltiik,
az iddtengelyen a klinikai detektalas idopontjat adtuk meg. Pl. a 10. szdmu beteg primer
Luminalis B altipusba tartozott, a diagnozis utan 160 honappal tiid6 €s mellhartya attétek

alakultak ki, melyek ugyancsak Luminalis B tipustak voltak, majd a 200-ik honapban
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TN maj attétet detektaltak.

A szovettani metszetekrol késziilt fotokon az egyik paciens (10.) primer tumoranak és tavoli

attéteinek HE metszete, valamint ER, PR és Ki67 immunhisztokémiai festései lathatoak (10.

abra).
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10. abra: A 10-es beteg primer tumoranak és tavoli attéteinek mikroszkopos
képei (20x). A paciens primer tumora Luminalis B tipust (ER+, PR-, alacsony
Ki67 index érték, HER2-) IBC NST volt. A sebészi rezekciot kovetden adjuvans
sugarterapia tortént, azonban a szisztémas kezelést a beteg elutasitotta. 14 évvel
késObb tavoli attéteket detektaltak a tiidoben és a mellhartyan, ekkor tobb
vonalbeli kemoterapia és endokrin kezelés tortént. A 17-ik évben majattétek
jelentkeztek, ekkor ismét kemoterapias kezelés indult, azonban a péciens 4
honappal kesébb a betegség progresszidja kovetkeztében elhunyt. Az attétekbol
szarmazo szovetek autopszids mintdk. A tiido €s a mellhartya attét Luminalis B
tipusba tartozott (bar gyengébb ER pozitivitas jellemezte ezeket, mint a primer

tumort), mig a majattét TN-nak bizonyult.
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IV.A.4 Betegségmentes ¢s teljes tulélés

A talélés vizsgalatakor a diszkordans (az attétek HR-t és/vagy HER2-t vesztettek) és a
konkordans (nem tortént HR illetve HER2 vesztés) eseteket hasonlitottuk 0ssze. A median
OS hosszabbnak bizonyult a diszkordans csoportban (p=0.005). A DFS-t 16 betegnél tudtuk
vizsgalni (9 olyan beteget nem vontunk be az Osszehasonlitasba, akik IV. staddiumban
keriiltek diagnézisra). igy 6 konkordans vs 10 diszkordans fenotipusti beteg 6sszehasonlitasat

végeztiik, itt is azt talaltuk, hogy a diszkordans csoport talélése szignifikansan hosszabb volt
(p=0.008). (11. abra)

067

Tulélés valészinlisége (DFS)
Tulélés valésziniisége (0S)

004 p=0.008 004 P=0.005

T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 H J v v 4 e
1d6 (hénap)

1d6 (hénap)
Konkordans Diszkordans Konkorda"ns Piszkerdi‘ns
immunstatusz immunstatusz immunstatusz immunstatusz

(n=6) (n=10) (n=11) (n=14)

11. abra: Tulélési adatok diszkordans és konkordans szubtipust csoportok
esetében. A DFS ¢és az OS is szignifikdnsan hosszabb volt azon betegek
csoportjaban, akik HR-t vesztettek a tavoli attétekben azokhoz viszonyitva,

akiknek a receptor statusza nem valtozott.
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IV.B Szomatikus mutaciok és kopiaszam eltérések elemzése
IV.B.1 Betegek ¢s jellegzetességeik

A vizsgalat masodik 1épcsdjébe a fent elemzett 25-bél 10 beteget tudtunk bevonni, akik
megfeleltek a tovabbi szigora bevalasztasi kritériumoknak: >1pg duplaszala DNS a primer
tumorbol, a normal (nem-daganatos) szdvetbdl - a csiravonal mutaciok vizsgalatahoz
referenciaként, valamint legalabb egy tavoli attétbdl. 8 betegnél korai emldrak jelentkezett,
azonban a terapia korai szakaszaban egynél koziilik (17. szamu) szoliter majattétet
detektaltak. Harom beteg (21, 17 és 20. szamu) neoadjuvans kezelést kapott, mig a masik 5
paciens (9, 6, 15, 7 és 14. szam) a primer tumor eltavolitasat kovetden adjuvans kezelésben
részesiilt az adott idészakban érvényes irdnyvonalaknak megfeleléen. Két paciens mar a
diagnozis pillanataban IV.stddiumu volt, esetiikben a primer tumor miitéti eltavolitasa nem
tortént meg, ezekbdl az autopszia soran vettiink mintat, a tobbi betegnél a primer tumor
sebészi eltavolitasa sordn nyert anyagot dolgoztuk fel. Egy esetben fordult eld helyi kiujulas,
ebbdl az autopszia soran vettiink mintat. Betegenként atlagosan 3 tavoli attétet dolgoztunk

fel (12. abra).
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esetleges BRCA pozitivitas, a beteg életkora a diagnézis idején, a teljes talélés

ideje években, valamint az elemzett szovetmintak lokalizacioja.

IV.B.2 Szomatikus mutaciok és kopiaszam eltérések (CNA)

Teljes exom szekvenalassal azonositottuk a szomatikus mutaciokat 51 mintdban (median
lefedettség 40+£18x). Ezt Sequenom MassARRAY -vel végzett ortogonalis validacio kovette
a fals pozitiv jelek azonositasara, majd célzott amplikon reszekvenalast végeztiink (median
lefedettség 11390+5646x) a pontos VAF meghatarozasahoz. Ezt kiegészitettilk nagy
intenzitasi SNP array-vel, hogy meghatarozzuk az ennek alapjaul szolgilé CNA 64
parositott mintaban. Ezutan l1étrehoztunk egy tobblépcsds rendszert, mellyel minden egyes
mutécid validitasi szintjét meg tudjuk adni. Betegenként 27-305 non-szinonim SNV-t
tudtunk azonositani, a 3. szintig majd mindségbiztositasi kritériumokat alkalmaztunk. Végiil
Osszesen 56 mintanal allt rendelkezésre CNA vagy szekvenaldsi eredmény a tovabbi

analizisekhez.

IV.B.3 Filogenetikai rekonstrukcio és metasztatikus progresszid

A metasztazisok klonalis kapcsolatban voltak egymassal és olyan sejtekbdl eredtek, melyek
a betegség kiilonbozo fazisaiban disszeminalodtak. Ennek megfeleléen bizonyos aranyban
hordoztak a parentalis sejtek genetikai jellemzdit, majd ezek mellé felhalmoztak a sajat privat
eltéréseiket. A genomikai alteraciok sorrendjének a meghatarozasakor a maximum
parszimonia kritériumot hasznaltuk. A 13. abra a-f a 4. szamu beteg vizsgalataval kapott
eredményeket mutatja. Azon esetekben, amikor az SNV-k és a CNA-k vizsgalataval kapott
filogenetikai eredmények konzisztensek voltak, ezeket kozos fan abrazoltuk. Amikor az
SNV-alapu elemzéssel fel nem oldott csomodkat kaptunk, a CNA-k vizsgalataval megkapott
fat tekintettiik helyesnek, mivel az SNP array-vel nagyobb mennyiségli aberraciot talaltunk,

azonban a CNA-k egyedi lehetdséget biztositottak a fa rekonstrukcidhoz.
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13. abra: Filogenetikai informacié a SNV-k és CNA-k felhasznalasaval. Klonalis
szomatikus CNA-k a 3-as kromoszoman a primer tumorban (a panel), a
majattétben (b panel) és a petefészek attétben (c panel) a 4-es betegben. Az abran
a vonalak (fentrél lefelé) a B allél frekcvencia (BAF), kopiaszam (CN) és log2
aranyokat jelolik. A filogenetikus rekonstrukcio a d panelen lathato, ahol nyilak
jelzik az eltéréseket roviditésekkel, melyek a koordinatakat és a torténések tipusat
tartalmazzak. Konvergens evoluciot szemléltet a “d” régio fokalis amplifikacioja
a panelben és b panelben, mig a c-e nagymértékii novekedése lathatdé a ¢
panelben, mind a harom esetben az eredmény heterozigotasag elvesztése (LOH)
a d régioban. A CNA-k szinkddolasa: a “korai” eseményeket kék, a “késdi”
eseményeket sarga szinnel, a diploid régiokat, melyek nem adnak hozzd a
filogenetikai fahoz, feketével jeloltiik. (e panel) konkordans filogenitas a 3. szinti
SNV-k elemzésével és (f panel) az 6si allapot rekontsrukcidja ugyanezen
mintaknal. A mérévonalak a d panelben egy CNA-t, e panelben 10 SNV-t

jelentenek.
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Az SNV-k és a CNA-k egyiittes hasznalataval azonosithatoak a reverziok, azaz hogy az
SNV-knek az elérejelzéseknek megfelelden, varhatoan ott kellene lenniiik az adott mintaban
az 0si allapot rekonstrukcioja alapan, azonban mégsem talaljuk meg oket. Az eldre jelzett
reverziok esetében a vizsgalat erejének a kalkulacidja alapjan (melyet Carter és mtsai
munkaja alapjan végeztiink'%) kizartuk annak lehetdségét, hogy ezek a reverziok fals negativ
jelek lennének, melyek az elégtelen szekvenalasi mélységnek tulajdonithatéak vagy annak,

hogy a mutaciok szubklonalis frekvenciakban fordultak el6 (14. abra).

a b

25
| 1°/8 ) M3
| 1°74 | Mz
| 173 \ M1

| P3
20 - | P1

| ez
4 | 1°11

Required coverage (10E02)
w
1
Required coverage (10E02)
&
1

0 20 40 60 a0 100 0 20 40 &0 80

Cancer cell fraction (%) Subclonal cell fraction (%)

14. abra: Az elemzés statisztikai erejének meghatarozasa a 15. szamu beteg
mintainak tanulmanyozasakor. () a szekvenalas lefedettségének sziikséges
mélysége a CCF (%) ¢s CNA haszndlataval, a legrosszabb esetben egy mutalt
kopia (1%*) jelenlétekor a 95%-os statisztikai erd eléréséhez a szekvendalasi hiba e
= 1.59E-02 ¢és FPR = 5E-07 ért¢k mellett, klonalis SNV-k meghatarozasdhoz. A
fliggbleges fekete vonalak a mintdk CCF-jat jelolik, mely informécié a
kapcsolodd SNP analizisb6l szarmazik. (b) hasonld, mint (a) csak a szubklonalis

sejtfrakcio (%) elemzésekor kapott adatok.
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A 15. abrén a reverziok két csoportja lathatd a no 15.-es beteg gyomor metasztazisabdl, mely

a heterozigotasag elvesztése (loss of heterozigoty, LOH) miatt alakulhatott ki az 1p és 17p

kromoszoémakon ebben a 1ézidban.

a b P3 (primary)

P3SN o

Position (index)

e
f ,
P3 (primary)
w2 A <l
™
w3
P3 32 [—

P2

P1

Position (index)

c

M2 (pylorus)

22

Position (index)

M2 (pylorus)

2/2

Position (index)

M3 (liver)

1

Position (index)

M3 (liver)

372

Position (index)

15. abra: A SNV-kben talalhato reverziokat megmagyarazzak a CNA-k. (a, f) A

korai és késoOi 3. szintli SNV-k, melyek reverzioként voltak elére jelezve a no 15.-6s

beteg pylorus attétében. Ezek az 1p és 17p kromoszomakon voltak detektalhatoak. (b-d,

g-1) Az 1-es és 17-es kromoszoma teljesen klonalis szomatikus CNA-ai primer tumor,

pylorus-, és hepatikus attétekben, a genomikai koordinatak szerinti sorrendben. Az egyes

panelekben a BAF, a becsiilt CN értékek és a log2 aranyok lathatoak. (e) Heat map, mely

az Osi stddium rekonstrudlt verziojat mutatja. Az 1p és 17p kromoszoma karokon

detektalt LOH az M2-ben megmagyarazza ezen mutaciok hianyat.
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Ezutan hasonlo jelenséget azonositottunk a 7. szamu esetnél (16. abra). Itt a kopiaszam
statuszban tapasztalt valtozas a 19p kromoszoémén végigkovethetd a filogenetikai fan és
megmagyarazza az F2RL3-ban detektalt mutacio reverzidjat. A reverziok el6forduldsa
kevéssé elfogadott tény az irodalomban és a novekvo érdeklodés ellenére, mely a kérdést

Ovezi, szamos megkdzelités hibasan tdamaszkodott a “no back mutation” hipotézisre.
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16.a abra: Az SNV-kben talalhat

beteg 3. szintli SNV-inek 6si stadiumu rekonstrukcidja, ahol a korai mutaciokat kékkel, a

késoieket narancssargaval jeloltiik. A back mutacidkat sziirke kocka jelképezi.
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16.b abra: Az SNV-kben talilhaté reverziokat megmagyarazzak a CNA-K. A
metasztazisok a 19-es kromoszoma CNA profilja, a BAF, a becsiilt a CN értékek és a
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log2 ardnyok. Az F2RL3 genomikai koordinatajat a fiiggdleges sziirke vonal jelzi. Az
SNV-k és CN-ek evoluciojat a jobb oldalon talalhaté filogenetikai fan kovethetjiik.

IV.B.4 Disszeminacié metasztatikus prekurzorokon keresztiil

Hasonlé moédszerrel tartuk fel a tobbi esetet az 0sszes olyan betegnél, akiknél mind az SNV,
mind a CNA adat a rendelkezésiinkre allt. A genetikai eltéréseket két csoportba osztottuk
annak alapjan, hogy a betegség evolucidja szempontjabol mikor torténtek. Korainak
neveztiink egy eltérést, amennyiben a filogenetikai fa torzsén, és késdinek, ha a fa egy 4gan
detektaltuk oket.A kombinalt filogenitasra egy jo példa a no 6.eset. Ennél a paciensnél 54
éves koraban TN emlbédaganatot diagnosztizaltak, a tumor eltavolitasat kovetéen tobb
vonalbeli kezelést kapott, a betegség progresszidjanak kdvetkeztében 3 évvel késobb elhunyt.
Esetében az Osszes tavoli attét egy klaszterben helyezkedett el, ezek egy kozos 6sbdl
szarmaztak, melyet metasztatikus prekurzornak neveztiink el. A klonalis frekvencidkat a
varians allél frekvencidkbol (VAF-okbol), a teljes daganatsejt frakciobol (CCF-bol) és a
kopiaszamokbol szamoltuk ki az egyes SNV-k esetében. Ezeket paronkénti

Osszehasonlitasban lathatjuk (17. abra).

mm SLC25A13

ocursr INNNNNNNNRRRRRNRNNNRRRRNRNEND
conne, INRRRRRRRNRRNNRRRRRRRRRRRRRREY
ancosor NNNRENRRNRRNNRENRRRRRRRRENDNR

Normal

1 2 3 3 4 5

17.a abra: Az emlérak progressziojanak filogenetikai rekonstrukcidja a 6. szamu
betegnél. A 3-as szintli SNV-k 6si allapotanak rekonstrukcioja a vizsgalt 1€ziok anatomiai

lokalizaciojaval.
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17.b-e abra: Az emlorak progressziojanak filogenetikai rekonstrukcidja a 6. szamu
betegnél. (b) CNA-k és SNV-k felhasznalasaval megalkotott filogenetikai fak (c) és a
4. szintli SN'V-k klonalis frekvenciainak parszerinti 6sszehasonlitasa (d). A filogenetikali
fa agait 1-5 szamokkal jeloltiik, a mutaciok lokalizacioja a paronkénti 6sszehasonlitasban
a (d) panelen lathato. Két fiktiv minta paronkénti 6sszehasonlitasanak sematikus abraja
(e). Az 1., ii., és iii. mutaciok teljesen klonalisak és vagy kozdsek a két mintaban, azaz az
egyik sziildi vonalbdl szarmaztak, vagy az egyik 16zi6 privat eltérései voltak. A iv. és v.
mutaciok privatak és szubklonalisak, az egyik mintdhoz tartoznak. A vi. és vii-ben
talalhatd mutaciok két mintaban is megtalalhatoak, klondlisak az egyik, mig
szubklonalisak a masik mintaban. Ha a két mintanak van kozos sziildi eredete, akkor

ezek a mutaciok teljesen inkompatibilisek a ii-ben és iii-ban taldlhatdé klonalis
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mutaciokkal. A szubklondlis frekvencidkat az intratumoralis heterogenitas
magyarazhatja. Ennek alternativajaként a vi-ban és vii-ben 1évé mutaciok horizontalis

szorason keresztiil szarmazhatnak egy harmadik mintabol is.

Ehhez hasonldan, a tobbi paciensnél, akiket korai emldrakkal diagnosztizaltak (9, 15, 7 és
14. szamu) valamint a 17. betegnél, akinél diagnodziskor egyetlen majattét keriilt leirasra,
hasonlé helyzetet talaltunk (18. és 19. abra). Valosziniisithetden a progresszio elso 1épése a
primer tumorbol a “metasztatikus prekurzor” klon szérddasa, és mivel a primer tumor
eltavolitasra keriilt, a tovabbi disszeminacid Utja metasztazisbol metasztazisba vezethetett.
Eredményeink arra utalnak, hogy a korai stddiumban diagnosztizalt emlétumoros betegek
esetében, akik kurativ célii tumoreltavolitason estek at (jelenleg a sziiresi és edukacios
eljarasoknak koszonhetden Ok adjak a paciensek tulnyomo tobbségét) valdszinlisitheten a

kaszkadszerli disszemindaci6 az attétképzés {6 utja.
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18.a-c 4dbra: A 17. szamu beteg emloriakos progressziojanak filogenetikai

rekonstrukcidja. (a) A 3. szintli SNV-k 6si stadiumu rekonstrukcidja a primer tumorban és
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harom kiilonb6z6 lokalizacioju tavoli attétben, melyek anatomiai lokalizaciojat (b) mutatja.

(c) a kombinalt filogenetikai fa a CNA és SNV eredmények alapjan
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18.d abra: A 17. szami beteg emlérakos progressziéjanak filogenetikai
rekonstrukciéja. (d) a klonalis frekvencidk paronkénti Osszehasonlitasa. A
filogenetikai fa agait 1-t6l 6-ig szamoztuk a (C) pontban és ezen mutaciok lokalizacioja

paronkénti 6sszehasonlitasban a (d) pontban lathato.
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19.a-c abra: A 7. szamu beteg emldorakos progressziojanak filogenetikai

rekonstrukcidja. (a) A 3. szintli SNV-k 6si stadiumu rekonstrukcioja a primer tumorban és
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y kiilonboz6 lokalizacioji tavoli attétben, melyek anatomiai lokalizacigjat (b) mutatja.
kombinalt filogenetikai fa a CNA ¢és SNV eredmények alapjan 4
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19.d abra: A no 7.-es beteg emlérakos progressziojanak filogenetikai
rekonstrukciéja. (d) a klonalis frekvencidk paronkénti Osszehasonlitasa. A
filogenetikai fa agait 1-t61 9-ig szamoztuk a (C) panelen és ezen mutaciok lokalizacioja
paronkénti Gsszehasonlitasban a (d) panelen lathato.A (d) panelen 1* és 5* jelolik a
reverziok helyét M1, M3 és M4-ben, melyet a CNA-k magyaraznak. Harom SNV
ASS1p.M147L, GPR65p.N213fs, és GEMIN4p.C683W klonalis struktiraja inkonzisztens
volt a filogenetikai rekonstrukcioval, ezek szubklonalisak voltak M1, M3 és M4-ben,
egyenként. Az, hogy ASS1p.M147L és GPR65p.N213fs teljesen klonalisak voltak M4
egy koraibb agan, arra utal, hogy ezek a mutacidk az 1 vagy 3 4gak mentén jottek 1étre.
Mivel az eltérések a P1 és P2-ben nem voltak jelen, a 3-as ag érintettsége a valdsziniibb
az l-essel szemben. Mindazonaltal ezek a 4.szinti SNV-knek csak az 3.2%-at tették Ki,

crer

é¢s kihagyasuk nem befolyasolta a filogenetikai fa globalis topologidjat.
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TBC1D21p.Q14K ¢és ANKRD31p.Y1796C egyediilallban szubklonalis M1-ben, ez
beleillik a kikovetkeztetett filogenetikai képbe.

Hét paciensunk (21, 9, 17, 20, 15, 7 és 14. szamu) esetében a primer tumorbol tobb blokk is
rendelkezésre allt. Koziiliik két esetben a primer tumor egy bizonyos régioja genetikailag
kozelebb allt az attétekhez, mint az egyéb teriiletek. A 21. beteg esetén a CNA informacion
alapul6 filogenetikai fa alapjan a primer tumor minta (P3) egyiitt, klaszterben helyezkedett
el a majattéttel (M2) és a hasi nyirokcsomo attéttel (M3) (20. abra).

1/69 2/57 3/92 am 5/87

4
L M4
a0 o 41 M2
e P 100 (—
E]
E | p
S M3
L - M
e M5 L — M3 S — P2
6/91 7/67 a/:82 9/68 10/80
— ee. Dipioid Diplaid

20. abra: A MEDICC hasznalataval kapott, CNA alapu filogenetikai fak. A
filogenetikai fakat olyan mintdknal abrazoljuk, melyeknél >30% CCF értékek alltak
rendelkezésre. Két betegnél (9 és 20. szamu) a primer tumorokbol szarmazé mintak nem
teljesitették a mindségre vonatkozo kritériumokat, igy ezeket nem elemeztiik tovabb. Az
egyes fak alatt talalhatd mérévonalak 10 CNA-t jelolnek és informacidt adnak a fak

teljes hosszardl. Az elagazasok melett talalhaté szdmok mutatjak azon fak szazalékos
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aranyat, melyek ugyancsak alatamasztjak az elagazast a tavolsag matrix 100

megismételt elemzés esetén hozzdadott Gaussi zaj mellett.

A 20. szamu paciens esetében az SNV-ken alapulo6 fa szerint a primer tumor (P3) az agyi
(M1) és maj attétek (M2) egy klaszterben helyezkedtek el. Ettdl a két kivételtdl eltekintve a
primer tumorbdl szarmazé mintdk egy kiilon klaszterre lokalizaloédva, a tavoli attétektol

kiilénalléan helyezkedtek el.

IV.B.5 Tobb szérasi esemény a primer tumorbol

A “metasztatikus prekurzor” ellentéte biologiai és klinikai szempontbdl is a 4. szamu paciens
esete. A betegnél 38 éves koraban diagnosztizaltak lokalisan elérehaladott emlddaganatot,
mely TN IBC NST-nek bizonyult. Statuszrogzité képalkotd vizsgalatokkal multiplex tiid6,
maj és csontattétek keriiltek leirasra. A beteg igen gyenge altalanos allapotara valé tekintettel
onkologiai kezelés nem volt kivitelezhetd, a paciens a diagndzis utan egy honappal elhunyt.
Tanulmanyunk keretein beliil végzett részletes genetikai vizsgalat eredményeként keriilt sor
a BRCAIl-csiravonalbeli mutacio igazoldsdra. A primer tumor (P) és a tavoli attétek
vizsgalatakor két, egymastol teljesen fiiggetlen szorasi eseményt taldltunk a petefészekbe

(M3) és amajba (M1) (21. abra).

a b
TP53 pR175H
BRCA1 mt 17pq del (BRCA1wt, TP53w1)
3
> . . M3 (ovarium)
P (primary _ “
&t sutopey) 2 4 . M2 (adrenal
et M2 (adrenal gland)
gland) . . 6
° 5
M1 (liver)
M1 (liver)
o o ®
M3 (ovarium) Common ancestor/ P (primary
° Normal breast Metastatic precursor at autopsy)
Primary BC
ER-/PgR-/HER2-

2l.a-b. abra: A 4. szamu beteg emlorakos progressziojanak filogenetikai
rekonstrukcidja. (a) a vizsgalt daganatos 1éziok anatomiai elhelyekedése, (b) a CNA-k és

SNV-k elemzésével kapott kombinalt filogenetikai fa.
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21. c-d abra: A 4. szamu beteg emlorakos progressziéjanak filogenetikai
rekonstrukcidja. (c) a 4. szinti SNV-k klonalis frekvenciainak parszerinti
Osszehasonlitasa. A filogenentikai fa agait 1-6-ig szamoztuk b panelen, a mutaciok helye
a parszerinti Osszehasonlitasban a ¢ panelenen jelolt alapjan. A 2.szegmensben 1évo
mutaciok klonalis frekvenciaban voltak jelen az M3-ban, szubklonalis frekvenciaban az
M2-ben: ez horizontalis szorasra utal, melyet piros vonallal emeltiink ki (2) a b panelen.
A (d) panelen lathatéak a lehetséges megoldasokat tartalmazd esetek. Osszesen
minddssze 3 mutacié volt a megmagyarazhatatlan * konfiguracioban, egy az 5, egy a 6
és tizenkettd a 2-es konfiguracidban. A * konfiguracioban 1évé muticiok kizardsa nem

crer

az Osszes 4. szintli SNV aranyat.

A CNA-n alapul6 filogenetikai rekonstrukcioval megallapitottuk, hogy a mellékvese attét

(M2) a majattéttel kozos prekurzorbdl szarmazott (21.b abra). Azonban a mellékevese

attétben megtalalhatoéak voltak olyan SNV-k, melyek a primer tumor — majattét ag késoi

eltérései voltak, valamint olyan SNV-ket is detekdltunk, melyek kizarolag a petefészek

attétre voltak jellemzoek. A 4. szinti SNV-k klonalis frekvenciainak parszerinti

Osszehasonlitasa alapjan a 4. szegment (azaz a primer tumorhoz és majattéthez tartozo)
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szintén megtalalhato volt a mellékvese attétben (21.c abra), amit a CNA profilok vizsgalata
soran kapott eredmények is alatimasztottak. A “kés6i” SNV-k, melyek a petefészek attéthez
tartoztak (2. szegment) szubklondlis frekvencidban megtalalhatéak voltak a mellékvese
attétben. Az M2 mintat ujra szekvenaltuk és ismét a korabbival megegyezd eredményt kaptuk
(22. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy a keringd metasztatikus sejtek, melyek a
petefészekattétbdl indultak el, horizontalisan Gjra szortak a mar attétes mellékvese szovetet.
Ezzel igazoltuk, hogy emlérakban is eléfordul tumor-6nszéras (tumor self-seeding)i®. A

k107

jelenség korabban petefészek®?’- és prosztatarakban’? keriilt leirasra.

40 -
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Sequencing run No. 1

22. abra: Az SNV-K varians allél frekvenciainak pontos meghatarozasa. A 4. szamu
beteg mellékvese metasztazisanak két kiilonb6z6 szekvenalasi folyamatban nyert SNV

VAF (%)-nak 6sszehasonlitasa. Ennek alapjan megfeleld szintii konkordanciat talaltunk.
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A masik, eldrehaladott stadiumban diagnosztizalt emlédaganatban szenvedd paciens (8-as

szamu) ugyancsak elhunyt a diagnozist kovetd hetekben, igy nem keriilhetett sor onkoldgiai

kezelésre. A primer tumort az attétek melletti clusterben talaltuk meg (23. abra).

a '
P1 (primary .
‘ at surgery) .. P3 (primary
& Pl (primary at surgery)
471 @uemmm—g o 882 @uemmmmnnl)
M2 (local
2 . . recurrence) . .M2 (pylorus)
M1(liver) @
eSS — M3 (liver) @
. P2 (primary
at surgery) P (primary
® surgery) M'2 I_sgdrenal
e @ 968 @@ g
M3 (bone) ‘
(&) .
M3 (liver)
o o Y o °
@ M2 (liver) ‘ .
" M1 (perito-
M1(liver) @ M4 (skin) @ neufs)
P (primary P (primary
"’ at surgery) @ at surgery)
7/67 @um—— 10/80 @
.M2 (spleen) M1(contra-
. lateral breast)
M3 (i [ J @
3 (ung) @ @ M1 (ovarium)
M3 (liver) @
b
@ M3 (ovarium)
. M5 (pleura)
1/69 @@ 7@ @
‘ M4 (mediastinal M2 (adrenal
P (primary M1 (mediastinal ) "
at autopsy) ® ® @ soft tissue) P (primary @ M1 (liven)
. M3 (aorta) at autopsy)
Key
B Truncal clonal [ Shared/private [l Subclonal Unknown
clonal

23. abra: A kombinalt filogenezis metasztatikus progressziora utal 8 betegben. (a)

A korai stadiumban diagnosztizalt betegek tumorainak filogenezise, akik sebészi
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beavatkozason majd ezt kovetden kemoterapias kezelésen estek at, valamint (b)
elérehaladott stddiumu, terdpia naiv illetve metasztatikusan diagnosztizalt betegek
tumorainak filogenetikai fai. A korabbi abrakkal megegyez6 szinkodot hasznaltunk a
,korai” és ,.kés6i” események jelolésére. Vizualis okok miatt a fak savbeosztasait ugy
valtoztattuk meg, hogy a kiilonb6z6 fak torzsei egyforma hosszuak legyenek. A fak alatt
talalhatd mérévonalak 10 SNV-t jelenitenek meg, segitségiikkel a fa hoszéara
kovetkeztethetiink. A 9. és 7. szamu betegeknél a primer mitét soran eltavolitott primer
tumormintakon exom szekvenalds tortént, az 1. szintlinek vélt mutacidokat Sequenom
MassARRAY-vel validaltuk, majd ultra-mély amplikon szekvenalast végeztiink. A
vonatkozo6 SNP array-k eredményei alapjan ezen két minta CCF értéke alacsonyabb volt,
mint a hatarértéknek beallitott 30%-os érték. Igy ezen két mintaban a 3. szintii SNV-ket
felhasznaltuk az SNV filogenetikai fa képzéséhez, mivel ezek a 1éziok a metasztatikus
betegség diagnozisa €s az autopszia eldtt évekkel kertiltek detektalasra. Ehhez hasonldan,
a no. 14-es beteg primer tumorabol szarmazo6 mintak nem feleltek meg a 3. szintii SNV-
knél megallapitott mindségi kritériumoknak. Mindezek miatt az ezen pontokhoz vezet6

agak vastagsaga irrelevans, ezeket sziirke szinnel jeloltiik.

Hasonlo korai szorast talaltunk (primer tumorbol a pleurara a no 8. esetben, valamint a primer

tumorbol a petefészekbe a no 4. esetben), melyet késoi szorasi esemény kovetett a primer

tumorbdl mindkét esetben (a no 8. esetben az aortafalba, a no 4. esetben a majba) illetve egy

masik tavoli attétbdl (gatori lagyrész metasztazisbol gatori nyirokcsomoba és forditva a no

8. esetben illetve a majbol a mellékvesébe és forditva a no 4. esetben).

IV.B.6. Ellenoldali emlétumorok — metasztatikus depozitok?

Két paciensiink esetében fordult el6 metakron ellenoldali emlétumor; a 20-as szamu beteg

esetében egy évvel, a 14-es beteg esetében 10 évvel a primer diagnozist kdvetden (24. abra).

A 20. esetben a 3. szinti SNV-ken alapuld filogenetikus rekonstrukcid alapjan a

kontralateralis tumor (M3) volt a legkoraibb leagazodas, de jelentds aranyban tartalmazott a
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torzsb6l szarmazd SNV-ket. Ezzel szemben a 14.esetben a CNA profil alapjan a
kontralateralis emlétumor (M1) abbdl a leany 1€ziobol (daughter lesion) szarmazik, mint a
majban detektalt attétek (M2 és M3). Mindazonaltal mind a két esetben kimutattuk, hogy
klonalis kapcsolat allt fenn az eredeti emlérak és a kontralateralis eml6tumor kozott. Ez
megkérddjelezi annak a gyakorlatnak a 1étjogosultsdgat, mely a metakron kontralateralis
tumorokat masodik primer tumorként kezeli. Mivel a kezelési algoritmusok élesen
kiilonboznek, amennyiben egy masodik primer tumorral illetve egy tavoli attéttel allunk
szemben, fontosak azok a vizsgalatok, melyek a kontralateralis emlétumorok “eredetét”
vizsgaljak, azt hogy jellemzden az eredeti daganat metasztatikus depozitjai vagy masodik

primer tumorok.

SE91
Pt 14. (SE 80) Pt 20. (SE91)
(HER2+,DC:;_:47;10.0) (TNIDC_3822)
o -
- (13}
&e ‘
Primer Primer
Clenoida Y tumor tumor Uileno!ds
emifrumor " ~ 93 (P1.4) Fisal [ T emidtumor
M1) ke oot . ’ )
. } . 1
Mé) A 1énal) ’W
) 7 w wirckcsomd T 1R -qy‘.“
§ 0 PyirokCsOmd
Csont 3 (PLNY18) PLNL) '
o8 T ¥ Mb
M) T

24. abra: Ellenoldali emlétumorok, mint metasztatikus depozitok. Az abra két oldalan a

két beteg és a mintak filogenetikai fai lathatdak
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IV.B.7 A genomikai eltérések evolucidja a progressziod soran

Minden minta esetében kiszdmoltuk a normalizalt filogenetikai agak hosszat, mely a k6zos
6st6l az adott 1€zidig terjedd tavolsag és a kozos torzs aranya (25a-b. abra). Ez mutatja meg
a genomikai eltérések mértékét, melyek az elsé metasztatikus eseményt kovetéen alakultak
ki, a progresszié modjatol fiiggetleniil. Kevés kivételtdl eltekintve a 3. szinti SNV-k esetén
tapasztalt minta tiikrozte a CNA-k vizsgalatakor kapott eredményt. A 8, 4, és 9-es szamu
esetekben, akik a diagndzist kdvetden egy éven beliil elhunytak a betegség kovetkeztében,
az evolucids valtozasok dontd tobbsége a filogenetikai fa torzsén, koran alakultak ki. Ezzel
ellentétben, a hosszabb betegségtorténettel rendelkezé paciensek (15., 7. és 10-es szamu)
esetben az SNV profil alapjan az evolicios valtozasok tobbsége “késén” alakult ki, nem
illeszthet6é egy rendszerbe a CNA-val (uncoordinated). A 25. abra c-d panelek mutatjak az
atlagos normalizalt filogenetikai aghossz és az OS 0Osszefliggését. Bar az esetszamunk
alacsony, pozitiv korrelaciot talaltunk mind a CNA-k, mind az SNV-k vizsgalatakor, azaz
minél nagyobb atlagos normalizalt filogenetikai dghosszt talaltunk, annal hosszabb OS

adodott.
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25. abra: Genomikai valtozasok dinamikiaja a metasztatikus progresszié soran.
Normalizalt filogenetikai tdvolsdg minden egyes vizsgalt mintanal. Ezeket Gigy kaptuk,
hogy a k6zos 6stdl az adott mintaig terjedd vonal hossza a fa torzséhez viszonyitva (a)
SNV-knél és (b) CNA-knal. (c,d) az atlagos filogenetikai tavolsag és a teljes talélés
Osszefliggése SNV-k és CNA-k esetén, egyenként.

A 15. és 14. szamu esetekben magas mutécios terhet (burden) talaltunk, melyben emelkedett
C<T szubsztiticids szamot detektaltunk az NpCpG trinukleotidok esetén. Ez a szubsztiticids

minta emlékeztet az Alexandrov és mtsai munkajaban leirt 13-as mutacios lenyomatral®®, A
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26.a-b abra mutatja a torzson jelentkezO, azaz “korai” és az agakon 1év0, azaz “kés6i”
szubsztiticiokat a fenti két beteg esetében az evolticios kaszkad soran. Igy eléfordulhat, hogy
legalabb ennél a két betegnél a citidin deaminazok, az APOBEC csalad aktivacioja okozta a
mutaciok felhalmozodasat, mely az SNV és a CNA profil kozotti nagy eltérés kialakulasahoz
vezetett. A 14. szamu esetben egy “korai” mutaciot talaltunk a 22-es kromoszéma APOBEC
clusterében, mig a 15. szamu betegnél egy “korai” APOBEC3B D316N mutaciot talaltunk.
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26. abra: A szubsztiticiok eloszlasa metasztatikus progresszioban. A kiilonb6z6 tipust
szubsztituciok frekvenciai 3. szintli SNV-kben (a) a 15-6s és (b) 14-es paciensnél. Ezeket

“korai” illetve “kés6i” csoportokba osztottuk annak megfeleléen, hogy a vonatkozo

filogenetikai fakon hol helyezkedtek el.
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V. MEGBESZELES

Altalanos megfigyelés, hogy az attétes stadiumban adott citosztatikus illetve célzott
kezelésekre egy adott id6 utdn a betegség rezisztenssé valik, a kordbban zsugorod6 vagy
stabil elvaltozasok novekedésnek indulnak, illetve 1j elvéltozasok jonnek létre. Emiatt a
primer tumorok és tavoli attéteik 6sszehasonlito elemzése klinikai szempontbdl is igen fontos
kérdés, néhany betegségben, mint pl. a pancreas, a prostata daganatai esetén mar genetikai /
genomikai szinten is vizsgalt kérdés. A témaban megjelent vizsgalatok tobbsége altalaban
Kis esetszamu, illetve egy primer tumorhoz csak kevés, rendszerint egy tavoli attét mintat

rendel hozza.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy mélyebb betekintést nyerjlink az emldrak progresszidjanak
folyamataba a primer emldtumorok ¢és azok tavoli attéteinek vizsgalataval. Mivel
tanulmanyunkban autopszia soran vett mintakkal dolgoztunk, elegendé mennyiségli szovet
allt rendelkezésiinkre, valamint a legtobb, emlérakban jellemzd tavoli attét altal érintett
szervet vizsgalni tudtuk. Igy azt mondhatjuk, hogy mintank reprezentativ az emldrakban
elhunyt populacié vizsgalatara. Mivel teljes blokkokat vizsgaltunk, illetve amennyiben
lehetdségiink volt ra, teljes miitéti anyagot, elég nagy valdsziniiséggel kizartuk a tumor
heterogenitasbol eredd hibalehetdségeket. Az IHC vizsgalatokat minden esetben a miitéti
anyag reprezentativ blokkjan végeztilk. Amennyiben egy tavoli szervbdl tobb kiilonbozo
lokalizaciobol volt mintank, ezek kozil az egyiknél végeztik el az THC és FISH

vizsgalatokat.

V.A Immunhisztokémiai vizsgalatok
Primer tumorok jellemzése

Az altalunk elemzett beteganyagban tulreprezentaltak voltak az ismerten agressziv
emldrakok, mint pl a TNBC, fiatalkori emlétumorok, valamint igen magas aranyban
fordultak eld a diagnéziskor mar 4ttétes stadiumban 1évdé tumorok. Mivel vizsgdlatunk
retrospektiv, Intézetiinkben a klinikai gyakorlat szerint autopsziara keriild esetek alltak

rendelkezésiinkre — ezek a kiilondsen agressziv, rapid lefolyasu illetve lezaratlan kérdéseket
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hagy6 esetek voltak. Ismert, hogy az emlérak jellemzden a kozépkort néket érinti, a 35 év
alatti betegek aranya 4% koriili értéken mozog'®. Ezzel szemben vizsgalatunkban ez az
arany 16% volt, mig 40 ¢év alatti volt a betegeink 28%-a. Ehhez hasonl6an a TNBC ardnya
az irodalmi 15-20% koriili értékkel?® szemben esetiinkben 32% volt. Természetesen ez a két
valtoz6 egymastol nem fiiggetlen, hiszen ismert, hogy fiatal korban gyakrabban fordulnak
elé TN emlétumorok. A pleiomorf ILC-k igen ritkak, el6fordulasi aranyuk a teljes emlérakos
110 9

populaciéban 1% alatt van. Ez a jellemzOen agressziv es rossz progndzisu forma

betegiinknél is el6fordult, mely 8%-os gyakorisagot jelent.

Primer emlétumorok és tavoli attétek 6sszehasonlitasa

A tavoli attétek lokalizacioja szempontjabol is reprezentativnak tekinthetd a mintank, mivel
az emldrak altal gyakran érintett szervekbdl szarmazott az altalunk feldolgozott attétek
tobbsége, ennek megfeleléen hasonld aranyokat talaltunk, mint a nagyobb esetszamot
feldolgozé vizsgalatok®?!!, A klinikai dokumentacié alapjan a mi beteganyagunkban is a
csontattétek fordultak el leggyakrabban, azonban azokb6l nem minden esetben tortént
mintavétel. Ritkan tapasztalt eset, amikor csak egy tavoli szervben alakul ki attét, ez
leggyakrabban csontmetasztizisok esetén fordul el¢''?. Tanulmanyunkban 4 ilyen esetet
detektaltunk, azonban nem a csontérintettség dominalt ezen csoportban, hanem 3 betegnél
maj, 1 betegnél tiidé attétek voltak. DiSibio és mtsai nagy autopszias beteganyagot
feldolgozo tanulmanyukban 41 kiilonbozé daganatos betegségben elhunyt paciens adatait
elemezték, eredményeik alapjan az emldrdk a sok tavoli attétet (tobb szervet érintd) adod
malignitdsok kozé tartozik; 432 betegiiknél 0sszesen 2205 tavoli attét keriilt leirasra 39

113

lokalizacioban***. A mi beteganyagunkban is szamos lokalizacioban fordultak eld attétek

egy-egy betegben.

Ugyancsak tobbek altal vizsgalt jelenség, hogy a kiillonb6z6 emldrak altipusok attétképzési

114 a jelenséget (természetesen

mintazata eltérd a metasztazisok lokalizacidja szempontjabo
egyszerlsitett, tehat kizardlag immunhisztokémiai modszerek alapjan meghatarozott altipus

beosztéas alapjan) mi is detektaltuk. Soni és mtsai vizsgalatdban a luminalis fenotipus esetén

85



DOI:10.14753/SE.2019.2189

fordult eld ritkabban tobb szervet érint6 tavoli attét1®

, a mi eredményeink alapjan azonban
ez a TN alcsoportban volt jellemzd. A mi beteganyagunkban a HR+ tumorok esetében tobb
szervben fordult eld attét. Ennek oka lehet az, hogy ebben a csoportban tobb terdpias
lehetdség all rendelkezésre, a betegség kevésbé agressziv és igy hosszabb a DFS ¢és OS,

emiatt tobb szervet érintd betegség kialakulasara van lehetdség.

Az utdbbi évek egyik legnagyobb, autopszias beteganyagot feldolgozé vizsgalata Cummings
¢s mtsai nevéhez kotodik, akik egy mintegy 50 évet feloleld idészak autopszias adatbazisat
tekintették 4t32. 197 emlérakban elhunyt beteget azonositottak akiknél sszesen 945 tavoli
attétet talaltak, 55 paciensnél immunhisztokémiai vizsgalatokat is végeztek. A
leggyakrabban eléfordul6 tavoli attétek a tiidd és pleura (80.7%), csont (74.1%), méj (71.6%)
¢és tavoli nyirokcsomok (54.8%) voltak. Tékés és mtsai 490 beteg mintait és adatait
elemezték, az attétek hasonld lokalizaciokban fordultak el6, mint az altalun vizsgalt
anyagban. Eredményeik alapjan a Luminalis A csoportban volt a leghosszabb, mig HER2
pozitiv betegségben a legrovidebb a DFS (39 vs 21 honap, p=0,012)*18

Cummings és mtsai illetve DiSibio és mtsai eredményeihez hasonléan mi is nagy aranyban
detektaltunk HR vesztést a betegség progresszidja soran, melynek hatterében tébb dolog is

allhat.

. Vizsgdlatunkban a metasztdzisokbol szarmazdé mintavétel a betegség
lefolyasanak, torténetének a végén tortént, emiatt a legtobb esetben elegendd 1d6
telt el ahhoz, hogy az attétek szignifikansan kiilonbozzenek a jellemzden tobb
évvel korabban operalt primer tumortél mind génexpresszids mintazat, mind

imunfenotipus szempontjabol.

ii. Vizsgalatunkban a legtobb esetben egy beteghez tartozd tobb tavoli attétet iS
vizsgéltunk, mely ugyancsak nagyobb esélyt ad arra, hogy a HR vesztést
detektaljuk; amennyiben a paciens barmely attétében — legyen az akar csak egy

elvaltozas — HR vesztést azonositottunk, az esetet mar diszkordansnak neveztiik.
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A hattérben allhat az endokrin terapiara kiszelektalodoé rezisztens klonok
térnyerése is, mely azutan tavoli attétet képezve HR negativ metasztazisokat is
létrehozhat. Ogba ¢és mtsai allatmodellje alapjan a HR vesztés a betegség
progresszidjanak eredménye, melyben fontos szerepe lehet a tumor dormancia
kialakulasanak is. Az, hogy nem talaltunk statisztikailag szignifikans
Osszefliggést az endokrin terapia és a HR vesztés kozott, valoszintileg az alacsony

betegszam kdvetkezménye.

Technikai problémak (nem rapid autopszidk, fixacids problémak) ugyancsak
allhatnak a hattérben, azonban ezt nem tartjuk valdsziniinek, mivel azon
esetekben, melyekben rendelkezésiinkre 4llt biopszias illetve metasztazektomias
minta, minden esetben ezzel megeggyez6 eredményt kaptunk az autopszia soran

vett mintakon tortént vizsgalatokkal is.

Vizsgalatunk egyik kérdése az volt, hogy le tudunk-e irni egy, az immunstatusz valtozas €s

az attétek anatomiai lokalizacidja kozotti 6sszefliggést.

Eredményeink és korabban megjelend kutatasok alapjan is az azonos primer
tumorhoz tartozé metasztazisok jobban hasonlitottak egymasra, mint a primer
tumorra'!’. A kiilénbozé lokalizacioju attétek kozott szignifikéns kiilonbséget
nem talaltunk sem régio, sem szervrendszer, sem szerv lokalizacioban (azaz pl. a
mellkasi vs hasi, KIR vs emésztérendszer, tiidé vs agyi attétek kozott nem

talaltunk kiilonbséget immunfenotipus szempontjabol.)

A hasiiregben az ER és PR vesztés is gyakori volt, a mellkasban a PR vesztés volt
szignifikansan kimutathatd a primer tumorhoz képest. A hasiiregi szervek koziil
a maj, a mellkasban a tiid6 volt a leggyakrabban metasztazis altal érintett
lokalizacio (19 illetve 12 esetben), csak ezen szervek esetében detektdltunk
szignifikans valtozast az immunfenotipusban a primer daganathoz viszonyitva.
Ennek magyarazata lehet az is, hogy itt rendelkeztiink kelléen nagy esetszammal,

¢s valoszinisithetd az, hogy amennyiben elegendd esetiink lenne a tobbi
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lokalizacioban is, tobb szervnél is hasonld eredményt kapnank. Erre utal az is,
hogy Ogba és mtsai eredményei alapjan a fenotipus valtozas nem szerv-

specifikus!é,

iii. Nishimura és mtsai Ki67 emelkedést detektaltak a tavoli attétekben a primer
tumorokhoz viszonyitval’®. Ezzel szemben mi szignifikans kiilonbséget csak a
csontattétek csoportjaban tudtunk kimutatni, ahol is a Ki67 csokkent a primer
tumorhoz képest. A csontattétek esetében EDTA oldatban torténd fixalast
végeztiink, melynek eredménye a szOveti antigenitds és szoveti fehérjék
megorzése. Tokés és mtsai primer emlétumor és tavoli attét mintak (47 primer,
59 attét, melybdl 37 par) ki67 expressziojat vizsgaltak; a kdzponti idegrendszeri
attétekben szignifikans Ki67 emelkedést detektaltak a primer tumorhoz

viszonyitva, mig tiidd és csontattétek esetében nem talaltak kiilonbséget 120,

Tavoli attétek

Vizsgalatunk ezen részének legérdekesebb eredménye a HR-ok szempontjabol heterogén
attétekkel bird paciensek kore. Annak ellenére, hogy ez csak a betegek kis hanyadaban
fordult el6, fontos megallapitas, mivel a jelenlegi ajanlasok szerint egyetlen tavoli attétbol
vett minta alapjan hatarozzuk meg a paciensek kezelését, valasztjuk ki a kovetkez6 vonalbeli
terapiat. Eredményeink alapjan minél hosszabb id6 telt el a primer diagnézis és az adott tavoli
attét kialakulasa kozott, annal nagyobb a valdszinlisége annak, hogy az attét kiilonbozik a
primer tumortol. Ennek alapjan indokolt lehet a betegség folyaman, kiilonésen hossza

progresszio esetén a tobbszori mintavétel az attétekbol.
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DFS és OS

A legtobb vizsgalat, mely a HR statusz valtozasa €s a talélés Osszefiiggéset vizsgalta, azt
talalta, hogy a HR statusz valtozas esetén a paciensek prognozisa rosszabb, melyre két

valdszinli magyarazat all rendelkezésre.

i., Azok, akiknél HR pozitiv beteséget diagnosztizaltak majd a progresszio soran HR vesztés
tortént, a betegség egy agresszivabb, kevesebb terapids lehetdséggel kordaban tarthatd

formaba alakult 4t.

ii, A kezdetben félrediagnosztizalt, alnegativ primer tumorok prognézisa (melyek ennek
eredményeként nem részesiiltek endokrin terapiaban) ugyancsak rosszabb, mint a kezelt HR

pozitiv eseteké!?L,

A mi eredményeink latszolag ennek ellentmondanak; jobb prognézist detektaltunk a HR
vesztd csoportban. Ennek oka az lehet, hogy vizsgalatunkban a kis esetszam miatt az 6sszes
beteg tulélését vizsgaltuk egyiitt, az eredetileg HR pozitiv alcsoport kiilon vizsgalata
statisztikailag nem volt értékelhet6 (4 vs 13 eset volt az immunfenotipust nem valto vs valto
csoportokban). A konkordans csoportunkban igen nagy aranyban fordultak el6 TN

daganatok, melyeknek ismerten rosszabb a prognozisa, mint a HR pozitiv csoportnak.

V.B Nukleotid szintli vizsgalatok

A vizsgalat masodik részében filogenetikai modszereket alkalmaztunk az emlérak
progresszid evolucios torténetének a meghatarozasara. Ehhez Intézetiink Autopszids
Adatbazisaban szerepld, fenti 25-bdl 10 beteg mintait vizsgaltuk. A korabbi vizsgalatokkal
ellentétben, melyek “egyetlen tavoli attét-primer tumor” parokat illetve tobb tavoli attétet de
maximum két beteget vizsgaltak, a mi vizsgalatunk sikeré¢hez illetve 0j eredmények
megtalalasahoz elkeriilhetetlen volt a nagyobb szamu minta, hogy tanulmanyozni tudjuk a
metasztatikus progresszid alapjat képzé disszeminacios utakat. Feltéve, hogy a vizsgalt
genomikai eltérések teljes mértékben klonalisak, a mintdk filogenetikai elemzése segithet

abban, hogy az egyes metasztazisok szarmazasat kdvetni tudjuk egy betegen beliil.
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A disszeminacio formai

Vizsgalatunkban két lehetséges forgatokonyvet tapasztaltunk. A gyakoribb az volt, amikor
egy sikeres szorasi esemény tortént a primer tumorbol, majd metasztazisbol metasztazisba
kaszkad-szerli disszeminacio tortént. A masodik, altalunk ritkdbban tapasztalt attét képzési
moéd az volt, amikor tobb szorasi esemény tortént a primer tumorbol amellett, hogy a
metasztazisbol metasztazisba szoras is megtortént. Ez a kettésség megjelent a betegségek
klinikai lefolyasaban is (a 17. szamu beteg kivételével), amennyiben a k6z6s metasztatikus
eredet (common metastatic origin) a korai emldrakokra volt jellemzd, mig az attétes
stddiumban diagnosztizalt elvaltozdsokra a tobbszords szoéras volt jellemzd. Hasonldak
Gundem ¢és mtsai eredményei, akik 10, metasztatikus prosztatardkban szenvedd beteget
vizsgaltak, céljuk a primer léziok ¢és azok attéteinek szubklondlis architektirajanak
megalkotasa volt teljes genom szekvenalassal’?. Bizonyos esetekben csak linedris szorast
tudtak kimutatni, mas betegeknél a linedris mellett polikonalis terjedés is el6fordult, és olyan
esetet is leirtak, ahol szubklonok jelenléte metasztazis-metasztazis szorasra utalt. Tobb
betegnél azonositottak olyan klonokat, melyek a primer tumorban szubklonként voltak jelen,
de a tavoli attétekben dominansa valtak. Emellett kimutattdk, hogy a tavoli attétek kdzelebb

alltak genetikailag egymashoz, mint a primer tumorhoz.

Hong és munkatarsai is prosztatarakos betegek mintait vizsgaltak, és leirtak, hogy egy primer
tumorbdl tobb kiilonbozd idOpontban is elindulhatnak metasztatikus klonok, mely felveti a
primer tumor rezekcidjanak sziikségességét akar elérehaladott esetekben is. Emellett még
egy fontos megfigyelésiik volt egy esetilk kapcsan; a betegnél az egyik tavoli attétbol

szarmaz6 klon szorta meg a prosztatektomia helyét és hozott 1étre lokalis recidivat?.

Primer tumor eltavolitasa metasztatikus stadiumban

A primer tumor eltavolitasanak kérdése attétes emlérakkal diagnosztizalt betegek esetében

nem tisztazott, jelenleg nem all olyan evidencia szintli adat rendelkezésre, mely szerint ez
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javitana a betegek talélésén. Korabbi vizsgéalatok eredményei alapjan a primer tumor sebészi
eltavolitisa eldsegitheti a mikrometasztazisok ndvekedését®®1%2 A kozelmultban két
prospektiv vizsgalat eredményeit is kozoltek, melyek a IV. stadiumu betegenél vizsgaltak a
primer tumor eltavolitasanak hatdsait. Badwe és mtsai 350 olyan beteget randomizaltak nyilt,
kontrollalt vizsgéalatukba, akiknél elsdvonalbeli kezelésre klinikai valasz alakult ki, ezutan
173 beteg részesiilt lokorégionalis kezelésben (locoregional treatment, LRT), 177 betegnél
nem végeztek primer tumor eltavolitast (no locoregional treatment, NLRT)'?2, A
pacienseknél nem talaltak kiilonbséget a tulélés tekintetében: 23 honapos median kovetési
idénél a median OS 19.2 vs 20.5 hénap (p=0.79) volt az LRT vs NLRT csoportokban,
egyenként; a 2 éves OS 41.9% vs 43% volt az LRT vs NLRT csoportokban.A masik egy I11.
fazisti vizsgélat volt, melyben a terdpia naiv pacienseket szisztémads terapia (ST) vs
lokorégionalis kezelés + szisztémas terapia (LST) karokra randomizaltak (n= 136 vs 138)!%,
A 36 honapos OS hasonl6 volt a két csoportban (51 vs 60%, p=0.5), azonban alcsoport
analizis soran azonositottak egy olyan betegcsoportot (ER+ HER2- immunfenotipus, szoliter
csontattéttel), akiknél tilélési eldnyt hozott a primer tumor eltavolitasa, azonban az eredmény
nem volt szignifikdns. Ezzel szemben viszcerdlis (mdj és tiidd) attétek esetén a sebészi
beavatkozas mellett rosszabb talélést tapasztaltak. Ezek alapjan a kérdés még nem kellden
tisztazott, az viszont korvonalazddik, hogy bizonyos betegeknél (ER+, HER2-
immunfenotipus €s szoliter csontérintetts€g) a primer tumor eltavolitdsa tulélési elonyt
hozhat, mig kiterjedt, viszceralis betegségben a szisztémas kezelés preferalandd. A mi
vizsgalatunk eredményei alapjan logikusnak latszik, hogy a primer tumor eltavolitasa

csokkentheti a metasztatikus disszeminacio lehetdségét.

Attétek sebészi rezekcija

Hasonloképpen, nincsen olyan erds evidencia, amely alatamasztana, hogy oligometasztatikus
stadiumban (OMBC) a metasztazisok rezekcioja hosszabb betegség specifikus taléléssel
jarna. Eredményeink alapjan azonban a tavoli attétek a szorodas folyamatos forrasaul

szolgalnak ¢és ilyen modon a betegségre jellemzé még nagyobb heterogenitashoz is
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hozzéajarulnak. A vizsgalatunkban szereplé betegcsoport tul kicsi ahhoz, hogy a jelenlegi
gyakorlatot megvaltoztatd kovetkeztetéseket vonjunk le beldle, eredményeink mégis
alatamasztjak azt az elképzelést, mely szerint egy-egy izolalt metasztazis eltavolitasa a beteg
javara szolgalhat bizonyos esetekben. Az eddig megjelent tanulmanyok alapjan OMBC-ben
a tumor(ok) sebészi eltavolitasa majd utdkezelés egylittes eredményeként a betegek akar
hosszu évekre is tiinetmentessé tehetdek. Kobayashi és mtsai retrospektiv elemzésiikben az
OMBC-t a kovetkezOképpen definidltak: maximum 2 szervben jelenlévé metasztazis,
kevesebb, mint 5 1€zio/szerv, a 1ézidk atmérdje <Scm. Kemoterapiaval elért klinikai valasz
(CR illetve PR) esetén sebészi beavatkozas illetve sugarkezelés tortént. Multivarians
analizissel azon betegeknél talaltak hosszabb PFS-t, akiknél egy szervet érintett a betegség,
tortént lokalis kezelés és rovidebb volt a betegségmentes intervallum (disease free interval,
DFI)®. Greenberg és mtsai retrospektiv vizsgalatukban 1581, metasztatikus emldrakkal
kezelt beteg adatait dolgoztak fel, koziiliik 263 (16.6%) esetben alakult ki komplett remisszid
(CR) a terapiara adott valaszként, 49 paciensnél (3.1%) ez legalabb 5 éven keresztiil fennalt
(hosszutava CR csoport). Ez utobbi csoportra jellemzd volt a premenopauzilis stitusz,
fiatalabb életkor, kisebb tumortdmeg és jobb teljesitmény-statusz®®. A rizikobecslés alapjan
a progresszio esélye lényegesen csokkent 3 év elteltével, azonban 10 beteg esetében (20.4%)
masodik primer tumor alakult ki. Ahogy a célzott terapidk ¢és citosztatikumok
kombinaciojaval egyre jobb terapias valaszt tudunk elérni, indokolt lenne tesztelni azokat
oligometasztatikus stddiumban is, illetve pontosabban azonositani azt a populaciot, akiknél
hosszan tarto CR elérésére van esély'?4126. Mind a primer tumor, mind az 4ttétek rezekcidja
IV. stadiumban kérdéseinek megvalaszolasahoz nagy esetszamu, prospektiv klinikai

vizsgalatok sziikségesek .

Metakron ellenoldali emlotumorok

Eredményeink alapjan az ellenoldali emldben kialakult “mésodik™ tumorok genetikai
kapcsolatban alltak az elsddleges emlddaganattal, azaz annak tavoli attétei voltak. Ez

egybecseng mas munkacsoportok eredményeivel, akik ugyancsak leirtidk a jelenséget'?’.
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Ezek alapjan is 1ényeges, hogy metakron ellenoldali emlédaganat esetén alapos, egész testre
kiterjedé képalkotd vizsgdlatok sziikségesek, valamint indokolt olyan magasabb szintii
genetikai vizsgalat, mely a két 1€zi6 kozott kapcsolat kérdésére valaszt tud adni. Mivel a
masodik primer tumor €s az attétes betegség — akar oligometasztatikus stadiumban - kezelése
eltérhet egymastdl, fontos annak tisztdzasa, hogy adott esetben melyik helyzettel allunk is

szemben.

Tumor onszoras

A tumor 0nszoras jelenségét emlorakban eddig csak egér kisérletekben igazoltak, ott viszont
Kim és mtsai munkaja soran feltarasra kertiltek azok a gének; IL-6, IL-8, FSCN1 és MMP1,
melyek az 6nszoras funkcidjanak beteljesitéséhez (hogy a dagantos szovet vonzza a keringd
tumorsejteket, illetve, hogy azok is felismerjék és célként tekintsenek a daganatszdvetre)
fontosak.!% Eredményeik szerint az onszorasnak emlérakban is Kiemelt szerepe van a
daganatos progresszidban, melynek mélyebb megismerése a folyamatbe vald beavatkozas,

esetleges jabb célzott terapidk lehetdségét hordozza.

Genomikai eltérések evolucioja

Arra szamitottunk, hogy a “kés6i” SNV-k és CNA-k szamanak novekednie kell, ahogy a
tavoli attétek fejlodnek, €s tovabb mdodosulnak Ennek alapjan adhato egy koriilbeliili becslés
annak az id6tartamnak a hosszarol, mely eltelt azota, hogy az egyes elvaltozasok elvaltak a
kozos Ostdl. Valoban, pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a teljes tulélés és az atlagos
normalizalt filogenetikus aghosszak kozott. Ezt magyarazhatja az a tény, hogy a no. 8 €s no
4.paciensek a diagnéziskor mar metasztatikusak voltak és hozzajuk hasonléan a no 9.
betegnél is igen rovid DFS és OS értékeket talaltunk. Ezzel szemben no 15., no 7. és no. 14.
pacienseknél, akiknél a tavoli attétek tobb, mint 4 évvel a primer diagnodzis utan jelentkeztek,
a késoi “genomikai” eltérések mértéke Osszemérhetd volt a betegek talélésevel. Ezek az
eredmények, melyek a varakozasoknak megfelelnek, arra utalnak, hogy a hosszabb

betegségtorténettel rendelkezd paciensek esetében az attétek genetikailag tavolabb allnak a
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kozos Ostdl vagy a primer szdrmazasi tumorszdovettdl, mint a rovidebb betegségtorténettel
rendelkez6 esetek. ElImondhat6 tehat, hogy mind immunhisztokémiai, mind genetikai szinten
kimutattuk, hogy minél hosszab 1d6 telik el a primer tumor €s a tavoli attétek kialakulasa

kozott, azok annal nagyobb mértékben kiilonboznek a primer tumortol.

Egyre tobb bizonyitékot talalunk az irodalomban a kezelés indukalta genomikai atalakulassal
kapcsolatban®128-134 fgleg az ESR1 és a PTEN eltérések esetén, melyek az endokrin terapiara
¢és a PI3K-inhibitorokra kialakul6 rezisztenciaban jatszhatnak szerepet. Vizsgalatunkban az
5 ER pozitiv beteg koziil 4 részesiilt aromataz inhibitor kezelésben, azonban attéteikben nem
tudtunk ESR1 mutaciot kimutatni. PI3K kezelést egy beteg sem kapott, igy az ezzel

kapcsolatos rezisztencia mechanizmusokat nem tudtunk vizsgalni.

A metasztatikus genomot alakitd genomikai alteraciok vizsgalataval nyert, eddig kevéssé-
vagy egyaltalan nem ismert adatok révén Uj betekintést nyerhettiink az eml6rak
disszeminacios mintazataba, melynek Iényeges, a klinikai gyakorlatot érinté kovetkezményei

lehetnek:

1. Eredményeink alapjan a korai, radikalisan eltavolitott emlérakokban a kaszkadszer(i

attétképzés a disszeminaci6 {6 utja.

2. Eldrehaladott stadiumu primer tumorok a diagnoziskor nem tekinthetéek
reprezentativnak a betegség egészét tekintve (azaz az attétes betegség vizsgalatara),
mely a lehetdseg szerint tobb attétes depozitbol valé mintavétel fontossagat hiizza

ala.

A kozelmult technikai vivmanyai, mint pl. a keringd tumor DNS vizsgalata®™® esetleg
lehetGséget biztosithatnak a mikrometasztatikus betegség korai diagnozisara a klinikailag
detektalhato rekurrencidk megjelenése eldtt, €s talan jobban detektalhato altaluk a betegség
heterogenitasa is, mely segithet a legmegfelelobb terapias opciok kivalasztasaban. A
genomikai eltérések egyedileg azonositjak az emlérak metasztazisait etiologiai nézépontbal,
mar “csak” a terapias lehetdségeket kell azonositanunk, melyekkel hatékonyan felléphetiink

veliik szemben.
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Eredményeink és a daganatos progressziot vizsgald egyéb munkacsoportok kdzelmultbeli
eredményei alapjan egyértelmi, hogy a tavoli attétek jelentés mértékben kiilonboznek a
primer tumoroktol, melyekbdl szarmaznak. Genetikai vizsgalatok is alatamasztjak, hogy a
primer tumorok a disszeminaci6 soran a mutaciok és a genetikai eltérések egy jelentds részét
megorzik az attétekben, azonban a metasztazisokban mar egyéni progresszio folytatodik,
nagy részben halmozddnak fel 0j eltérések®’. Eredményeink alapjan megfontolandd lenne
tobb tavoli attétbol valdo mintavétel, amennyiben ez kivitelezhetd, ennek kiillondsen nagy
jelentdsége lenne az 1j, célzott terapiakat hasznalo klinikai vizsgéalatokban. Valoszinlileg a
kozeljovében Osszetettebb markerek, gén- és fehérjeexpresszion alapuld landscape-ek
vizsgélata fogja eldsegiteni a progredialdé metasztatikus emldrdkban szenvedd betegek
kezelését. A tavoli attétekbdl vald gyakoribb mintavétellel illetve rapid autopszids biobank
segitségével jobban megérthetjiikk az emldrdk progresszidjat és hatékonyabb beavatkozési

modszereket is azonosithatunk.
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V1. MEGALLAPITASOK

VI.A Immunhisztokémiai vizsgalatok

1.

A Luminalis csoportba tartozo primer tumorok jellemzéen tobb tavoli szervbe adtak

attétet, mig a TN daganatok kevesebb szervet érintettek.

A tavoli attétek szignifikansan kiilonboztek a primer tumoroktdl az immunfenotipus
tekintetében. A progresszio soran a primer 1éziok leggyakorabban a PR-, majd az ER

expressziot vesztették el egy vagy tobb attétben.

A Luminalis tipusu, heterogén attétekkel rendelkez6 primer tumorok esetén jellemzd
volt, hogy azon attétekben tortént HR vesztés, melyek a betegség progresszidja soran

kés6bbi idépontban alakultak ki.

Az ER vesztés a has+kismedence, mig a PR vesztés a hastkismedence mellett a
mellkasi metasztazisokban is szignifikansan magasabb aranyban fordult eld. A
szervrendszereket vizsgalva a gasztrointesztinalis traktus 4ttéteiben jellemzd volt az
ER és PR vesztés is, mig a 1égzdrendszeri attétekben csak PR vesztést detektaltunk.
A szerveket kiilon vizsgalva megfigyeltik, hogy a HR vesztés a maj- és a

tiiddattétekben volt jellemzd.

Statisztikailag szignifikans valtozas a Ki67 statuszban kizardlag a csontattétekben
fordult el6, melyekben alacsonyabb Ki67 index értékeket detektaltunk a primer

tumorokhoz viszonyitva.

A betegek tavoli attétei nem kiillonboztek szignifikdnsan egymastol az
immunfenotipus szempontjabol. Néhdny paciensnél azonban eléfordult egy eseten
beliili immunfenotipus heterogenitds az attétekben: eredményeink alapjan minél
hosszabb 1d6 telt el az alapbetegség diagndzisdnak idOpontja és az adott attét
kialakulasa kozott, annal inkabb eléfordult, hogy az attét mar nem expresszalta a

primer tumorban illetve a korabban megjelent attétben detektalt hormonreceptort.
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7. A talélés vizsgalatakor hosszabb DFS és OS értékeket talaltunk a diszkordans esetek
csoportjaban (azaz akinél a immunfenotipus valtozott a betegség progresszidja

soran).

VI1.B Szomatikus mutaciok €s kopiaszam eltérések elemzése

8. A metasztazisok klonalis kapcsolatban voltak egymassal, €s olyan sejtekbdl eredtek,
melyek a betegség kiilonbozd fazisaiban disszeminalddtak a primer tumorokbol.
Ennek megfeleléen bizonyos aranyban hordoztdk a parentélis sejtek genetikai

jellemzdit, majd ezek mellé felhalmoztak a sajat privat eltéréseiket.

9. Leirtuk SNV-kben a mutaciok reverzidjat, melyek hatterében LOH jelensége allt,

ezzel bizonyitottuk, hogy “back mutation”-ok eléfordulhatnak.

10.  Megalkottuk a metasztatikus prekurzor fogalmat. Eredményeink arra utalnak, hogy a
korai stddiumban diagnosztizalt emldtumoros betegek esetében, akik kurativ célu
tumoreltavolitason estek at, valosziniisithetden a metasztatikus prekurzoron keresztiil

torténd, kaszkadszerli disszeminacid az attétképzés f6 utja.

11.  Néhany esetben a primer tumorbol tobb blokk is rendelkezésre allt, ezek egy részében
a primer tumor egy bizonyos régidja genetikailag kozelebb allt az attétekhez, mint az

egy¢b teriiletek.

12.  Vizsgalatunkban azon esetekben, melyek IV. stddiumban keriiltek diagnosztizalasra
¢és a primer tumor eltavolitdsa nem tortént meg, a primer tumorbdl tobb, kiillonbdzo

szorasi eseményt azonositottunk.

13. Igazoltuk, hogy emlérakban is eléfordul a tumor 6nszoras jelensége, azaz, az egyik
attétbol elinduld metasztatikus sejtek horizontalisan Wijra szérhatnak egy mar attétes

szovetet.

14.  Két betegiink esetében fordult el6 metakron ellenoldali emlétumor, mindkettdnél

klonalis kapcsolatot tudtunk kimutatni az eredeti primer tumor és az ellenoldali tumor
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kozott, amely arra utal, hogy a késobb kialakult, ellenoldali emlérak az elsé tumor

attétének feleltek meg.

A normalizalt filogenetikai adgak hossza korrelalt az OS értékekkel, azaz azon
betegeknél, akiknél az evolucios valtozasok tobbsége a filogenetikai fa torzsén, koran
alakult ki, rovidebb teljes tulélést tapasztaltunk. Azon pacienseknél, ahol hosszabb
DFS utan alakultak ki tavoli attétek, a metasztazisok genetikailag tavolabb alltak a

“koz06s 0stol” illetve a normal szdvettdl, melybdl kialakultak.
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VII. KOVETKEZTETESEK

A primer tumorok ¢és tavoli attéteik vizsgalata kiemeleten fontos kérdés, kiilondsen olyan
daganatoknal, melyeknél a betegség lefolyasa altaldban idOben hosszu folyamat, igy
emldrakok esetén is. Vizsgélatainkban egyediilallo mddon egy betegbdl tobb tavoli attétbol
szarmazd minta allt rendelkezésiinkre, igy betekintést nyerhettink az emlérak

progresszidjanak mélyebb Osszefliggéseibe.

Eredményeink alapjan a tavoli attétek jellemzden kiilonbéznek a primer emlétumoroktol.
Fehérje expresszid (immunhisztokémiai fenotipus) szintjén elsdsorban a PR, ennél ritkdbban
az ER vesztés fordul eld. A kozelmult eredményei alapjan az ER+PR- statusz kedvezdtlenebb
prognoézisra utal, mint az ER ¢és PR egyidejli pozitivitasa, mivel elébbi esetekben rosszabb a
terpia fontos részét képezd ER antagonistak hatdsa'®®. A TN tumorok agresszivabb
viselkedése is jol ismert, ennek megfeleléen a Luminalis A — Luminalis B - TN fenotipus
valtas a progresszi6 logikus Utja, mely akar egy adott betegségen beliil is megjelenhet, mint

ahogy ezt a heterogén attétekkel biro esetkben lattuk.

A HR vesztést a maj- és tiid6 attétekben detektaltunk szignifikans mértékben. , melyben
fontos szerepet jatszhat, hogy ezen lokalizaciokban rendelkeztiink a legnagyobb szamu tavoli

attéttel.

Annak a jelenségnek, hogy a HR+ elvaltozasok jellemzden tobb tavoli szervbe adtak attétet
egyik lehetséges magyardzata, hogy a betegség lassabb lefolyasu, terapiaval jobban korddban
tarthato, igy a daganatsejtek tobb tavoli szervbe eljutnak. Ezzel szemben a TN betegségre
agressziv klinikai lefolyas és rovidebb DFS és OS jellemz0, ezeknél a pacienseknél kevesebb

tavoli attéttel érintett szervet talaltunk.

A mintak genetikai vizsgalata soran az attétképzés két o utjat azonositottuk. Korai
emlorakok esetén, melyeknél a primer tumor eltavolitasra keriilt a tavoli attétek egy un.
“metasztatikus prekurzorbol” szdrmaztak és kaszkadszerlien jottek létre egymds utan a
tovabbi 1éziok. Ezzel szemben azon pécienseknél, akiknél IV. stddiumban diagnosztizaltak a
betegséget ¢s a primer daganat nem kertiilt eltdvolitasra, a daganatsejtek tobb kiilonbdzo

szorasi folyamat soran tavoztak az emldbdl és hoztak 1étre tavoli attéteket. Ennek alapjan
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definialhaté egy olyan betegcsoport (jellemzéen LuminalisA altipusu, kis tumortdmeggel,
leginkabb szoliter csontattéttel birok), akiknél eldrehaladott stadiumban diagnosztizalt
betegség esetén is elonyt adhat a primer tumor eltavolitdsa. A primer tumor
heterogenitdsanak fontossagara hivja fel a figyelmet, hogy néhany betegiink esetében az
egyes attétekben a primer tumor kiilonb6z6 régidira jellemzd daganatos klonok dominaltak.
Human mintdban eldszor igazoltuk azt, hogy emlérdkban is eléfordul az 6nszoras jelensége,
melynek Kiemelt szerepe van a betegség progresszidjaban, heterogenitasanak fokozasaban,

emellett ) terapias célpontok megtalalasahoz is hozzajarulhat.

A filogenetikai fak vizsgalata alapjan azon betegek esetében, akiknél hosszabb DFS utan
alakult ki metasztatikus betegség, a vizsgalt attétek genetikailag jobban kiilonboztek a

kiindulasi szovettol, az eltelt hosszabb 1d6 alatt tobb mutaciot halmoztak fel.

Eredményeink alapjan a tavoli attétek genetikai és fenotipus szinten is kiillonboznek a primer
emlétumoroktol, melyekbdl szarmaznak, és a betegség progresszidja soran tovabbi, egyéni
eltéréseket halmoznak fel. Leirtuk, hogy a korai és a kés6i emldrdkokban eltérd a
metasztatazisképzés folyamata, megalkottuk a metsztatikus prekurzor fogalmat és elséként
bizonyitottuk human emlérdkban a tumor 6nszoras jelenségét. A fentiek kdzvetlen hatassal

vannak a napi klinikai gyakorlatra, amennyiben:

I ajanlott a tavoli attétekbdl szovetminta vétele (a metasztatikus betegség

diagnodzisakor, illetve hosszabb PFS iddszakokat kdvetden),
ii. lényeges a metakron kontralateralis emlétumorok mélyebb vizsgélata,

iii.  jol definialt betegcsoportban kedvezd lehet az elérehaladott stadiumban

diagnosztizalt betegek esetében is a primer tumor sebészi eltavolitasa.
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VIl OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A primer emlétumorok €s tavoli attéteteik kozotti kiillonbségek jelenléte ma mar
elfogadott biologiai tény. Célunk tobb tavoli attéttel rendelkezd eset elemzése volt az
immunhisztokémiai (IHC) fenotipus €s a genetikai jellemzdk szintjén. Médszerek: 25 beteg
23 kiilonféle szervbe adott, Osszesen 90 tavoli attétét és primer tumorait elemeztiik
retrospektiven, autopszids mintakon. A prediktiv és prognosztikai faktorokat IHC festett
metszeteken vizsgaltuk, 10 esetben teljes exom szekvenalast és kopiaszam analizist
végeztiink. Eredmények: Az IHC fenotipus tekintetében a tavoli attétek hasonlitottak
egymasra ¢és jellemzden kiilonboztek a primer tumortol. 3-1épcsds csoportositasi modszert
alkalmazva a primer tumorok hasi régioba adott attéteiben ER és PR, mig a mellkasban PR
vesztés volt jellemzd. A gasztrointesztinalis traktusban ER és PR, mig a 1égzérendszerben
PR vesztést detektaltunk. Az egyes szerveket kiilon vizsgalva a majban ER és PR, mig a
tiidoben a PR vesztést tapasztaltunk. A Ki67 expresszid a csontattétekben szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult a primer tumorokhoz képest. Heterogén IHC profila tavoli
attétekkel rendelkezd betegek esetében minél hosszabb DFS utan jelent meg egy 4ttét, annal
nagyobb valoszinliséggel volt a primer tumortol eltéré IHC profilja, a hosszabb OS-sel bird
betegeknél nagyobb eséllyel alakultak ki diszkordans attétek. A genetikai szintli vizsgalatok
soran a betegség progresszidjanak két modjat taldltuk; korai stddiumban diagnosztizalt
esetekben a tavoli attétekbOl szarmazo mintak monoklonalis eredetiek voltak, k6zos
metasztatikus prekurzorbol szarmaztak. Ezzel szemben az eldrehaladott stadiumban
diagnosztizalt esetekben tobb metasztatikus klont is azonositottunk. Igazoltuk, hogy
emldrakban is eléfordul az Onszoras jelensége, illetve klondlis kapcsolatot talaltunk a
metakron kontralaterdlis és a primer tumorok kozott. Kovetkeztetések: A tavoli attétek
immunprofilja kiilonbozhet a primer tumorokétol, mely a kezelésre adott valaszban is
megnyilvanulhat. A korai és eldrehaladott stadiumban diagnosztizalt emlérakok esetében
kiilonboz6 attétképzési mechanizmusok fordulnak eld. Indokolt a metakron kontralateralis
emlétumorok genetikai szintli vizsgalata, valamint az eldrehaladott stddiumban
diagnosztizalt betegek bizonyos csoportjaiban a primer tumor eltavolitdsa meggondolando,

mivel ezzel feltehetden a metsztatikus disszeminacid csokkenthet6.
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IX. ABSTRACT

Introduction: Differences between primary breast cancers (PBC) and corresponding distant
metastases (M) has been accepted as an inherent biological feature rather than technical fault.
Our aim was to study autopsy cases with multiple distant metastases on phenotypical,
histopathological and genetic level. Methods: We retrospectively analyzed the
immunohistochemical phenotype and histopathological features of 25 PBC and 90 M in 23
organs. In 10 of the 25 cases we used phylogenetic techniques on data generated using whole-
exome sequencing and copy number profiling to infer the evolutionary history of breast
cancer progression. Results: Phenotypically, M were more similar to each other and often
differed from the PBC. We created a 3-step grouping system based on the localization of M.
Tumors metastasizing to the abdominal region were likely to lose ER; we detected loss of
PR in M to the thorax and abdomen. Loss of ER and PR was observed in M to the
gastrointestinal system, in the respiratory system only the loss of PR was significant. The
PBCs were likely to lose ER and PR in liver M. In lung M only loss of PR was apparent.
Significant Ki67 labeling index change occurred only in bone M compared to the PBC. In
patients with heterogeneous immunoprofiles in M the later the M was discovered the more
likely it had a differing IHC profile compared to the PBC: patients who had longer OS had a
higher chance to develop a discordant M. We observed two modes of disease progression. In
patients diagnosed with early breast cancer, all M clustered on a branch separate from their
primary cancer, clonal frequency analyses of somatic mutations showed that the M have a
monoclonal origin and descend from a common ‘metastatic precursor’. In cases diagnosed
with advanced stage disease multiple M were seeded from different clones present within the
PBC. We showed that a M can be horizontally cross-seeded and metachronous contralateral
breast tumors can represent a metastatic deposit of the PBC. Conclusions: Immunoprofile of
M may differ from PBC and from each other, probably resulting in different response to
therapy. Metachronous contralateral breast cancers can be metastatic deposits, therefore
genetic testing of the tumors is advisable. Early and late stage breast cancers have different
modes of disease progression. In patients diagnosed with stage IV. disease the surgical
excision of the PBC might reduce metastatic dissemination in selected cases.
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Abstract Phenotypical change in metastatic breast carci-
noma has widely been accepted as an inherent biological
feature rather than technical fault. We analyzed the
immunohistochemical phenotype and histopathological
features of 25 primary breast carcinomas and 90 corre-
sponding distant metastases in 23 organs retrospectively.
Histological slides were reviewed for prognostic and pre-
dictive factors. Overall, metastases were more similar to
each other and often differed from the primary tumor. We
created a 3-step grouping system based on the localization
of metastases. Regions: tumors metastasizing to the
abdominal region were likely to lose ER (p = 0.002); we
detected loss of PR in metastases to the thorax (p = 0.039)
and abdomen (p < 0.001). Organ systems: loss of ER and
PR was observed in metastases to the gastrointestinal
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system (p = 0.026 and p = 0.001, respectively), in the
respiratory system only the loss of PR was significant
(p = 0.05). Individual organs: the primaries were likely to
lose the hormone receptors in liver metastases (ER
p = 0.026; PR p = 0.004). In lung metastases only loss of
PR was apparent (p = 0.049). We did not observe signif-
icant change in HER2 status, regarding Ki67 change
occurred only in bone metastases compared to the primary
(p = 0.048). 7/25 patients’ distant metastases had hetero-
geneous immunoprofiles. The later the metastasis was
discovered the more likely it had a differing IHC profile
compared to the primary tumor, patients who had longer
OS had a higher chance to develop a discordant metastasis.
Immunoprofile of metastases may differ from primary
breast cancer and from each other, probably resulting in
different response to therapy.

Keywords Breast cancer - Metastasis -
Immunophenotype - Subtype - Autopsy - Survival

Abbreviations

BC Breast cancer

CNS Central nervous system

ER Estrogen receptor

PR Progesterone receptor

FISH Fluorescence in situ hybridisation

HER2  Human epidermal growth factor receptor 2
IHC Immunohistochemistry

LumA  Luminal A

LumB  Luminal B

TN Triple negative

TNBC  Triple negative breast cancer

CT Chemotherapy

RT Radiotherapy

LN Lymph node
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Introduction

Breast cancer (BC) is a major health problem, as it occurs
in 1 out of 8 women and it is the leading cause of cancer
death in women. According to European epidemiological
data, the mean 5 year survival for BC is 81.8%, which is
higher if BC is diagnosed at early stage [1, 2]. BC related
mortality is nearly always due to metastatic disease. The
risk of developing a stage IV disease is around 30% during
the lifetime of a patient initially diagnosed with early BC
[3]. Autopsy is the gold standard to definitively determine
total metastatic disease burden [2] and enables to gain
tissue samples from all distant metastatic sites.

The expression of hormone receptors (ER and PR) and
HER?2 status together with the Ki67 labeling index are the
cornerstones of subtyping breast carcinoma cases into the so
called surrogate (biological) subtypes in the routine setting.
This immunohistochemical classification has significant
prognostic and predictive role in the everyday medical
oncological practice [4]. Based on immunophenotype, breast
cancers can be classified into Luminal A-like, Luminal B-
like—HER?2 negative, Luminal B-like—HER?2 positive,
HER? positive and triple negative subgroups [5, 6]. The
change in hormone receptor (HR) status of primary breast
cancers in corresponding distant metastases has been a fre-
quently addressed question in recent years but the suggestion
emerged as early as 30 years ago [7, 8]. Regarding HR
expression, most studies detected differences between the
primaries and the metastases, with a few exceptions [9, 10].
The reported discordance rate is the highest concerning PR
(20-50%) and the lowest is regarding HER2 (13.6-13.9%)
status, while for ER it remains around 10-30% [11-15].

Some studies addressed the question whether the dif-
ferent metastases from the same primary tumor vary as
compared to each other regarding their gene expression
profile [16] or immunophenotype, which has a great
influence on treatment decisions that can prevent or delay
further progression of the disease. In a recent autopsy
study, authors found expression of ER concordant of all
metastases only in 56.4% of the cases that is a higher rate
of receptor loss compared to non-autopsy studies. They
detected a significant loss of ER in lung or pleura, bone,
liver and non-axillary lymph nodes (LNs) [17].

As it is commonly seen in clinical practice, the effect of
systemic treatment may differ between metastases in the
same patient. This effect can be caused by differences in
drug absorption or individual barrier mechanisms of the
organs, but also might be interpreted as a difference
between each metastasis resulting from the clonal evolu-
tion phenomenon during the progression of the disease
[18]. In the recent publication of Murtaza et al. circulating
tumor DNA (ctDNA) was analyzed in a metastatic breast
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cancer patient multiple times during the course of the
disease. They found different treatment responses across
metastases that were reflected by ctDNA [19]. Brastianos
et al. studied 86 primary tumors (21/86 breast, 38/86 lung
and 10/86 renal cancer) and corresponding brain and
extracranial metastases with whole-exome sequencing. By
genomic analysis they found that brain metastases of a
corresponding primary were homogenous, but differed
from the primary tumor and other distant metastases [20].

Ogba et al. in preclinical models demonstrated that
injected homogenous ER positive luminal BC cells can
generate heterogeneous metastases with a significant pro-
portion of non-proliferating ER negative (thus chemo- and
hormone therapy resistant) cells and that those subpopu-
lations can exhibit divergent proliferation rates later [21].

A few rapid autopsy studies [22, 23] and only one large
retrospective study were published (the work of Cummings
et al. mentioned above) recently, as autopsies are not per-
formed as frequently as they used to be before [24-26].

Therefore, our present work is one of the few studies
aiming at providing a closer insight into the metastatic process
of breast cancer through examination of immunophenotypes
of multiple metastases originating from breast cancers.

Patients and methods
Clinical information

We reviewed the autopsy database of the 2nd Department of
Pathology, Semmelweis University following the permis-
sion of the Institutional Review Board (IKEB #185-1/2007).

Of the 97 deceased metastatic breast cancer patients who
underwent autopsy in our institution between 2001 and
2014, 25 met all our inclusion criteria: female, primary
invasive breast cancer, distant metastatic disease, available
representative samples of all detectable tumor locations,
accurate clinical information. The time span of initial
diagnosis of primary breast cancer was from 1991 to 2012.
Eighteen patients had clinically diagnosed bone metas-
tases; however we had samples from this localization in 7
patients (1/11 had a complete response to therapy in the
bone metastasis and in 10/11 cases bone metastases were
not investigated during autopsy). Clinical information (age
at diagnosis, year of diagnosis, treatment history) were
extracted from the patient’s medical records.

Pathological, immunohistochemical (IHC)
and fluorescence in situ hybridization (FISH)
analysis

Our study is retrospective, using the samples of routine
surgical and autopsy practice. In patients who received
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neoadjuvant therapy, the assessment of the primary tumors
was performed on pretreatment biopsies and on the post
treatment surgical specimen as well. If the patient did not
receive neoadjuvant treatment, we assessed the surgical
specimen only and did not analyze the diagnostic biopsies.
In the case of patients who did not go through surgical
removal of the primary tumor, the breast cancer was
sampled during autopsy, if it was present.

The period between the time of death and acquisition of
autopsy samples was median 70 h (range 41-127 h),
50.8 h on average. Between the time of death and the
autopsy the cadavers were stored at +4 °C. During the
autopsies, complete external and detailed internal exami-
nation was performed. The organs were thoroughly
examined and weighed and tissue samples were taken from
all detectable metastatic deposits and from the primary
tumors and axillary LNs if present at the time of autopsy.
All tissue samples were fixed in 10% buffered formalin and
embedded in paraffin. All bone metastasis samples were
decalcified using EDTA solution to preserve the anti-
genicity of tissue proteins. The hematoxylin and eosin (HE)
stained sections were reviewed by BSz, AMSz and JK to
confirm the presence and percentage of invasive carcinoma
in the samples and other tissue content, we excluded
samples with serious post-vital impairment. The FFPE
blocks of previously removed corresponding primary
tumors and axillary LNs were collected from various
centers in the country (see acknowledgement).

The stage of primary tumors was reclassified according
to the 7th Edition of the TNM classification system [27].
IHC reactions and fluorescence in situ hybridization (FISH)
were performed on 4 pm thick tissue sections. HR and
HER?2 expression were detected by IHC on all samples
using an automated immunostainer system (Ventana
Benchmark XT, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
according to the manufacturer’s instructions with the fol-
lowing antibodies: ER (SP1) (rabbit monoclonal, Ventana
#790-4324), PR (1E2) (rabbit monoclonal, Ventana #790-
2223), HER-2/neu (4B5) (Ventana #800-2996). HR status
was assessed using the Allred/Quick scoring system [28]
by two investigators independently (AMSz and BSz). The
Ki67 labeling index [Ki67 (MIB1) (DAKO #M7240,
Carpinteria, CA, USA] was given as the ratio of the posi-
tive tumor cell nuclei within the tumor area. HER2 posi-
tivity was primarily defined at protein level using IHC and
supplemented by FISH utilizing Poseidon Repeat-Free
probes (Kreatech Diagnostics, #KBI-10735, Amsterdam,
The Netherlands). The HER2 IHC was evaluated according
to the 2013 ASCO/CAP guidelines (i.e. positive by THC
only if more than 30% of tumor cells show strong, com-
plete membrane reaction) [29]. HER2 FISH was performed
on samples with IHC 2+ and 3+ for the evaluation of
HER2 gene amplification status. FISH reactions were

evaluated according to the 2013 ASCO-CAP HER?2 Test
Guideline Recommendations: non-amplified if the HER2/
CEL17 ratio is less than 1.8, equivocal if the HER2/CE17
ratio is between 1.8 and 2.2, and amplified if the HER2/
CEL17 ratio is above 2.2 [30]. Breast cancers were catego-
rized into subtypes based on the St. Gallen International
Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast
Cancer 2013 [6]; Luminal A-like [ER+, PR+, HER2— and
low Ki67 score], Luminal B like—HER?2 negative [ER+,
HER2—, and at least one of: PR— or low, high Ki67 score
(>20%)] Luminal B like—HER?2 positive (ER+, HER2+
with any Ki67 and any PR), HER2 positive (ER—, PR—,
HER2+) and triple negative (ER—, PR— and HER2-)
subgroups.

Statistical analysis

Data on patients’ past medical and treatment history were
collected in Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond,
WA, USA). Statistical analysis was performed using IBM
SPSS Statistics Version 21 software (IBM Corp., Armonk,
NY, USA). Non-parametric data (ER, PR, HER2, tumor
subtype) of the tumors of the same patient were compared
with Wilcoxon Signed Ranks Test, and the Mann—Whitney
U test was used to compare similar data of metastatic
locations to each other. For parametric values (Ki67)
paired-samples ¢ test and independent-samples ¢ test were
utilized. All statistical tests were two-sided; p values of less
than 0.05 were considered significant.

Results

Altogether 25 patients with primary tumors and 90 corre-
sponding distant metastases (from 23 individual organs)
were evaluated. Distant metastases were detected between
0 and 168 months after primary breast cancer diagnosis.
Patients’ demographics and clinical characteristics are
presented in extended data Table 1.

Characterization of primary tumors

The great majority of the cases (80%) were infiltrating
ductal carcinomas (IDC), we detected 2 cases of infiltrating
lobular carcinoma (ILC) and pleomorphic ILC (8% both).
According to the 25 primary tumor subtypes 8 were TNBC,
1 was HER2 positive subtype, 7 were LumA and 9 were
categorized as LumB: 6 LumB-like HER2 negative and 3
LumB-like HER2 positive. Six of 25 tumors were highly
proliferating, with a Ki67 score higher than 20%, whereas
the mean of Ki67 score was 17.67%. Most of the primary
tumors were poorly differentiated, we detected fewer grade
2 and 1 cases (68 vs. 12 vs. 16%). The most frequent
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Table 1 Difference of ER, PR

and Ki67 status in the regions, Region Organ system Organ
organ systems and organs Primary
compared to the primary tumor
ER
CNS p = 0.268 Dura
Brain
Thorax p = 0.190 Respiratory system p = 0.304 Lung p = 0.227
Pleura p = 0.829
Others Aorta wall
Oesophagus
Thyroid gland
Soft tissue
Distal LN

Abdomen p = 0.002

Bone p = 0.281
Skin

PR
CNS p = 0.075

Thorax p = 0.039

Abdomen p = 0.000

Bone p = 0.054
Skin

Gastrointestinal p = 0.026
Gynecological p = 0.123

Urological p = 0.095

Peritoneum
Distal LN
Spleen

Dura
Brain

Respiratory system p = 0.05

Others

Distal LN
Gastrointestinal p = 0.001

Gynecological p = 0.054

Urological p = 0.142

Peritoneum
Distal LN
Spleen

Liver p = 0.026
Ovarium

Uterus

Vagina
Parametrium
Adrenal gland
Kidney

Bladder

Lung p = 0.049
Pleura p = 0.829
Aorta wall
Oesophagus
Thyroid gland

Soft tissue

Liver p = 0.004
Pancreas
Stomach
Ovarium

Uterus

Vagina
Parametrium
Adrenal gland
Kidney

Bladder
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Table 1 continued Region Organ system Organ
Ki67
CNS p = 0.631 Dura
Brain
Thorax p = 0.345 Respiratory system p = 0.372 Lung p = 0.251
Pleura p = 0.933
Others Aorta wall
Oesophagus
Thyroid gland
Soft tissue
Distal LN
Abdomen p = 0.216 Gastrointestinal p = 0.213 Liver p = 0.212
Pancreas
Stomach
Gynecological p = 0.295 Ovarium
Uterus
Vagina
Parametrium

Bone p = 0.048
Skin

Urological p = 0.322 Adrenal gland

Kidney
Bladder
Peritoneum
Distal LN
Spleen

Bold highlighted represent the locations where the difference in receptor or proliferation status between the
primary tumor and the metastasis showed significant correlation. The method how the organs were grouped
to organ systems and those to body regions is also shown

metastatic sites in general were liver, lung, non-axillary
LNs and bone (Fig. 1).

By analyzing the metastatic sites based on the primaries’
subtypes, the TNBCs were most likely to metastasize to the
liver and lung (88 and 50%, respectively) but did not dis-
seminate to the bones. The LumA subtype tumors pro-
gressed mostly to the liver and lung (71 and 57%,
respectively), but bone metastases were also frequent
(43%). Liver metastases were frequent in the LumB group
as well (78%). All primaries that metastasized to the
skeletal system were HR positive. HR positive tumors
metastasized to multiple organs in the body, whereas
TNBCs characteristically invaded 2-3 different organs
only (mostly liver and lung). The most frequently seen
change of subtype from LumA primary to LumB or TN
metastases as the result of HR loss. LumB primary breast
tumors were more likely to preserve the immunophenotype
in the corresponding metastases, although in half of the
cases one or more metastases were TN. The 16 HR positive
tumors had distant metastases in 69, the 8 TNBC cancers

had metastases in 18 different locations (Fig. 1). Four of
the 25 patients had metastatic disease localized to one
organ only, 3 of them had liver-, 1 had lung involvement.
Only one of our patient had a local recurrence that was TN
subtype just like the corresponding primary.

Immunophenotype of primary tumors vs. metastases

In 12/25 cases the distant recurrences retained the
immunophenotype of the primary tumor, there was no loss
or gain of receptor expression. In 13/25 change in
immunophenotype in the metastases was detected.

From the 16 patients who had an ER positive primary,
10 (62.5%) lost ER expression in one or all metastases. Out
of these 16 patients, 11 expressed PR in primary tumors as
well. Compared to the primaries, a significant change of PR
status was detected; in 10/11 cases (90.9%) loss of PR was
noted in one or all corresponding metastases. The median
of the Allred/Quick scores of the primary lesions that lost
HR in the metastases were lower compared to those that
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Fig. 1 Subtype of primary tumors, local recurrences and distant Every column marks a localization, where tumor was found (primary
metastases. Patients indicated with their case number (/-25) are listed lesions, post therapy specimens, local recurrences, metastases). Intra-
by the subtype of the primary tumor, marked with color coded boxes. patient and inter-patient summaries are presented to help understand-
Every line marks a patient, colorful boxes are the actual samples, grey ing. (Color figure online)

boxes mean the patient did not have a tumor in the marked location.
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did not lose HR (ER med 6 vs. 7, PR 5 vs. 8), although, the
difference did not reach significance (p = 0.298 and
p = 0.117, respectively).

We had 4 patients with HER2 positive primary disease,
2 of which lost HER2 expression in distant recurrences in
this group. Gain of receptor (HR or HER2) was not seen in
distant recurrences of TNBCs.

To further study the question of receptor loss, we
reviewed biopsies/surgical specimens from the distant
metastases (we found 4 cases with HR positive primaries
where this information was available) and compared their
immunophenotype to the autopsy samples’. In 3 of the 4
patients the change of immunophenotype was already
detected on the biopsy sample, we validated this finding on
the metastases. In 1 case the primary tumor was LumB
HER2+, 4 years later local recurrence was HR—, HER2+,
10 years later biopsy of the liver metastasis revealed a
LumB HER2+ (ER Q-score 3), the patient passed away
after 11 years of follow up, we detected all the metastases
HER2+, HR—. One of the patients diagnosed as metastatic
had a HR+ primary tumor, received multiple lines of
treatment, based on the autopsy samples the primary tumor
remained the same, while one metastasis lost PR, others
kept the immunophenotype of the primary tumor.

From the 16 patients, who had an ER positive primary
tumor 9 received endocrine treatment during the history of
the disease; 7/9 patients lost ER and 7/7 who had a PR
positive primary lost PR in at least one of the metastases.
From the 7 patients who did not receive endocrine treat-
ment (declined it, or was treated with chemotherapy) 3/7
patients did not lose HR, 3/7 patients lost ER and PR, 1/7
patient lost PR only in at least one of the metastases. We
did not detect statistically significant correlation between
endocrine treatment and loss of ER and PR (p = 0.225 and
p = 0.57 respectively).

To analyze the distant metastases in more detail we
formed a 3-step grouping system based on the localization
of the metastases (local recurrences, soft tissue and thyroid
gland metastases were excluded from this analysis; non-
axillary LNs were ranked based on their anatomical
localization). First we grouped the metastases in five major
regional groups: central nervous system (CNS), thorax,
abdomen, bone and skin. Second, we divided the metas-
tases to various organ systems, and third, we analyzed the
metastases in each organ individually (Table 1).

Based on immunophenotype there were no differences
between the groups of metastases compared to each other
at any of the steps mentioned above, meaning that the
distant recurrences based on localization are very similar to
each other (Extended data Table 2).

i. When we studied the diversities between primaries
and regions of metastases, we found that tumors

were most likely to lose ER expression while
metastasizing to the abdomen. Loss of PR expression
was detected in thoracic and abdominal metastases
also.

ii. Regarding organ systems, loss of ER and PR
expression was detected in metastases of the gas-
trointestinal system. In the respiratory system only
the loss of PR expression was significant.

iii. While comparing the primary tumors with their
corresponding distant metastases by each organ
individually, we observed that the primary tumors
were likely to lose HR expression in the liver and
lung (Table 1).

Statistically significant change in Ki67 expression was
seen only in bone metastases; HER2 status remained
unchanged in the above mentioned locations.

Immunophenotypical discrepancies
among metastases

While analyzing the various metastases we have observed
that the metastases of 18/25 primary cases were homoge-
nous what concerns their immunophenotype. In 7/25 cases
(in all of them the primary tumor was of luminal subtype)
the metastases were heterogeneous; some were discordant
while others were concordant with the corresponding pri-
mary tumor. In these 7 patients 31 distant recurrences were
collected during autopsy. From those, in 20/31 locations
the PR, in 9/31 locations ER expression was lost. Three of
7 patients had the first diagnosis of breast cancer at autopsy
rendering the clinical history and progression of the disease
obscure.

In 4/7 patients we were able to follow the course of the
disease by retrospectively analyzing the clinical data. In
these cases we found a subgroup/time pattern of metas-
tases: the later the metastasis was discovered the more
likely it was to have a differing IHC profile compared to
the primary tumor (Fig. 2). The time of detection is a
clinical diagnosis of each metastasis by imaging studies.

The photomicrographs of HE and the ER, PR and Ki67
stained slides of a patient (no. 10) with discordant metas-
tases are shown on Fig. 3.

Survival

Analyzing the DFS and OS in the discordant (where IHC
status changed at least in one metastasis) and in the con-
cordant group, significant differences were observed
(Fig. 4). The median OS was longer in the discordant group
(p = 0.005). Analyzing DFS of 16 patients (6 in the con-
cordant and 10 in the discordant group), similar significant
differences (p = 0.008) were noted. From this analysis we
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Fig. 2 Cases with metastases of heterogeneous subtype. The color
coded boxes with case numbers represent the primary tumor and
distant metastases (at the time it was clinically detected and the
location of the distant recurrence) of four patients with metastases of
heterogeneous subtype. As it can be seen at the figure, the later the
metastasis was discovered, it was more likely to have a differing
immunoprofile compared to the primary tumor. (Color figure online)

excluded 9 patients who were stage IV at the diagnosis of
BC.

Discussion

The aim of our study was to gain a better understanding of
breast cancer progression by examining primary tumors
and multiple corresponding distant metastases. Samples
from the most frequently involved organs by metastatic
breast cancer were investigated, without the limiting effect
of technical difficulties concerning biopsies. Also, by using
relatively large amounts of tissue, we had the chance to
eliminate sampling bias that could influence IHC results
due to tumor heterogeneity. However, in the cases of
patients with multiple metastases in the same organ we
performed IHC and FISH studies on one metastatic sample

HE ER PR Ki-67
4 ' = ,j: g (\ wir¥.* < > :. P
Primary BC L § praT -, .
(0 months) w17 o E\S 4 o O
f | e s Y
A 9 , / J
Lung met. :
(167 months)
»
B

Pleura met.
(167 months)

Liver met.
(202 months)

Fig. 3 Photomicrographs of the primary tumor and distant metastases
of patient 10. The primary tumor was a LumB (ER+, PR— and Ki67
low, HER2 neg) IDC. After lumpectomy and sentinel lymph node
biopsy (SLNB) the patient received radiation therapy, but declined
any other adjuvant treatment. 14 years later metastases were discov-
ered in the lung and pleura; the patient received multiple lines of
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chemotherapy and endocrine treatment. At 17 years liver metastases
occurred, treatment was switched back to chemotherapy, the patient
passed away 4 months later due to progression of the disease. The
lung and pleura metastases were ER weakly positive, but the liver
metastasis was detected as TN
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Fig. 4 Survival in patients with concordant versus discordant tumor
subtypes. The DFS (a) and OS (b) was significantly better in the
group of patients who lost hormone receptor in the distant recurrence

only, which did not allow us to address the problem of
inter-metastasis heterogeneity in a single organ.

In our study BCs with well known poor prognostic
indicators were overrepresented (relatively high number of
TNBC subtype, young age of the patients and a high ratio
of stage IV disease at diagnosis). We observed similar
trends in the distribution of metastatic localizations to other
group’s results [17, 31], based on clinical data, the most
metastases occurred in the skeletal system, although we
could not sample all lesions.

Metastatic disease localized to only one organ, a rarely
studied entity, was detected in 4 (16%) of our patients
although all were TNBCs and none of them had the most
frequent form bone-only disease [32]. We also detected the
immunohistochemically defined (obviously simplified) sur-
rogate subtypes of primary tumors to be associated with dif-
ferent patterns of metastatic spread [33]. In the study of Soni
et al. the luminal phenotype was less likely to be associated
with multiorgan relapse [34]. We observed the opposite: HR
positive tumors metastasized to more organs than TNBCs.
The broader metastatic spectrum with more unusual locations
is a well-known feature of HR positive breast cancers.

Similar to the findings by Cummings et al. and DiSibio
et al., we also detected a high percentage of HR expression
loss that can be the result of a multifactorial background:

i. In this study all metastases were sampled at the end
of the disease history; most probably as the disease
progresses, there is a higher chance to detect a

compared to the group of those who had a stable immunoprofile.
(Color figure online)

metastasis that is different from the primary tumor in
terms of both gene expression and immunoprofile.

ii. In our study multiple metastases were examined
allowing us a higher chance to detect HR loss.

iii. Another explanation is the selection of hormone
independent subclones during the progression of the
disease. Based on the animal model of Ogba et al.
[21] loss of HRs in metastases is acceptable as a
result of disease progression, and might also have an
important role in tumor dormancy.

iv. Technical failure (not rapid autopsies, fixation bias)
is also a possible explanation of the high ratio of HR
and HER?2 loss, although it is not likely as in most of
the cases we did not see differences between the
biopsy and autopsy specimens’ immunophenotype.

The reason why we did not find statistically significant
correlation between the endocrine treatment and loss of HR
is likely to be the low number of patients.

Our aim was to find a pattern of the hormone receptor
loss phenomenon in various anatomical regions of the body
and in distinct organ systems. Based on our results:

i. The metastases of the same primary tumor are more
similar to each other compared to their correspond-
ing primary breast cancer.

ii. In the abdomen loss of ER and PR expression was
common, loss of PR occurred in the thorax. In the
abdomen the liver, in the thorax the lungs were the
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most common metastatic localizations (19 and 12,
respectively) we detected significant change in HR
status only in those organs. Probably with increased
sample size we could see the same pattern in other
organs as well. Ogba et al. also found that the
phenotype conversion was not organ-specific [21].

We did not detect statistically significant differences
between the groups of metastases compared to each other
based on the immunophenotype. Consistent with the results
of Wu et al., the HR status of one metastasis generally
reflected that of the others [10].

We detected difference in the Ki67 status only while
comparing primary breast tumors and corresponding bone
metastases. In the study of Nishimura et al. Ki67 tended to
decrease during relapse. In our patients we could not detect
significant changes in proliferation status in metastatic
sites. The only exception was bone, where Ki67 was con-
sistently lower compared to the primary, as mentioned
above. All bone metastatic samples were decalcified with
EDTA solution thus theoretically the antigenicity of tissue
proteins was correctly preserved [35].

We had patients with heterogeneous metastases at HR
level. Although this only occurred in a minority of the
patients, this may be important, since the result of a biopsy
from a metastatic site has a crucial role in making decisions
about the next line of therapy. Based on our results the
longer period of time elapsed between the diagnosis of the
primary disease and the appearance of the metastasis, the
more likely it was that the metastasis differed from the
corresponding primary tumor.

Most studies examining the correlation between change
in HR status and patient survival found more favorable
outcome for patients with metastases with concordant HR
status to the corresponding primary as compared to the
group of discordant cases. Two possible explanations
emerge: first, those who were ER positive and lost the HR
in the recurrence had an aggressively progressing disease;
and second, those with misdiagnosed false negative pri-
mary who were not treated with antiestrogens, thus were
undertreated.

In our cohort, considering DFS and OS, the prognosis of
patients displaying loss of HR expression in the metastases
was better (Fig. 4.). This finding may be simply the result
of overrepresentation of TN tumors in the concordant
group. On the other hand, the discordant group contained
only luminal tumors that by nature have a better prognosis
compared to TNs. Unfortunately, due to small sample size
we could not analyze the survival rates excluding TN
samples.

Based on our analysis and also on results of recent
studies of cancer progression it cannot be questioned that
primary tumors and corresponding distant metastases may
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considerably differ. Nevertheless, from genomic studies we
also know that metastases preserve a significant amount of
mutations and genetic alterations of the primary tumor and
then progress individually [2]. Based on our results, in BC
patients with multiple metastases, we propose that future
studies aim to sample more than just one metastatic lesion,
if possible. If we consider not just endocrine- and anti-
HER?2 therapy but other targeted treatments still in exper-
imental phase that will be soon introduced in the metastatic
setting, the picture becomes even more complicated. It
seems probable that in the near future more complex
markers, protein- or gene expression patterns will be nec-
essary to investigate in progressing BC cases. Metastases
responding differently to therapy might possess different
mutational landscapes, reflected by IHC. By sampling
distant metastases, a better understanding and more effec-
tive therapy of progressive breast cancer could be achieved.

Limitations of the study

The autopsies were not rapid autopsies, samples with
serious post vital impairment were excluded. As the study
covered a long period of time, with the change of the
therapeutic guidelines the treatment modalities are
heterogeneous. The over-representation of TN primaries
and patients diagnosed with stage IV breast cancer.
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in breast cancer using somatic mutations and copy
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Several studies using genome-wide molecular techniques have reported various degrees of
genetic heterogeneity between primary tumours and their distant metastases. However, it has
been difficult to discern patterns of dissemination owing to the limited number of patients
and available metastases. Here, we use phylogenetic techniques on data generated using
whole-exome sequencing and copy number profiling of primary and multiple-matched
metastatic tumours from ten autopsied patients to infer the evolutionary history of breast
cancer progression. We observed two modes of disease progression. In some patients, all
distant metastases cluster on a branch separate from their primary lesion. Clonal frequency
analyses of somatic mutations show that the metastases have a monoclonal origin and
descend from a common ‘metastatic precursor’. Alternatively, multiple metastatic lesions are
seeded from different clones present within the primary tumour. We further show that
a metastasis can be horizontally cross-seeded. These findings provide insights into breast
cancer dissemination.
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ancer-related mortality is almost always due to metastatic

dissemination of the primary disease. While research

continues to unravel the molecular underpinnings of the
metastatic cascade, it is increasingly recognized that profiling of
advanced disease could help elucidate such biological phenomena
as distant recurrence and the emergence of de novo resistance
to therapy.

A handful of studies using genome-wide molecular techniques
have begun to explore the clonal relationships between
primary and matched metastatic tumours in diverse types of
neoplasia including pancreatic'2, clear-cell renal cell?, high-grade
serous ovarian®~® and prostate cancer”:8. Despite the small cohort
sizes and, too often, a limited number of matched metastases for
each patient, these pioneering efforts brought forth thought-
provoking findings such as the first quantitative model of cancer
progression from onset of the founder mutation to metastatic
dissemination?, the occurrence of organ specific lineages!,
monoclonal®~8, as well as its counterpart, polyclonal seeding”®,
horizontal cross-seeding between distant metastases®®, and
finally homing of metastatic cells to the primary tumour bed”.

While yet other studies continue to highlight the potential of
genomic analyses from small cohort sizes to decipher the
origins of intra-tumour heterogeneity and its contribution to
metastatic dissemination®!?, in-depth knowledge is currently
lacking for breast cancer. Several studies have tackled this
issue! 1%, However, while early attempts were constrained
by the development of high throughput genomic techniques,
more recent endeavours were, on the other hand, limited in
scope by the availability of multiple-matched metastases.
Noteworthy exceptions are the work of Juric et all®
and Murtaza et al'®, both n-of-1 fast autopsy studies,
where the authors uncovered the mechanisms of resistance
to a PI3K-inhibitor and lapatinib, respectively. Despite this,
it remains difficult to discern any pattern of metastatic
progression due to the small number of patients.

To further investigate breast cancer progression, we applied
phylogenetic techniques on data generated using whole-exome
sequencing, custom ultra-deep resequencing and copy number
profiling. The primary tumours and their associated metastases
were obtained from ten autopsied patients. We observed two
modes of metastatic progression. In the majority of cases,
all distant metastases cluster on a branch separate from their
primary lesion. Clonal frequency analyses of somatic mutations
show that the metastases have a monoclonal origin and
descend from a common ‘metastatic precursor’. Alternatively,
the primary tumour is clustered alongside metastases with
early branches leading to distant organs. Finally, we show
that a distant metastasis can be horizontally cross-seeded
confirming previous results observed in other types of neoplastic
disorders®® and lending further support to the self-seeding
hypothesis?’.

Results

Characteristics of patients and samples. We reviewed the
database of the institutional autopsy programme of the second
Department of Pathology at Semmelweis University. From
50 deceased metastatic breast cancer patients, whose corpses
underwent autopsy between 2001 and 2012, ten patients for
whom >1pg double-stranded DNA from the primary breast
tumour, a non-cancerous tissue as germline reference, and
at least one metastatic sample was available, were selected. Eight
patients were diagnosed with early stage disease among whom,
one was diagnosed with a single liver metastasis (5/87).
Three patients (3/92, 5/87 and 6/91) received neoadjuvant
chemotherapy before surgery while the remaining five patients

2

(4/71, 7/67, 8/82, 9/68 and 10/80) were treated with breast
surgery followed by adjuvant systemic therapy according to
standard of care. The remaining two patients (1/69 and 2/57)
were diagnosed with de novo metastatic disease and deceased
before receiving any systemic or surgical treatment. The
patient clinico-pathological characteristics are provided in
Supplementary Data 1 while the clinical history and autopsy
findings are detailed in Supplementary Notes 1-10 corresponding
to patient 1/69 to 10/80. The lesions profiled are described in
Supplementary Data 2. All samples from the de novo metastatic
patients were collected post-mortem while, for the remaining
patients, the primary tumours were collected at surgery and the
distant metastases, in addition to one case of local recurrence,
were collected at autopsy. On average, three distant metastatic
lesions were profiled per patient.

Indexing of somatic mutations and copy number aberrations.
We used whole-exome sequencing to index somatic mutations
from 51 samples (median coverage 40+ 18 x ) followed by
orthogonal validation using Sequenom MassARRAY to exclude
false positive calls and targeted amplicon ultra-deep sequencing
(median coverage 11,390 = 5,646 x ) to obtain accurate variant
allele frequencies (VAFs). The list of single nucleotide variants
(SNVs) from each patient is provided in Supplementary Data 3.
We supplemented this with high density single nucleotide
polymorphism (SNP) arrays to characterize the underlying
copy number aberrations (CNAs) in 64 matched samples
(Supplementary Data 4). We further devised a multiple tier
system to ascribe a confidence level to each indexed mutation.
Between 27 and 305 non-synonymous SNVs per patient
were successfully validated up to tier-3 level and after applying
defined quality criteria, a total of 56 samples with either CNA or
sequencing data remained for downstream analysis.

Phylogenetic reconstruction of metastatic progression.
Metastases are clonally related and originate from cells
disseminated at various stages of the disease. Thus, they inherit
varying fractions of genomic alterations from their parental
lineage, followed by acquisition of private alterations. Provided
the genomic alterations under investigation are fully clonal,
phylogenetic inference can be used to investigate lineage tracing
of metastases within a patient. Therefore, we used a maximum
parsimony criterion to infer the sequence of genomic alterations
occurring during metastatic progression. Figure la-f illustrates
the results obtained in patient 2/57. Whenever the two
phylogenies obtained from SNVs and CNAs were consistent,
these were graphically represented as a combined tree. In the case
of SNV-based phylogenies containing unresolved nodes, so called
soft polytomies, we used the corresponding tree generated from
CNAs as the correct phylogeny on account of the greater number
of aberrations from SNP arrays, allowing for a unique solution
to tree reconstruction.

The combined use of SNVs and CNAs demonstrated the
presence of reversions, that is, SNVs predicted as present in
a sample from the ancestral state reconstruction but were not
detected in the particular sample. For the predicted reversions, we
excluded the possibility that these were due to false negative
calls attributable to inadequate sequencing coverage depth or
the occurrence of the mutations at subclonal cell frequencies
based on power calculations described in Carter et al?!
(Supplementary Fig. 1). Instead, Fig. 2a-i shows two clusters
of reversions in the metastasis to the pylorus from patient 8/82,
which can be attributed to loss of heterozygosity at chromosome
Ip and 17p in that lesion. We further encountered a similar
phenomenon in patient 9/68 (Supplementary Fig. 2) where the
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change in copy number status of chromosome 19p can be
tracked across the phylogenetic tree and explains the reversion
of the mutation in F2RL3. The occurrence of reversions has
seldom been acknowledged in the literature and despite
growing interest in the inference of phylogenies from single or
multiple samples, several approaches have falsely relied on
the hypothesis of ‘no back mutation’. Therefore, these examples
serve as cautionary tale when performing such analysis without
properly matched sequencing and CNA data.

Disease dissemination via a metastatic precursor. We applied
the same workflow to all patients for whom both SNV and
CNA data were available. We refer to ‘early’ and ‘late’ alterations
when occurring in the trunk or the branches of the phylogenetic
trees, respectively. A representative combined phylogeny for
patient 7/67 is illustrated in Fig. 3. This patient was diagnosed
at the age of 54 with an ER-/PgR-/HER2-primary breast cancer.
She deceased 3 years later despite surgery and several lines of
systemic treatments. All the distant metastases clustered together
and descended from what we refer to as the ‘metastatic
precursor’. We computed the clonal frequencies from the VAFs,
the global cancer cell fraction (CCF) and the copy number states
for each SNV. These are represented as pairwise comparisons
of samples (Fig. 3d). Similarly, the phylogenies of patients with
early breast cancer disease (4/71, 8/82, 9/68 and 10/80), and
the one from patient 5/87 with a single liver metastasis at
initial diagnosis, further confirmed the case of patient 7/67
(Fig. 5a; Supplementary Figs 4 and 5). Distant metastases
probably arose via a seeding event to an initial ‘metastatic
precursor’ from the primary tumour and in absence of the latter,

removed at surgery, the source of further dissemination
to additional organs occurred by metastasis-to-metastasis
disseminations. Our observation suggests that for breast cancer
patients diagnosed at an early stage and undergoing curative
intent surgery, who represent the majority of patients, cascading
disseminations from metastases appears to be a major route
of tumour progression.

For seven patients from our cohort, multiple samples from
the primary tumour were available (3/92, 4/71, 5/87, 6/91, 8/82,
9/68 and 10/80). In two cases, a particular region of the primary
tumour was more genetically related to the distant metastases.
For patient 3/92, the phylogenetic tree based on CNAs
(Supplementary Fig. 9) show that the primary tumour sample
(P3) was clustered alongside the metastases to the liver (M2) and
pancreatic lymph node (M3) while for patient 6/91, the tree
inferred from tier-3 SNVs (Supplementary Fig. 7) shows that
the primary tumour sample (P3) is clustered alongside the
metastases to the brain (M1) and liver (M2). Apart from these
two exceptions, in all the other patients, the different samples
from the primary tumour were clustered together separate
from their associated distant metastases (Fig. 2; Supplementary
Figs 7 and 9).

Multiple seeding events from the primary tumour.
A contrasting clinical and biological condition to the dissemination
via a ‘metastatic precursor’ is illustrated by the case of patient
2/57 (Fig. 4). This patient was a BRCAI germline mutation
carrier diagnosed at the age of 38 with an ER-/PgR-/HER2-
metastatic breast cancer. She did not receive any systemic
treatment and deceased 1 month after initial diagnosis. Analysis
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of her primary tumour (P) and two distant metastases revealed
two independent seeding events from the primary leading
to the ovarian (M3) and to the liver (M1) secondary lesions,
respectively (Fig. 1d,e). The phylogenetic reconstruction from
the CNA profile of the metastasis to the adrenal gland (M2)
revealed that this lesion originated from a precursor shared
with the liver metastasis (Fig. 4b). However, the adrenal gland
lesion displayed both SNVs acquired ‘late’ in the evolutionary
history of the clade composed of the primary tumour and
liver metastasis as well as SN'Vs private to the ovarian metastasis.
Pairwise comparisons of the clonal frequencies of tier-4
SNVs showed that those private to the primary tumour and
liver metastasis clade (segment 4) were also present at full
clonal frequencies in the adrenal gland metastasis (Fig. 4c) in
agreement with the phylogeny inferred from the CNA profiles.
The ‘late’ SNVs private to the ovarian metastasis (segment 2)
were observed at subclonal frequencies in the adrenal gland
metastasis. We resequenced M2 and obtained similar results
(Supplementary Fig. 3). Our results imply that circulating
metastatic cells, disseminated by the ovarian metastasis,
horizontally cross-seeded the already metastatic adrenal gland
and confirm previous observations in ovarian® and prostate®
cancers further lending support to the hypothesis of tumour
self-seeding?’.

In the additional advanced stage breast cancer patient
(1/69) who was de novo metastatic and died in the weeks
following her diagnosis without receiving any systemic treatment,

4

the primary sample was also found clustered alongside
distant metastases (Fig. 5b; Supplementary Fig. 6). We observed
a similar early seeding to distant organs (primary to pleura in
1/69 and primary to ovarium in 2/57) followed by subsequent
late seeding events to additional organs from either the primary
lesion (primary to aorta in 1/69 and primary to liver in 2/57)
or from already established metastases (mediastinal soft tissue
to mediastinal lymph node or vice versa in 1/69 and liver to
adrenal gland or vice versa in 2/57).

Contralateral breast tumours originate from primary tumours.
Two patients from our series were diagnosed with a metachronous
contralateral breast tumour. Patient 6/91, 1 year and 10/80,
10 years after initial diagnosis. In patient 6/91, the phylogenetic
reconstruction based on tier-3 SNVs showed that the
contralateral left tumour (M3) was the earliest branching but
shared a substantial fraction of the truncal SNVs (Supplementary
Fig. 7). This contrasts with the case of patient 10/80 where
the CNA profiles show that the contralateral left tumour (M1)
originated from a daughter lesion shared with the liver metastases
(M2 and M3) (Supplementary Fig. 9). Nonetheless, both cases
confirm the clonal relatedness of the contralateral tumour with
the initially diagnosed breast cancer. Together with recent
reports>>23, this calls into question the current practice of
considering metachronous contralateral tumours as second
primary cancers. Since treatment strategies offered to patients
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12 in configuration 2. Excluding mutations in the configuration *does not influence the topology of the phylogeny. The numbers in parentheses in d give the

percentage of all tier-4 SNVs.

differ widely between early and advanced stage breast cancers,
it is imperative to determine in practice whether contralateral
tumours represent a metastatic deposit of the primary tumour.

Evolution of genomic alterations during cancer progression.
We computed for each lesion, a normalized phylogenetic branch
length, which is the ratio of the path from the common ancestor to
the given lesion relative to the common trunk (Fig. 6a,b). This
represents the extent of genomic alterations that accumulated since
the first metastasizing event took place irrespective of the mode of
progression. With few exceptions, the pattern observed from tier-3
SNVs mirrors the one from CNAs. In patients 1/69, 2/57 and 4/71,
who all died from their disease at most 1 year after initial diagnosis,
the bulk of evolutionary changes occurred ‘early’ in the trunk of the
phylogenetic tree. At the other extreme, in patients 8/82, 9/68 and

6

10/80, who had a longer disease history, the SNV profile is unco-
ordinated with the CNA whereby the former shows that most of
the evolutionary changes occurred ‘late’. Figure 6c,d shows the
correlation of the average normalized phylogenetic branch lengths
with overall survival. Although the number of patients is small, we
observed a positive correlation for both CNAs and SNVs.

In patients 8/82 and 10/80, we observed a high mutational
burden which showed evidence of increased C>T substitutions
at NpCpG trinucleotides. This pattern of substitution is
reminiscent of mutational signature 13 in Alexandrov et al.**
Figure 7a,b shows the pattern of substitutions observed in the
trunk, that is, ‘early’, and in branches, that is, ‘late’, during
the evolutionary cascade of these two patients. Thus, it is
possible that, in at least these two patients, the activation of the
APOBEC family of cytidine deaminases caused an accumulation
of mutations which uncoupled the SNV and CNA profiles.
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The same colour code as in previous figures is used to depict ‘early’ and ‘late’ events. For visual purposes, all the trees were globally rescaled such that the
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patients 4/71 and 9/68, the primary tumour samples removed at surgery were exome sequenced and putative tier-1 somatic mutations were further
validated by Sequenom MassARRAY and ultra-deep amplicon sequencing. However, the corresponding SNP arrays showed that these samples had
CCFs below the set threshold of 30% for phylogenetic reconstruction. Nonetheless, for these two particular samples, tier-3 SNVs were included in the
construction of the phylogenetic trees for SNVs on account that the lesions had been removed several years prior to the diagnosis of distant relapses and
autopsy. Similarly, for patient 10/80, the primary tissue samples did not pass the filtering criteria of tier-3 level. The thickness of the branches leading to

these nodes is therefore irrelevant. These are displayed in grey.

Patient 10/80 harboured an ‘early’ amplification of the APOBEC
cluster on chromosome 22 (Supplementary Data 4) while patient
8/82 harboured an ‘early APOBEC3B D316N mutation
(Supplementary Data 3).

Discussion

Herein, we applied phylogenetic techniques to infer the
evolutionary history of breast cancer progression from an autopsy
cohort of ten patients. In contrast to previous reports, which

compared single metastasis and primary tumour pairs only or
multiple-matched metastases and primary tumours for no more
than two patients, the availability of a larger number of patients
with matched primary and multiple metastatic samples was
critical to our study for deciphering the routes of dissemination
underlying metastatic progression.

We observed two possible scenarios. The most frequent
implied a single successful seeding event from the primary
tumour followed by metastasis-to-metastasis cascading dissemi-
nations, whereas the second involved multiple seeding events
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from the primary tumour alongside daughter metastasis-to-
metastasis disseminations. This dichotomy coincides with the
clinical history where, except for patient 5/87, descent from
a common metastatic origin was observed in patients diagnosed
with early stage breast cancer, whereas multiple seeding
events from the primary tumour occurred in patients diagnosed
with advanced stage disease.

The role of primary tumour resection in de novo metastatic
breast cancer patients is unclear, and there is currently no
consensus whether this procedure confers a survival benefit.
A recent open label trial did not support primary surgery
in de mnovo metastatic patients progressing to front-line
chemotherapy®® and in a subgroup analysis of a Turkish
study?®, patients with multiple liver and lung metastases did
worse in the primary surgery group consistent with earlier reports
that surgical excision of the 7primary tumour might enhance the
growth of micrometastases?’ 2%, However, in the same trial by
Soran et al.?, the authors observed an increased progression free
survival for primary tumour resection in ER + /HER2-de novo
metastatic patients with solitary bone metastases. Thus, our
observations suggest that surgical excision of the primary tumour
might reduce metastatic dissemination in selected cases hence
providing a potential biological rationale for this practice.
Similarly, there is no strong recommendation showing overall
survival benefit from surgical resection of oligo-metastases in
breast cancer. From our analyses, metastatic lesions constitute an
additional source of seeding and heterogeneity in advanced breast
cancer. Our cohort is too small to derive practice-changing
evidence, but supports the concept that resecting isolated
metastases may be of clinical benefit in oligo-metastatic breast
cancer patients. In both cases, results from larger, prospective
studies are warranted.

We reckoned that the number of ‘late’ SNVs and CNAs, should
increase as distant metastases evolve and should give an
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indication, albeit approximate, of the time elapsed since they
last diverged from their common ancestor. Indeed, we observed
a positive correlation between overall survival and the
average normalized phylogenetic branch lengths. This can be
explained by the fact that patients 1/69 and 2/57 were de novo
metastatic and consistent with those two patients, 4/71 also had
a very short distant metastasis free and overall survival. At the
other extreme, in patients 8/82, 9/68 and 10/80 who relapsed
more than 4 years after initial diagnosis, the extent of ‘Tate’
genomic alterations were commensurate with the survival of
the patients. These results suggest, not unexpectedly, that
metastases from patients with longer cancer histories are
genetically more distant from their ‘common ancestor’ or their
primary tissue of origin than those of patients with a shorter
cancer history.

Evidence has been accumulating in the literature regarding
treatment-induced genomic remodelling!>1%3937  especially
implicating ESRI and PTEN alterations in endocrine and
PI3K-inhibitor resistance, respectively. In our series, four out of
the five ER-positive patients received aromatase inhibitors.
However, no ESRI mutations have been detected in their
distant metastases. None of the patients received any
PI3K-inhibitor making it impossible to evaluate resistance
mechanisms associated to this treatment.

Overall, by characterizing the genomic alterations that shape
metastatic genomes, we have gleaned new insights into the
dissemination patterns of breast cancer with potential clinical
implications: (1) cascading dissemination from metastases
appears to be a major route of metastatic progression in early,
radically resected breast cancer and (2) primary tumours at
diagnosis may not adequately represent advanced metastatic
disease advocating the need for genetic characterization of
multiple metastatic lesions. The very recent technical advances
in the assessment of circulating tumour DNA3® may both allow
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the early detection of micrometastatic disease before recurrence
and may better capture tumour heterogeneity of metastatic
disease guiding the best therapeutic options for early and
advanced breast cancer patients in the future. Genomic
alterations uniquely defining breast cancer metastases from an
aetiological standpoint, and therapeutic agents tackling them
are yet to be found.

Methods

Patients and samples. The average period between the time of death and
acquisition of autopsy samples was 2.8 days (1.5-4.2). Between the time of death
and dissection, the cadavers were kept at 4 °C. At autopsy, complete external and
detailed internal examinations were performed. The organs were thoroughly
examined, weighed and tissue samples were taken. All tissue samples were fixed in
formalin and embedded in paraffin as part of routine workup. All bone samples
were decalcified using EDTA solution to preserve the antigenicity of the tissue
proteins. Hematoxylin-eosin (HE) stained sections were reviewed by J.K., A.M.S.
and B.S. to confirm the presence and percentage of invasive carcinoma as well

as other tissue composition. A detailed description of the clinico-pathological
characteristics of each patient is provided in Supplementary Data 1. This project
was approved by the Institutional Review Board (IKEB 185-1/2007). This study
is retrospective in nature and part of a larger institutional-based autopsy pro-
gramme carried out at the Semmelweis University. It did not impact treatment
decision for the patients involved and received approval from the ethical committee
of the Semmelweis University.

Pathological characterization of samples. The stage of primary tumours

was reclassified based on the 7th version of TNM classification system.
Immunohistochemistry (IHC) and fluorescence in situ hybridization (FISH) were
performed on 4 pm tissue sections. All the samples underwent centralized IHC
for the oestrogen (ER) and progesterone (PgR) receptor status and IHC/FISH
characterization for HER2 receptor status. Hormone receptor and HER2 status

were assessed by THC on all samples with an automated immunostainer system
(Ventana Benchmark, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the
manufacturer’s instructions with the following antibodies: ER-SP1 rabbit
monoclonal (Ventana #790-4324) ready to use kit, PgR-1E2 rabbit monoclonal
(Ventana #790-2223) ready to use kit, Ki-67-MIB1 (DAKO #M7240, Carpinteria,
CA, USA) at dilution 1:100 and HER2/neu-4B5 (Ventana #800-2996) ready to use
kit. Hormone receptor status was evaluated using Allred-Quick scoring system by
two investigators independently (A.M.S. and B.S.). Ki-67 index was measured

as the ratio of the positive tumour cell nuclei in the sample. IHC assessment of
Ki-67 was evaluated only on the primary tumours. HER2 positivity was primarily
defined at protein level using IHC and supplemented by FISH using Poseidon
probes (Kreatech Diagnostics, #KBI-10735, Amsterdam, Netherlands). HER2
THC was evaluated according to the modified standard protocol that is, positive by
IHC only if more than 30% of tumour cells show strong, complete membrane
reaction. FISH was performed on samples with IHC 2+ and 3+ for the
evaluation of HER2 gene amplification status. FISH results were evaluated
according to the 2013 ASCO/CAP guidelines®. A detailed review of all

samples is provided in Supplementary Data 2.

DNA isolation. DNA was extracted from the primary tumours, metastases and
matched normal tissue from FFPE tissue blocks after macrodissection using

the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, #56404, Hilden, Germany).
Double-stranded DNA (dsDNA) was quantified using the QUBIT 2.0 Fluorometer
(Invitrogen) and the PicoGreen assay for double-stranded DNA. Only samples
from which > 1 pg of double-stranded DNA, as quantified by the two assays could
be extracted, were selected for downstream molecular profiling.

Exome and targeted sequencing analysis. For each patient, part of the available
samples was used to index the presence of SNVs using whole-exome sequencing.
A total of 51 samples including at least one normal sample per patient were
sequenced at a target coverage of 40 x . The putative somatic SNVs were validated
by Sequenom MassARRAY in both the germline reference and cancer samples.
As further validation, all available cancer samples were subjected to targeted
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amplicon deep sequencing at a median coverage of 9,000 x to confirm initial
sequencing results and increase the accuracy of VAFs.

Whole-exome DNA libraries were generated following the manufacturer’s
protocol with minor modifications (Illumina TrusSeq DNA library preparation kit
v2). Before end-repair, a 65 °C incubation step was added to remove reversible
crosslinks, after which excessive single-stranded DNA was removed enzymatically.
The concentration of double-stranded DNA was assessed using the PicoGreen
assay and the concentration of adapters used for ligation was adjusted accordingly.
For the library enrichment, 5-7 cycles of PCR were used. Whole-exome capture
was then performed using the Illumina Human Exome capture kit and libraries
were sequenced on a HiSeq2000 using V3 flowcells generating 2 x 100 bp
paired-end reads. Raw sequencing reads were mapped to the human reference
genome (NCBI37/hgl19) using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA)* and aligned
reads were processed with SAMtools?!. Duplicate reads were removed using Picard
tools. Base recalibration, local realignment around indels and SNV calling were
performed using the GenomeAnalysisToolKit (GATK)*2. Indels were called
using Dindel*>. Mutations were filtered based on mapping quality, and sequencing
coverage. Somatic mutations were further filtered by comparison with the matched
germline reference and using common variant databases such as the 1000 genomes
project** and dbSNP version 132 (ref. 45).

For the targeted resequencing experiments, primers were designed using the
Sequenom’s MassARRAY assay design software and universal sequence tags were
added manually. Amplicons encompassing the mutation of interest were generated
using a first PCR (Roche FastStart High Fidelity PCR kit) with universal sequencing
adapters (Access Array Barcode) containing a 10 bp index added in a second PCR.
The resulting PCR products were pooled, denatured and sequenced on an Illumina
MiSeq in a 2 x 75 bp paired-end sequencing run using a V3 flowcell. Fastq files
were generated and demultiplexed using CASAVA. The raw sequencing reads were
mapped to the human reference genome (NCBI37/hg19) using BWA. Read counts
of both 4\éariant and reference alleles were called using GATK and manually checked
in IGV*.

Tiering system for filtering SNVs. A five-tier system was devised to filter SNVs
for downstream analysis (Supplementary Data 3). We considered tier-0 SNVs as
any SNV indexed in any sample including the matched germline reference by
exome sequencing. Tier-1 SN'Vs are those that were further called somatic after
comparison with the germline reference while tier-2 SNVs are the subset of
tier-1 which have been further validated and confirmed somatic by Sequenom
MassARRAY. Tier-3 SNVs are the further subset that was confirmed present by
targeted deep amplicon sequencing. Due to formalin fixation and paraffin
embedding, at some loci, all four bases were often observed at low frequencies.
Thus, to determine the background noise of the targeted deep sequencing
experiments, we selected 25bp upstream and downstream of tier-2 SNVs. For
each position, the number of reads for the reference nucleotide and the other

3 non-reference nucleotides was determined using GATK. To exclude possible
SNPs or SNVs other than the one of interest, we removed all data points that
showed more than 10% non-reference reads. We then pooled all the data for each
mutation type (AT>CG, AT>GC, AT>TA, CG>AT, CG>GC and CG>TA)
and calculated the average background signal and s.d. From these estimates, the
highest value observed was 1.59%. Thus, we chose a conservative value of 3% as the
final cut-off for calling a mutation present.

In the present context, several samples were matched to a given patient and we
found it equally important to have a high coverage to call a mutation present in one
sample, as it is to call absence in another paired sample. Thus, at the tier-3 level, we
first filtered all SN'Vs in all matched samples to have a coverage of >1,500 x and
kept samples with a minimum of 75% non-missing values. We then excluded all
SNVs with > 1 missing value across any of the matched samples previously
retained. We reversed the filtering order for VAFs by first eliminating SNV that
were called absent < 3% across all matched samples previously retained. Because of
low CCEF, it is likely that some samples have a lower total number of SNVs called
present. However, a lower number of detected mutations could also be biologically
grounded. Therefore, we use a lenient filtering to exclude samples with potentially
low CCFs by requiring that >20% of SNVs be called present. Some samples
showed a large number of SNVs or had limited starting DNA available. For those
samples, we were compelled to skip validation by Sequenom MassARRAY and thus
the tier-2 level. Finally, we required that for all samples where a matched-SNP
array and targeted sequencing were available, that the sample displays
a CCF >30% as determined by SNP array. All SNVs from that sample were
then referred to as tier-4 SNVs

SNP array analysis. For the estimation of CNAs, a total of 64 samples were
shipped for processing to the Affymetrix Research Services Laboratory. Normal
and tumour DNA from FFPE samples were genotyped using the Affymetrix
OncoScan FFPE Express 2.0 arrays. Routine formalin fixation and paraffin
embedding frequently damages DNA causing wavy profiles, which may be wrongly
interpreted as copy number aberrations. Thus, the median absolute pairwise
deviation (MAPD) and the median auto-correlation (MAC) across the log, ratio
intensities were used as quality control for the SNP arrays (Supplementary Data 2).
Samples with an MAPD > 0.7 or an MAC > 0.3 were discarded. Samples suspected
to have a low CCF on visual inspection of the BAF tracks were flagged and after
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processing, those confirmed to have less than 30% CCF were discarded from
downstream applications. From the remaining samples, only informative probes
displaying heterozygous genotype (AB) and copy-neutral state (2) in the
matched normal sample were kept for analysis. We used the added value of
multiple-matched samples per patient to infer breakpoints, which may otherwise
have been missed due to differences in CCF across the various samples. The
log, ratio intensities and BAF, grouped per patient, were segmented jointly using
the multitrack PCF algorithm in the R package copynumber?’ to determine
common breakpoints. The penalty parameter y determining discontinuities in the
log, ratio and BAF tracks was set individually for each patient after visual
inspection of the segmentation profiles. Finally, all segments that were less than
three s.d. away were merged with their immediate neighbours.

Integer level estimates of total copy number and major allele were obtained
using GAP*8, We compared the estimates returned by GAP with two other
mainstream programs: (1) ASCAT?® and (2) ABSOLUTEZ!. Unless otherwise
stated, the parameter sets for each programme were kept at default values. For
ASCAT, the parameter y, which determines the platform-specific compression
ratio, was set to 0.8. The programme returns one default estimate of ploidy and
CCF, which was used in the comparison against GAP. ABSOLUTE was run in
‘total copy’ mode and model based evaluation against the SNP6 platform. The
fraction of the genome allowed to be non-clonal was set to infinity so that the
maximum number of solutions could be evaluated. ABSOLUTE returns a set of
possible values for ploidy and CCF. The closest solution to that returned by GAP in
Euclidean space, after rescaling ploidy values to unit distance, was chosen. The
results obtained by GAP, ASCAT and ABSOLUTE are contrasted in
Supplementary Fig. 10a,b. In all three cases, the Spearman’s p between the
estimated CCF was high. In the case of ploidy estimates, the correlation between
GAP and ASCAT was relatively low due to two reasons: (1) several matched
samples from two patients displayed ploidy values outside the range considered by
ASCAT and (2) at several loci displaying high copy numbers, GAP truncates the
estimate to 8 while ASCAT does not thereby affecting the true estimate. We
computed the Cohen’s k coefficient between ASCAT and GAP to measure the
agreement in total copy numbers and major alleles. These are displayed in
Supplementary Fig. 10c while the correlation of the k coefficients for total copy
numbers and the absolute difference in ploidy between the two algorithms is shown
in panel d. The results showed that the disagreement between the two programs in
the phasing of alleles and estimation of total copy numbers is in fact linked to the
discordances in ploidy (p = —0.898, P<0.01). Because the present dataset
contained matched samples and may represent a biased result, we used an
additional dataset of 125 unrelated samples profiled using similar Affymetrix
OncoScan SNP arrays (unpublished data) to reproduce the analysis. Supplementary
Figure 11a,b shows a very good correlation between the two estimates of ploidy
(p=0.885, P<0.01) and CCF (p = 0.907, P<0.01). However, the correlation of the
K coefficients for total copy numbers and the absolute difference in ploidy
(p= —0.733, P<0.01) or CCF (p= —0.119, P=0.147) shows that it is, in fact,
the incorrect estimation of global genomic mass that leads to disagreement between
the two algorithms. Supplementary Figure 11f-m contrasts the results from
GAP and ASCAT for four samples with increasing genomic mass and illustrates
the complexity of choosing the correct solution of CCF and ploidy. Given the
present context of matched samples and because GAP allowed for manual review
of ploidy solutions, we opted for this package for downstream analyses taking into
consideration the maximal limit of eight copies imposed by the software as follows:
(1) SNVs that occurred at loci where the total copy number was 8 or a major allele
count >4 was observed were not considered for the estimation of CCF or clonal
frequency and (2) similarly for the phylogenetic reconstructions using CNAs,
except in the case of high ploidy tumours (that is, 1/69, 7/67, 8/82 and 10/80) any
locus displaying a total copy number of 8 or a major allele count >4 in any sample
was removed from all matching samples of that particular patient.

Estimation of CCF and clonal frequencies from tier-4 SNVs. The CCF was
estimated both individually from each tier-4 SNV and globally from the whole set
of tier-4 SNVs in samples where a matched-SNP array was available. Let g, denote
the total copy number at the mutated locus, q; denote the minor copy number and
q» denote the major copy number such that ¢,>¢;, g,=¢q; + ¢, and q;, g, and
qe€x . Let s; denote the number of mutated copies such that s,e {1, ..., gz}

Let fiq denotes the expected VAF of the SNV where f,q€[0,1]. Then, fq is related
to s, and a, the CCF, as follows:

=) 0

where o is the variable that we are trying to estimate while f is taken to be
the observed VAF. We denote the estimate of CCF from sequencing as 4. The
above equation can be rearranged such that

L 2f
a Sq _f(Qt -2) @

Let n be the total number of sequencing reads that cover the mutated locus. Then

Pr(anf‘) :wqueta<sq nf+1,n(lff)+l) 3)
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where X is the number of mutated reads for a given SNV, wy, specify the mixture
weights for each possible value of s,. Computation of f,q requires prior knowledge
of o. To estimate s, and for individual SNV irrespective of other mutations, we
make the assumption that o is known. Thus, g, q1, g, and « are plugin quantities
obtained from the corresponding SNP array. Then

s, = argmax {Pr(X = nf)} (4)

sg€{1, ... .42}

and the sequencing error e€[0,1) is modelled after Purdom et al.>® such that

=53, (3—4o)fiq+e) (5)
replaces fq in the Beta distribution. We use uniform priors over the range of
possible values of s, and e=0.01. These form the basis of the pointwise estimates
of CCFs (Supplementary Fig. 10b). To relax the requirement on prior knowledge
of o, we define the likelihood function over all tier-4 SNVs present in a given
sample as

L(f‘n,sq,wsq) = Z Pr(X—nf) (6)

sqg€{l, . .q2}

At a given value of o, we compute the log of L and iteratively adjust the weights
Wsq until L converges or a maximum of 100 iterations is reached. The global CCF,
o*, is the value that maximizes L such that

o = argmax
2€{0.1,...,0.9}

{£d10} ?)

An example is shown in Supplementary Fig. 10e—f and o* is compared to the
estimate of GAP in Supplementary Fig. 10g. The CCF and the clonal frequency
of SNVs are related and the latter was computed jointly for all samples belonging
to a given patient using PyClone®! from the estimates of major and minor copy
numbers returned by GAP. We used a Beta Binomial distribution with parental
copy number option and default parameter settings except for the sequencing
error which was set to 0.01 and the tumour content which was set to the global
CCEF, o*, estimated above.

Phylogenetic analysis of SNVs. The raw VAFs of tier-3 SNVs from targeted
resequencing were converted into binary calls based on a threshold of 3%. We
initially intended to filter in only fully clonal tier-3 SNVs using this conservative
cut-off and infer the phylogeny for individual patients using the Dollo parsimony
method and a branch and bound exhaustive search for the best phylogenetic
reconstruction as described in Felsenstein®? using the programme PHYLIP. The
outgroup used for rooting the phylogenies was one where all the characters were set
to the ancestral state 0. The Dollo parsimony criterion minimizes homoplasies at
the expense of reversions in later branches and the criteria for determining the best
phylogenetic tree is minimizing the number of such reversions. Despite this, several
phylogenetic trees can be equally parsimonious. Instead of collapsing the trees
using consensus methods, we used the corresponding CNA based tree to break ties
and infer the correct phylogeny. The trees in Newick format were rendered using
the R package ape®. The heat maps representing the tier-3 SNVs were ordered
according to the topology and branch lengths of their corresponding phylogenetic
trees via an ancestral state reconstruction using the accelerated transition
model>#33 as provided in the R package phangorn®. The phylogenetic trees for
each patient are shown in Supplementary Fig. 7. Each predicted reversion of
SNV was manually verified against the underlying CNA profile. The tier-3 level
does not take into account the CCF of the samples. It is possible that, despite the
previous filters, very low CCF samples with overall fewer positive mutation calls are
included. These samples would lead to early branches in the trunk of the
phylogenies. Thus, we reproduced the same analysis with samples having tier-4
SNVs. The results are shown in Supplementary Fig. 8.

Phylogenetic analysis of CNAs. The major and minor copy numbers returned by
GAP were modelled using a transducer-based pairwise comparison function using
the programme MEDICC?’. For near-diploid samples, we assume a pure diploid
outgroup with no copy number aberrations that is, 2/1 (total copy number/major
allele) to root the phylogenies. In the case of tetraploid samples, we included an
additional step to phase CNAs relative to the whole-genome duplication event
within the phylogeny of the given patient. We first used the classic approach to
infer an intermediate tree with correct topology irrespective of branch lengths. For
the major or minor copy and at each locus, we compute a parsimony score, which
is the sum of branch lengths of the intermediate tree rooted using any of the four
tetraploid ancestral states 6/4, 4/2, 4/4 and 2/2 (total copy number/major allele).
These represent the copy number states 3/2, 2/1, 2/2 and 1/1 following

a whole-genome duplication event. We used all possible permutations of observed
copy numbers at the internal nodes except for 0—1 transitions. We chose the
intermediate tree and thus the related tetraploid ancestral state obtaining the
minimum score. Ties, if present, are broken by summing the intermediate

tree length with the CNAs occurring prior to the whole-genome duplication that
is, 1, 0, 2 and 1, respectively. Finally, the global phylogenetic tree is inferred using
the classic approach jointly at all loci and rooted using the tetraploid ancestor as

outgroup. The phylogenetic trees are shown in Figs 3-5 of the main text and
Supplementary Fig. 9. Support values for the phylogenetic trees were obtained
by resampling the pairwise distance matrix 100 times with added Gaussian noise
and counting similar bipartitions between the resulting trees and the original

phylogeny.

Data availability. The sequencing and SNP array data have been deposited at the
European Genome-Phenome Archive (http://www.ebi.ac.uk/ega/), which is hosted
by the European Bioinformatics Institute, under accession number
EGAS00001000760.
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