Vialasz Prof. Dr. Lang Istvan megjegyzéseire és kérdéseire

Tisztelt Professzor Ur!

Mindenekel6tt nagyon koszondm birdlatat, megtisztel§ elismer§ szavait és kérdéseit,
amelyekre az aldbbiakban valaszolok.

Sajndlom, hogy a tobbszori ellen6rzés ellenére is maradtak értelemzavard hibak a
disszertacidban (CDK1 helyett CDC2 rovidités és a ,fejlett orszadg” szédhaszndlat pontosabb és
korultekint6bb megfogalmazas helyett). Ide tartozik a 4.4.3. alfejezet hidnyos elsé mondata,
amely helyesen igy hangzana: , A nyilvanos adatbdazisokbdl szarmazo tréning csoportban CLDN
és CDH-1 mRNS expresszios adatokat gydjtottiink ki.” A disszertdcié szévegében mar nincs
mod ezeket javitani, de nagyon koészonom, hogy felhivta a figyelmemet ezekre a
pontatlansagokra.

A 30. oldalon emlitett, 2016-ban benyujtott kézirat, amely primer tumorok és metasztazisaik
filogenezise elemzésének eredményeit ismerteti, a Nature Communications-ben jelent meg
az idén aprilisban, a cikk masolatat a valaszaimhoz mellékelem.

A 33. oldalon és a 61. oldalon taldlhatd eltéré definicid6 a Luminalis A tumorok
meghatdrozasara abbdl adddott, hogy a tanulmdnyaink eltéré években késziltek. A 2011-es
St. Galleni Konszenzus Konferencia <14% Ki67 pozitivitds aranyt, a 2013-as St. Galleni
Konszenzus Konferencia <20% Ki67 pozitivitas aranyt javasolt a Luminalis A tumorként
torténd besoroldshoz. (A tanulmanyainkban hasznalt 15%-os kiiszobérték a 14% kerekitése,
mivel a gyakorlatban a Ki67 pozitivitas aranyat leggyakrabban 5-re vagy 0-ra végz6dé
szamokra kerekitve adjuk meg. Ennek létjogosultsdgardl 2014-ben az Eurdpai EmI&sz(iré
Patolégus Munkacsoport kozolt egy cikket: Cserni G és mtsai, Breast 2014;23:259-63.)
Retrospektiv tanulmdnyainkban az elemzésekben az aktualisan, a vizsgalatunk idején érvényes
ajanlasokat vettik figyelembe.

A 45. oldal els6 bekezdésében az Affimetrix génexpresszids adatbazisbdl nyert adatok
megbizhatdsdgdval kapcsolatban az aldbbi mddon jartunk el: elsé |épésben 13 nyilvanos
adatbazis microarray adatait vettik alapul, és ezekbdl képeztiink egy finomitott, és a
tanulmanyhoz hasznalt adatbazist, amelyben kizartuk azokat a prébakat, amelyek atlagos MAS
-5 (microarray suite-5) expresszidja 100-nal kisebb, maximalis expresszidja 500-nal kisebb volt.
(A MAS-5 egy szelektiv és szenzitiv algoritmus génexpresszids adatok elemzéséhez, amely a
hibridizdcié soran kialakulé ,perfect match” (specifikus kotédés) és ,mismatch” (nem
specifikus kot6dés) kiilonbségek logaritmusanak sulyozott atlagaival szamol.) Ezek utdn a
CLDN1, -3-11, -14-18, és az E-cadherin expresszidés adatok atlagabdl képeztiik az 6sszetett
junctionalis mintazatot (Complex Junctional Signature - CJS). Az adatbazisokbdl nyert adatokat
PAM alkalmazasaval elemeztiik, ami lehet6vé teszi ,,zsugoritott” centroidok |étrehozasat, és
ez alapjan kivalaszthatdak azok a gének, amelyek magas prediktiv és/vagy prognosztikus



potencidllal rendelkeznek. igy tudtuk létrehozni az egyszerdsitett (simplified) junctionalis
mintazatot (signature) — SJS-t.

A hormonreceptor statusz meghatarozdsakor az Allred- (quick) score-t haszndltuk, ahol az 1-
10% kozotti immunhisztokémiai pozitivitds ardny pontszama 2 (az 5 lehetségesbdl), igy akar
csak gyenge intenzitasu reakcid (1 pont a lehetséges 3-bdl) esetén is az Allred score 3-nak
adddik. Az ajanldsok szerint ilyen kismérték( pozitivitds esetén is hormonreceptor pozitivnak
kell tekinteni a tumort. Professzor Ur ezzel kapcsolatos kérdésére tehat a valasz réviden:
vizsgalatainkban a hormonreceptor pozitivitds hatarértéke 1% volt.

A 79. oldalon az alacsony PR expresszid hatarértékét irodalmi adat alapjan valasztottuk: a
20%-0s expresszios kiiszob, amelyet a Perou munkacsoport (Prat és munkatarsai, J Cin Oncol
2013;31:203-9.) javasolt a gyakorlati patolégia szdmdra, tapasztalati Uton jott |étre: a betegek
tulélési adatait elemezve 20%-nal alacsonyabb PR expresszid esetén szignifikansan
kedvezG6tlenebb progndzist észleltek.

Az 6rszem nyirokcsomok lokalizdlasa a Semmelweis Egyetem I. Sebészeti Klinikajan, ahonnan
eseteink dontd tobbsége szarmazott, két moddszerrel tortént az évek soran: kezdetben
festékjeloléssel, majd izotdppal és vitdlis festékkel, az utébbi években sajnalatos technikai
okok miatt ujra csak festékjeloléssel torténik.

1. Hogyan értékeli a daganatos Gssejtek szerepét az eml6rakos attétek képzédésében?

Az emlG6rak 6ssejtek a daganatokban valtozé aranyban jelenlévé agressziv fenotipusu sejtek,
amelyek 6nmeguijitasra, differenciadlédasra képesek, kemo- és radioterdpia rezisztensek. Ezek
a sejtek felelGsek részben az intratumoralis heterogenitasért és jelentds szerepiik van a tumor-
host interakcidkban is. Az emlérak Gssejtek nagyon sok hasonlésdgot mutatnak az eml6ham
Gssejttel. Az eml6rak Gssejtek szerepét a metasztazisok kialakuldsaban az irodalomban szamos
szerz( leirta, kisérletes modellekben igazolta — egy 2014-ben megjelent review cikk nagyon jo
Osszefoglaldst ad err6l a kérdésrél (Geng és mtsai Cancer Lett. 2014;349: 1-7). A tumor
mikrokdrnyezetének is fontos szerepe van a daganat Gssejtek (CSC, cancer stem cell)
onmegujuldsaban: olyan gyulladasos citokineket termelnek, amelyek ezt a folyamatot
stimulaljak. Legfontosabbnak a Wnt és a Hedgehog jelatviteli Utvonal szerepét tartjak ebben
a folyamatban, emellett a Notch jeldtviteli ut szerepét is igazoltak colon carcinoma
sejtvonalon.

Eml6carcinomdban a keringé tumorsejtek mintegy 35%-a eml6rdk Gssejt fenotipusu:
CD44heh/CD24w  és feltételezik, hogy a metasztazis inicidld sejtek nagyfoku &atfedést
mutatnak az eml6rdk Gssejtekkel. Az eml&rak metasztazisok leggyakoribb lokalizacidi (csont,
tudd, agy, maj) osteopontinban és hyaluronanban gazdagok, mindkét fehérje a CD44
specifikus ligandja. Az eml6rak 6ssejtek szamos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek
ellenallova teszik 6ket a kiilonb6z6 karos hatasokkal (hypoxia, reaktiv oxigén gyokok,
irradidcio, toxikus szerek) szemben. Ezeknek a mechanizmusoknak egy részét ma mar
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ismerjik, roviden az alabbiak: ABC transzporterek fokozott expresszidja, amelyek kozé pl. a
MDR 1 (multidrug rezisztencia protein) is tartozik; ALDH (aldehyd-dehydrogenaz) aktivitds,
amelyrél ismert, hogy radiorezisztenciat okoz részben a reaktiv oxigéngydkok eliminalasa,
részben antioxidans molekula termel6désének indirekt serkentése révén; az ALDH-rél tovabba
kimutattak, hogy cyclofosfamid, epirubicin- és taxan rezisztencidban is szerepe van; fokozott
DNS repair és reaktiv oxigéngyok elimindcid; autophagia — a sejtek homeosztazisanak fontos
mechanizmusa — nyugvd eml6rak Gssejtekben fokozottan aktiv. A sejtkarosité hatdsokat
kivéd6é mechanizmusok révén tulélnek, recidivak, attétek forrasaiva valnak. Emellett ismert,
hogy altaldnossagban az eml6rak Gssejteket a DNS hypometildlt allapota jellemzi, valamint
fokozott onko-miR expresszidjukat is igazoltdk. (Bozorgi A és mtsai, J Breast Cancer
2015;18:303-312)

Vizsgdlatunkban, amelyet 10 metasztatizalé eml6rak kovetkeztében elhunyt beteg autopszias
mintain végeztiink, a szomatikus mutdciok klon-frekvencia analizise azt tdmasztotta ala, hogy
az attétek monoklonalis eredetliek: egy kozds metasztazis prekurzorbdl szarmaztathatoak.
Ebben a vizsgdlatban a metasztatikus progresszié filogenezisének megismerése volt az egyik
f6 cél. A metasztazis prekurzor sejtek a primer tumorban és a metasztazisokban is
megtaldlhatdak, ez utébbiak tovabbi tumorszérédds forrdsai lehetnek és tovabbi genom
szint{ valtozdasok is kialakulhatnak bennik. A keringésbe jutva egy mdsik szervi metasztazisba
is eljuthatnak (,,cross-seeding”), tovabb fokozva az adott tumorgdc heterogenitasat, és egyben
aldtadmasztva a ,self-seeding” elméletet is (Desmedt C és mtsai, Nature Communications
2017;8:14944)

2. Milyennek itéli a progeszteron receptor expresszio jelent6ségét az endokrin szenzitiv
eml6rakok progndzisaban?

A progeszteron receptor és az dsztrogén receptor expresszio a legrégebben ismert bioldgiai
prognosztikai és prediktiv faktor emlGrakban. Ko-expresszidjuk a hormon receptor pozitiv
emlérak esetek kb. 2/3-dban észlelhetd. Kordbban a progeszteron receptornak nem
tulajdonitottak nagy jelentGséget a betegség progndzisara gyakorolt hatast illetéen, azonban
mdra teljesen egyértelmii adatok igazoljdk, hogy a PR negativitds vagy alacsony expresszio
rosszabb progndzist és mérsékeltebb endokrin terdpia szenzitivitdst jelez. Sajat anyagunkban
a Luminadlis eml6érak esetek kdzott a progeszteron receptor alacsony expresszié vagy negativ
stdtusz 25%-ban volt megfigyelhetd. Ezzel kedvezbtlenebb progndzis tarsult, amit egy OEP-té|
kért haldlozasi adat elemzés soran is meg tudtuk erdsiteni.

A normdl eml6hdmban a PR és az ER mds-mas sejteken fejez6dik ki, és csak néhdny szazalék
azoknak a sejteknek az aranya, amelyekben mindkét hormon receptor jelen van. Az ER és PR
funkcidja is eltér — az eml&allomany fejl6édése soran az ER a ductusok névekedéséért,
megnyulasaért, mig a PR a TDLU-k fejl6déséért felelds. A felnétt emlSben a ciklustol fliggden
az emlGallomany Gsztrogén vagy progeszteron hatasa alatt all.

Kisérletes koriilmények kozott igazoltdk, hogy a normal eml6ben az ER a lumindlis hamsejtekre
jellemz6, a PR a bazalis ill. progenitor sejtekben taldlhaté féleg. Az 6sztrogén a kemokin-és
extracellularis jeldtviteli-, extracelluldris metabolikus- és hormonvalasz funkcidkat
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szabalyozza, a progeszteron az RNS processzalds, makromolekuldk Osszeszerelése,
mitokondrium szervezddés, sejtciklus szabdlyozas, szerin peptiddz gatlas, extracelluldris
matrix (ECM) kotédés funkcidk irdnyitasdban vesz részt. K6zos funkcidikat a sebgydgyulas,
sejtadhézié és hormonvdlasz folyamatainak szabalyozdsaban irtak le.

Emlérékban (transzkriptom analizis alapjan) az ER és PR nagyfoku korreldciét mutat.
Halozatelemzéssel igazoltak, hogy a PR 22 olyan nukledris receptor- és ko-regulator gén
expresszidjaval korrelal, amelyekkel normal eml6ben nem mutathatd ki kapcsolat, és amelyek
egyidejlleg ER-ral is korrelaciét mutatnak. Ezek egy olyan hdldzat részei, aminek centrumaban
az ESR1 gén taldlhatd. A haldzatelemzés alapjan ezek a nukledris receptor- és ko-regulator
gének lényegében harom funkciondlis csoportba sorolhatdak: sejtciklus szabalyozas-, citokin
jelatvitel- és a pluripotens allapot megé6rzéséért felelés gének (abra).
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Abramagyarazat: Eml&rak mintakbol kapott eredmények alapjan az Ingenuity pathway analizis
segitségével az ER-ral és PR-ral egyidejlileg korrelald nuklearis receptor- és ko-reguldtor gének
a daganatok mUkddésében mar ismert harom f6 funkcionalis csoportba sorolhatdak.

Forrds: Hilton HN et al. Oncotarget 2014;5:8651-8664

Tovabbi elemzéssel (upstream regulatoros analizis) kimutathaté volt, hogy az 6sztrogén a PR-
ral korrelaldé gének leggyakoribb upstream szabdlyozdja, vagyis emlérakban a PR-ral korrelald
gének 0sztrogén szabalyozas ala kerilnek.

Megfigyelték, hogy mar DCIS-ben egyre tobb olyan sejt jelenik meg, amely ko-expresszalja az
ER-t és PR-t.

Ami a normal emIl6hamtdl eltér6 szabalyozas klinikai jelentGségét illeti, a fent idézett szerz6k
a METABRIC eml6carcinoma microarray adatbazis elemzése alapjan azonositottak 18, mind

ER-ral, mind PR-ral szorosan korreldlé gént. Legtobbjik egyel6re ismeretlen funkcidju, de
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szinte mindegyik tartalmaz ER és PR kot6helyet. A 18 gén expresszidjanak mértéke alapjan
létrehozhatd egy olyan score rendszer, amelyben az értékek szorosan korreldlnak a
metasztazis-mentes tuléléssel. Erdekes, hogy a score értéke fiiggetlen prognosztikai faktornak
bizonyult (ER- és PR expressziotdl fliggetlenilil, a magas score érték rosszabb progndzissal
tarsult).

Egy 2016-ban megjelent rovid 6sszefoglaldé koézleményben (Baird RD és Carroll JS, Current
Oncology 2016;28:1-3) a PR-ral kapcsolatos legijabb elméleteket és eredményeket ismertetik
a szerzGk. Egészen a kdzelmultig az volt az dltalanos vélekedés, hogy a PR pozitivitas a mikods
ER passziv markere. Ugy tlinik, ez a nézet tulhaladottd valt, és az egyre tdkéletesebb
molekularis technikdknak koszonhetGen sziletett Ujabb kutatasi eredmények ismeretében a
PR funkcidjardl, miikodésérdl alkotott elképzelést revidealni kell. Eszerint a PR aktivitdsa
megvdltozik azokon a DNS szakaszokon, ahol az ER kétédik, igy direkt médon moduldlja az ER
funkcidjdt, potencidlisan javitia az ER antagonistdk hatékonysdgdt. Uj megfigyelés az is, hogy
az ER altal regulalt transzkripcié nem feltétlenil a DNS-nek azon a szakaszan vagy annak
kozelében jon létre, ahol az ER kot6dik, hanem a legtdbb esetben tdvolabbi target gének
transzkripcidjat szabdlyozza. Az ER és ko-faktorai az ER k6t6 helyekhez kapcsolddva DNS hurok
képz6dését okozzdk, ami lehetdvé teszi az ER komplex athelyezédését tavolabbi target gének
szomszédsagaba. ER+/PR- daganatokban az ER kot6helyei a DNS-ben kilénboznek az ER+/PR+
tumoroktdl, nem meglep6, hogy ennek kovetkeztében mds-mas gének transzkripcidja
valtozik.

Az ER funkciéjdhoz elengedhetetlenek az ER kot fehérjék, amelyek a DNS-hez kapcsolodasért
és az ER-DNS interakcié stabilizalasaért felel6sek. Ma kb. 100 ilyen fehérjét ismernek, kdozottiik
a FOXA1-t és a GATA3-t. Ezek koziil a FOXA1 jél ismert, és tudjuk, hogy elengedhetetlen az ER
funkcidjahoz: hidnyaban az ER+ sejtek ndvekedése leall. Az ER-ral interakcioban lévé fehérjék
kozott azonositottdk a PR-t is, ami arra utal, hogy a PR-nak az ER komplex miikodésében is van
szerepe.

PR agonistakkal kezelt emlérak sejtekben vizsgaltdk a fehérjekotédés vdltozasait. A PR
interakcidk valtozasaira fokuszalva szamos fehérje szintje megné (ER, FOXA1, GATA3, stb.)
Azonban ha az ER interakcidk vdltozasaira fokuszalva torténik az elemzés, az egyetlen fehérje
aminek a szintje megemelkedik, a PR. Progeszteron hozzdaddsaval az ER kot6helyek gyors
atrendez6dése kovetkezik be, és sok ezer Uj kotShely jon létre. A progeszteron indukalt ER-
DNS kot6helyeket a PR kozvetiti, azaz a PR szekvesztrdlja az ER-t az uj kétéhelyekre. Az
eredmény az ER gén expresszidjdnak gdtldsa és a sejtnévekedés ledlldsa.

In vivo kisérletekben (emlétumor xenograftokban) is igazoltadk ezt a megfigyelést: tamoxifen
mellé progeszteront adva csokkent a proliferacid, és a tumor novekedésének gatlasa a
kombinalt kezeléssel hatékonyabbnak bizonyult.

A ,PR hidnyaban nem m(ikodé ER” elmélet azért sem lehet igaz, mert jél ismert, hogy
progredialdé ER+/PR- eml6rak esetekben az addig adott szerrel szembeni rezisztencia
kialakulasakor az endokrin terdpia valtas a progresszid lassuldsat eredményezi. Kisérletes
eredményekbdl azt is tudni lehet, hogy endokrin terapidra rezisztens tumorokban ER-hoz
kapcsolhaté transzkripciés aktivitds van; ilyen esetekben a tumor novekedése a FOXA1l
jelenlététdl flgg. A kdzelmult kutatasi eredményei arra is ravilagitottak, hogy ER+ tumorok
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metasztazisaiban gyakoriak az ESR1 gén mutacidi, amelyek a gén meghatarozott helyein
jonnek létre, és amelyek az ER m(ikodését figgetlenitik az 6sztrogéntdl.

Osszeségében a kutatdsok eredményei azt sugalljdk, hogy a PR hidnya oki tényezé az ER
miikédésének megvdltozdsaban és a tumor progresszidjaban.

Leirtak egy olyan delécidt is a PR génjében, amely kiiktatja azt a ,molekularis kéziféket” —
amelynek az ER szekvesztrdldsa és inaktivalasa a feladata.

Mindezek a kutatdsi eredmények Uj utakat nyitnak az ER+ eml6rak kezelési lehet&ségeiben.

A fent részletezett kutatdsi eredmények egy bonyolult mechanizmus mikodését tartak fel,
amelyet a gyakorlat szdmdara nagyon leegyszerUsitve Ugy lehetne Osszefoglalni, hogy
emlGcarcinomdban az alacsony mennyiségben jelenlévé vagy hianyzé PR nem képes

ellensulyozni/gatolni az ER sejtproliferaciot fokozo funkcidjat, ezért tapasztalhatd, hogy az
ER+/PR- és az ER+/PR alacsony expresszios statuszu eml6rakok progndzisa kedvezétlenebb.

Kdszondm Professzor Ur észrevételeit, kérdéseit, és kérem, fogadja el vélaszaimat.
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