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K6szonom megtisztel§ pozitiv véleményét és a kérdéseit, amelyekre az aldbbiakban igyekszem
valaszolni. A kérdések szertedagazé problémafelvetése a szokasosnal hosszabb vélaszokat
eredményezett, kérem, hogy ezt nézze el nekem — igyekeztem a felvetett kérdéseket legjobb
tuddsom szerint megvalaszolni.

1. Ismertek-e a PR regulacié genetikai/epigenetikai aspektusai és ezek mennyiben
fliggenek 0Ossze az ER expresszidéval? Mennyire lehet dinamikus az esetleges
szétkapcsolddas és miért javithatja ez a tumorsejtek tulélését? Mit jelent bioldgiai
értelemben a 20%-os kiisz6b?

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
mara teljesen egyértelm( adatok igazoljak, hogy a PR negativitds vagy alacsony expresszio
rosszabb progndzist és mérsékeltebb endokrin terdpia szenzitivitast jelez. Sajat anyagunkban
a Luminadlis emlérak esetek kdzott a progeszteron receptor alacsony expresszié vagy negativ
statusz 25%-ban volt megfigyelhetd. Ezzel kedvez6tlenebb progndzis tarsult, amit egy OEP-t6l
kért haldlozdsi adat elemzés sordn is meg tudtuk erdsiteni.

A normdl eml6hdmban a PR és az ER mdas-mas sejteken fejezédik ki, és csak nagyon kevés olyan
sejt talalhatd, amelyekben mindkét receptor egyidejlileg jelen van. Az ER és PR funkcidja is
eltér —az emlGallomany fejl6dése soran az ER a ductusok névekedéséért, megnyulasaért, mig
a PR a terminalis ductalis-lobularis egységek (TDLU-k) fejl6déséért felelGs. A feln6tt eml6ben
a ciklustdl fligg6en az eml&allomany 6sztrogén (E) vagy progeszteron (P) hatdsa alatt all.
Kisérletes koriilmények kozott igazoltdk, hogy a normal eml6ben az ER a lumindlis hamsejtekre
jellemzd, a PR a bazalis ill. progenitor sejtekben taldlhaté f6leg. Az 6sztrogén a kemokin- és
extracellularis jeldtviteli-, extracelluldris metabolikus- és hormonvalasz funkcidkat
szabalyozza, a progeszteron az RNS processzalds, makromolekuldk Osszeszerelése,
mitokondrium szervezédés, sejtciklus szabdlyozds, szerin peptidaz gatlas, ECM kotédés
funkcidk iranyitasdban vesz részt. Ko6zos funkcidikat a sebgydgyulds, sejtadhézid és
hormonvdlasz folyamatainak szabdlyozasaban irtak le.

Emlérékban (transzkriptom analizis alapjan) az ER és PR nagyfoku korreldciét mutat. Halézat
elemzéssel igazoltdk, hogy a PR 22 olyan nuklearis receptor- és ko-reguldtor gén
expressziojaval 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 taldlhaté. Haldzatelemzés eredményeként kitlint, hogy ezek a nukledris receptor-



és ko-reguldtor gének lényegében harom funkciondlis csoportba sorolhatdak: sejtciklus
szabdlyozas-, citokin jelatvitel- és a pluripotens allapot megGrzéséért 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 mikddésében mar ismert harom f6é funkciondlis csoportba sorolhatdak. Forras:
Hilton HN et al. Oncotarget 2014;5:8651-8664

Tovabbi elemzéssel (upstream regulatoros analizis) kimutathaté volt, hogy az 6sztrogén a PR-
ral korreldlé gének leggyakoribb upstream szabalyozdja, vagyis eml6rakban a PR-ral korrelald
gének 0sztrogén szabalyozas ala kerilnek.

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

Ami a normal eml6hamtél eltér6 szabdlyozas klinikai jelent&ségét illeti, a fent idézett szerz6k
a METABRIC eml6carcinoma microarray adatbdzis elemzése alapjan azonositottak 18, mind
ER-ral, mind PR-ral szorosan korreladlé gént. Legtobbjik egyel6re ismeretlen funkcidju, de
szinte mindegyik tartalmaz ER és PR kotGhelyet. A 18 gén expresszid 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 expressziotol fluggetlenil, a magas score érték rosszabb progndzissal
tarsult).

Egy 2016-ban megjelent rovid dsszefoglald koézleményben (Baird RD és Carroll JS, Current
Oncology 2016;28:1-3) a PR-ral kapcsolatos legujabb 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
molekuldris technikdknak kdszonhetben sziiletett Gjabb kutatasi eredmények ismeretében a
PR funkcidjardl, mikodésérdl alkotott elképzelést revidedlni kell. Eszerint a PR aktivitasa
megvaltozik azokon a DNS szakaszokon, ahol az ER kotédik, igy direkt médon moduldlja az ER
funkcidjat, potencialisan javitja az ER antagonistdk hatékonysagat. Uj megfigyelés az is, hogy
az ER altal regulalt transzkripcié nem feltétlenil a DNS-nek azon a szakaszan vagy annak
kdzelében jon létre, ahol az ER kotédik, hanem a legtobb esetben tavolabbi target gének
transzkripcidjat szabdlyozza. Az ER és ko-faktorai az ER kot6 helyekhez kapcsolddva DNS hurok
képz6dését okozzdk, ami lehetdvé teszi az ER komplex dthelyez6dését tavolabbi target gének
szomszédsagaba. ER+/PR- daganatokban az ER kot6helyei a DNS-ben kilénb6znek az ER+/PR+
tumoroktdl, nem meglep6, hogy ennek kovetkeztében mds-mas gének transzkripcidja
véltozik.

Az ER funkciéjdhoz elengedhetetlenek az ER kot fehérjék, amelyek a DNS-hez kapcsolddasért
és az ER-DNS interakci6 stabilizalasaért felel6sek. Ma kb. 100 ilyen fehérjét ismernek, kozottiik
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 interakcidoban lévé fehérjék
kdzott azonositottak a PR-t is, ami arra utal, hogy a PR-nak az ER komplex m(ikodésében is van
szerepe.

PR agonistakkal kezelt emlérak sejtekben vizsgaltdak a fehérjekotédés vdltozasait. A PR
interakcidk valtozdsaira fokuszdlva szamos fehérje szintje megné (ER, FOXA1, GATA3, stb.)
Azonban ha az ER interakciok valtozasaira fékuszalva torténik az elemzés, az egyetlen fehérje
aminek a szintje megemelkedik, a PR. Progeszteron hozzadaddsaval az ER kot6helyek gyors
atrendezédése kovetkezik be, és sok ezer Uj kotGhely 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 expresszidjanak gatldsa és a sejtndvekedés leallasa.

In vivo kisérletekben (eml6tumor xenograftokban) is igazoltak 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(kodé ER” elmélet azért sem lehet igaz, mert jél ismert, hogy
progrediald ER+/PR- eml6rak esetekben az addig alkalmazott szerrel szembeni rezisztencia
kialakulasakor az endokrin terdpia valtas a progresszid lassuldsat eredményezi. Kisérletes
eredményekbdl azt is tudni lehet, hogy endokrin terdpiara rezisztens tumorokban is van ER-
hoz kapcsolhatd transzkripcids aktivitds; ilyen esetekben a tumor novekedése a FOXA1
jelenlététdl flgg. A kdzelmult kutatasi eredményei arra is ravilagitottak, hogy ER+ tumorok
metasztazisaiban gyakoriak az ESR1 gén mutacioi, amelyek az ER miikddését fluggetlenitik az
Osztrogéntdl.

Osszeségében a kutatdsok eredményei azt sugalljgk, hogy a PR hidnya nem a kévetkezménye,
hanem az oka az ER miikédés megvdltozdsdnak és a tumor progresszidjanak.



Leirtak egy olyan deléciét is a PR génjében, amely kiiktatja azt a ,,molekularis kéziféket” —
amelynek az ER szekvesztraldsa és inaktivalasa a feladata.
Mindezek az Uj kutatdsi eredmények Uj utakat nyitnak az ER+ emlI&rak kezelési lehet&ségeiben.

A 20%-0s expresszids kiiszob, amelyet a Perou munkacsoport (Prat A. és munkatarsai, J Clin
Oncol. 2013;31:203-9) javasolt a gyakorlati patoldgia szamadra, tapasztalati aton jott létre: a
betegek tulélési adatait elemezve alakult ki ez az ardnyszam, ami alatt a PR expresszid mértéke
szignifikdnsan kedvez6tlenebb progndzissal tarsul. Ha a fent részletezett kutatasi
eredményekkel vetjliik 6ssze ezt az adatot, az allhat a tapasztalati uton nyert adat mogott,
hogy az alacsony mennyiségben jelenlévé PR nem képes kellGen ellensutlyozni/gatolni az ER
sejtproliferacidt fokozo funkcidjat.

2. Vajon hogy lehetne a Ki67 meghatarozas hibaforrasait a napi rutin vizsgalatok soran
kiklisz6boIni? Milyen lehetGséget lat a sejtproliferacio egzakt vizsgalatara és annak
mindségbiztositasara?

2015-ben publikaltak az eddigi legnagyobb szdmu beteg (64 196 beteg) adatait magaban
foglald meta-analizist, amelyben a Ki67 pozitivitas cut-off pontot 25%-nak taldltak — itt
adddott a legnagyobb kiilonbség a teljes tulélés tekintetében. (Petrelli F. et al. BreastCancer
Res Treat 2015;153:477-491) Azonban ebben a cikkben is hangsulyozzdk mindazokat a
fenntartasokat, amelyek a Ki67 meghatdrozas helyét, értékét, klinikai hasznossagat ovezik.
Denkert és munkatdrsai (The Breast 2015;24:567-S72) a szdmos korvizsgalat eredményei
alapjan ugy vélik, hogy az ,alacsony” és a ,,magas” Ki67 pozitivitas ardny jol hasznalhato a
klinikai gyakorlatban, mig az intermedier értékek esetében kiegészit6 validalt diagnosztikus
tesztek (multigénes tesztek) sziikségesek a terdpids dontéshez.

2017 februarjaban jelent meg a European Group of Tumor Markers (EGTM) legujabb ajanlasa,
amely az eml6rak biomarkereinek klinikai alkalmazdsara vonatkozik. (Duffy MJ et al. European
Journal of Cancer 2017;75:284e298) Mig az International Ki67 Study Group és az NCCN
egyel6re nem javasolja a Ki67 pozitiv sejtek ardnydnak figyelembe vételét az emlérakos
ellenére hasznos és megadandd paraméternek véli: ajanlasaban ugy fogalmaz, hogy a >25%
Ki67 pozitiv tumorsejt arany olyan prognosztikus faktor, amelyet IB szint(i evidencia tamaszt
alad. A meghatarozas mddjara az International Ki67 Study Group ajanlasat tartja mérvaddnak.
Tovabbi kutatasi terlletként jeldlik meg a laboratériumok eredményei kozotti eltérések
okainak feltardsat és a standardizdacié javitasat; az optimalis cut-off pont megallapitasat, vagy
annak vizsgalatat, hogy megfelel6bb lenne-e a Ki67-nek folyamatos valtozéként vald
alkalmazasa; annak vizsgdlatat, hogy a Ki67 cut-off pontok vajon azonosak-e a progndzis és a
terapia eredményességének elbrejelzésében; automatizalt képelemz6 programok
alkalmazhatdsagaban rejlé potencial vizsgalatat.



Ebben minden |ényeges pont szerepel, amit ma a Ki67 meghatarozas egyértelm(ibbé tételével,
javitdsaval kapcsolatban gondolni lehet.

Ha a magyarorszagi helyzetre gondolunk, akkor azonban van néhany tovabbi szempont, ami
bizonyosan csokkenthetné legaldbb a hazai laboratériumok Ki67 meghatdrozasai kozotti
eltéréseket. LegelsGsorban a kotelez6 technikai és interpretdcids min&ségbiztositds
bevezetése, legalabb azoknak a biomarkereknek az esetében, amelyekre a betegek kezelési
tervét alapozzak — és helyes vagy nem - ezek kozo6tt Magyarorszagon a legtobb onkoldgus
kolléga a Ki67 aranyt is figyelembe veszi. A standard mddszerek és IVD jelzéssel ellatott
antitestek, a megfelel6 kontrollok hasznalata elengedhetetlen. Sajat tapasztalat, és mas
munkacsoportok is ramutattak arra, hogy a Ki67 az ER-hoz hasonldan érzékeny a preanalitikai
fazis tokéletlenségeire: a tulfixdlas a Ki67 pozitiv sejtek ardnydnak csokkenéséhez vezet.
Magyarorszadgon a preanalitikai fazisra a kelleténél sokkal kevesebb figyelmet forditunk,
nagyon sok sebészeti osztdlyon régi (rossz) beidegz6dések miikodnek a mtéti specimenek
kezelésével kapcsolatban. A preanalitika kérdéseivel a patoldgiai szakmai ajanlasok
foglalkoznak — holott ennek a sebészeti szakmai ajanlasokban (is) lenne a helye. A m(ité és a
patoldgiaiai osztaly kozott a Senki Foldje helyezkedik el, és ez sok esetben ranyomja a bélyegét
a patoldgiai prediktiv és prognosztikai diagnosztika minGségére.

Ismertek azok a kozlemények, amelyek a pontos szamolas, a képelemz6 szoftverekkel torténd
elemzés eredményeit vetik 6ssze a rutin diagnosztikdban legelterjedtebben hasznalt becslés
modszerével: a becslés minden esetben ugyanolyan jéonak bizonyult, mint a bonyolultabb és
idGigényesebb maddszerek. Meg kell jegyezni, hogy ezek a cikkek olyan munkacsoportoktdl
szarmaznak, ahol mikodik a mind&ségbiztositas, és feltételezhet6, hogy a preanalitikai
problémdk sem szamottevs nagysagrendlek.

Idén aprilisban jelent meg egy tanulmanyunk (Pathol Oncol Res. 2017 Apr 11. doi:
10.1007/s12253-017-0220-8.), amelyben azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a digitdlis
metszeteken képanalizis szoftverek segitségével pontositani lehet a Ki67 pozitiv sejtek
aranyanak meghatarozdsat, de csak akkor, ha ez nem teljesen automatikus, hanem a
patologus altal ellenérzétt mddon torténik. Osszevetettiik a digitalis és hagyomanyos
szemikvantitativ Ki67 meghatdrozds prognosztikai képességét, és nem mutattunk ki Iényeges
kilonbséget korai eml&carcinoma eseteink vizsgdlatakor.

Ami a Ki67 meghatarozas standardizalasat illeti, meggy6z6désem, hogy a preanalitikai fazis
standardizaldsaval nagyot lehetne el6re lépni. A min&ségbiztositasnak ki kellene terjednie a
preanalatikai folyamatok kontrolljarais. Az interpretacios minGségbiztositas bevezetése a Ki67
immunhisztokémia tekintetében véleményem szerint a prediktiv diagnosztika szinvonaldanak
javulasahoz vezethetne, mert elGsegithetné, hogy az ilyen diagnosztikat mivel6 szakemberek
korszer(i és egységes iranyelvek mentén végezzék a munkdjukat amit pl. rendszeres és
kotelez6 tovabbképzések biztosithatnak szamukra. Az ilyen diagnosztikat végz6
laboratériumok szamara kotelezévé kellene tenni a kiils6 min6ségbiztositasi programokban
vald részvételt. Nem megfelelség eseteire a technika vagy az interpretacid javitdsat célzé



intézkedések rendszerét (tovdbbképzések, szakirodalom biztositdsa, laboratériumi technika
javitdsa, stb.) is ki kellene dolgozni.

Véglil, azt is elképzelhetének tartom, hogy a Ki67 meghatdrozast a jovében egy bonyolultabb
»sejtciklus fehérje expresszids profil” helyettesitheti, ami feltehet6en sokkal pontosabban
tukrozi egy adott tumor proliferaciés kapacitdsat és egyértelm(ibb informaciét adhat a
progndzis vonatkozasaban vagy a neoadjuvans kezelésre varhaté tumorvdlasz tekintetében.

1. Lehet-e kiilon prognosztikai szerepe a kromoszomalis instabilitas (CIN) fenotipusnak
a HER2 poliszomiasként értékelt esetekben? Vajon mennyi lehetett a HER2 génamplifikacio
kiséretében egyidejiileg fennallé poli/aneuszomias esetek aranya? Eszleltek-e sajat
anyagukon a HER2 poli/aneuszémia csoportban CIN-re utald, vagy mas agressziv iranyu
génexpresszios eltéréseket?

A HER2 poliszomia kérdésér6l ugy gondolom, hogy nagyon jé példdja annak, amikor
tulsdgosan leegyszer(isitve prébdlunk megkozeliteni egy jelenséget, ami a gének és
kromoszémak szintjén zajlik. A rutin ISH vizsgalatokbdl (amelyek kezdetben csak HER2
probdval, az utdbbi években a 17. kromoszdma centromert is tartalmazd kettSs jelolési
probakkal torténnek) a taldlt génkdpia- és kromoszéma szambeli eltérésekre valdban
kézzelfoghaté magyarazat lehetne a 17-es poliszomia. Ma mdr — ha rajtam mulna — ezt a
kifejezést a HER2 és a 17. kromoszdma vonatkozdsdban csak idézdjelben haszndlndam, hiszen
évek ota tudjuk, hogy korultekinté molekularis genetikai vizsgalatok azt igazoltak, hogy a 17-
es kromoszéma poliszémidja az emlérak genomban nagyon ritka jelenség, és valdjaban a 17-
es kromoszoma centromer régié amplifikacidja okozza 17CEN jelek szamanak névekedését.
(Marchio és munkatarsai, J Pathol. 2009;219:16-24.)

Jelenleg egy olyan harmas jel6lés( FISH préba van nalunk kiprébalasra, amelyet arra a célra
fejlesztett ki a gyartd cég, hogy azokban az esetekben, amelyek a kettds jelolésl probaval
poliszomiasnak tlinnek, tisztdbban lehessen latni, hogy valéban a 17-es kromoszéma szambeli
eltérése okozza-e a centromer jelek szambeli ndvekedését.

Sajat anyagunkban (egy kordbbi, nem publikalt vizsgalatunkban), amelyben szamos kliniko-
patoldgiai paramétert vettlink figyelembe, azt taldltuk, hogy a HER2 gén poli- és
aneuszomidsként értelmezett eml6carcinomak tobb szempontbdl koztes csoportot
képviselnek a biztosan HER2 negativ és biztosan HER2 amplifikalt daganatok kozott: az ER és
PR statusz-, az atlagos proliferacios rata- és a p53 pozitiv tumorok ardnya szempontjabdl
kdztes csoport, ugyanakkor a grade megoszlds, nyirokcsomo statusz szempontjabdl kozelebb
allnak a HER2 negativ daganatokhoz, de a pT2 tumorok (>2cm) el6foduldsi gyakorisaga
szempontjabdl inkabb a HER2 amplifikalt daganatokhoz hasonldak.

Intézetlinkben az elmult évek rutin eseteit attekintve, a kett6s jeldlést tartalmazd probaval
végzett FISH vizsgalatok soran a HER2 amplifikdlt esetek kozott a 17-es kromoszoma
»poliszdmias” esetek aranya 30-35% kozott valtozott.



A CIN (kromoszomalis instabilitas) a sejtosztédas sordn létrejové nagy kromoszdma szakaszok
vagy egész kromoszOdmadk szerzését vagy elvesztését jelenti, szolid tumorokban ez a
leggyakoribb formdja a genom instabilitdsnak. Globalis aneuploidia, amplifikaciok, deléciok,
heterozigdtasag elvesztése (LOH), transzlokacidk, inverzidk fordulnak el6. Az intra- és
intertumordlis heterogenitas hatterében nagyrészt ez a jelenség all. Szdmos gén hibdja
idézhet el6 CIN-t, pl. a STAG2, ami a kromoszémak kondenzacidjdban és szétvaldsaban jatszik
szerepet, TRF1, aminek hibaja telomer diszfunkciét okoz, a DNS hibajavité ATM, vagy a BUB1
és Mad2, az osztéddsi orso ellen6rzé pontjainak miikodésében kulcsszerepet jatszod gének
hibdi. A CIN molekularis hatterének magyarazatdra eddig harom elmélet sziiletett: a mutdtor
hipotézis, az onkogének okozta DNS kadrosodds és a telomer erdzié elmélet. (Pikor L et al,
Cancer Metastasis Rev 2013; 32:341-352).

Jelenleg a CIN-t célzo gyodgyszerek is fejlesztés alatt allnak, amelyek célja lehet a DNS
karosodas megelGzése, a DNS repair mechanizmusok tdmogatasa/felerésitése, centrosoma
clusterek kialakuldasanak megakadalyozasa, telomeraz aktivitds csokkentése. (Ferguson LR et
al. Seminars in Cancer Biology 2015;35: S5-524)

A CIN statuszt egy kollaboracids tanulmanyban volt alkalmunk tanulmanyozni, 185 eml&rak
esetiinkben (Szasz AM és mtsai, PLOS ONE 2013,2:e56707). In silico adatbazisok elemzése
utan a ,,CIN4” expresszids mintdzatot hoztuk létre, amely az AURKA, FOXM1, TOP2A, TPX2
géneket foglalta magaban. A CIN4 grade-del és progndzissal mutatott Osszefliggését az
adatbazisokban igazolni tudtuk. Szévetmintdinkban a CIN4 expresszids mintazatot elsGsorban
a grade 2 daganatok progndzisaban betoltott szerepére fokuszalva vizsgaltuk, és kimutattuk,
hogy ezt a klinikai szempontbdl (is) koztes tumorcsoportot a négy gén expresszidja alapjan egy
jO és egy rossz progndzisu csoportra lehet szétbontani (14 hdnapos tulélési kiilonbséget
tapasztaltunk). Retrospektiv betegcsoportunkban az ER+/HER2- daganatok voltak
tobbségben, ezekben az esetekben a CIN4 expressziés mintazatot kilon is vizsgaltuk: az
eredményeink igazoltdk, hogy ebben a homogénebb betegcsoportban is szignifikdns
prognosztikus informaciét hordozott. Mivel viszonylag kevés HER2+ (és tripla negativ)
tumoros beteg mintdja allt rendelkezésiinkre ebben a vizsgdlatban, a CIN4 prognosztikus
szerepét ezekben az alcsoportokban nem tudtuk vizsgdlni.

A FACS analizissel végzett ploiditas vizsgalatban a CIN4 expresszio szignifikdns 6sszefliggést
mutatott a DNS index-szel. A CIN4 expresszid a hormonreceptor pozitivitdssal szignifikans
inverz korrelaciét-, a HER2 expresszidval és a HER2/CEN17 FISH eredményével szignifikans
korrelaciét mutatott, vagyis a CIN4 expresszidja viszonylag gyakoribb volt az ER-/HER2 pozitiv
daganatokban. HER2 poliszémids eseteket ebben a tanulmanyban kilon csoportként nem
vizsgaltunk, de ugy gondolom, érdekes lenne ebbdl a szempontbdl megvizsgalni ezt a
tumorcsoportot. Feltételezem, hogy a CIN4 mintdzat a HER2 poliszdmidsként értékelt
tumorokban is jellemzé.

2. Kiterjedtebb mRNS expresszids vizsgalataik eredményeként els6sorban a grade 2-es
eml6karcinomak prognosztikai elkiilonitésére és az anti-Osztrogén terapia predikcidjara



vonatkozé 3 génes expresszios panelt Allitottak fel. A génexpressziés profilok
interpretacidjat megkonnyitendé, bioinformatikai vagy matematikai formulakat
alkalmaztak, amit complex (CJS) és simplifiedjunctionalsignature (SJS) értékekkel
jellemeztek. Szerencsés lett volna a metodika kifejtése kapcsan az értékek tartalmara, a
mddszer validalasara vonatkozé informacidkat is kozolni...

A grade 2-es eml6rak esetek heterogén csoportot képviselnek, szemben a viszonylag
homogénebb grade 1 és grade 3 eml&rakokkal. Ezt a tényt egy néhany évvel ezelStt megjelent
cikk (Sotiriou C. és munkatarsai, J Natl Cancer Inst. 2006;98:262-72.) kétséget kizardan azzal is
aldtamasztotta, hogy génexpresszios vizsgalatokkal bebizonyosodott, hogy molekularis
genetikai értelemben csak grade 1 és grade 3 emldrak létezik, vagyis a hisztoldgiai grade 2
emlérakok egy jobb és egy kedvezdtlenebb progndzisu csoportot is magukban foglalnak. A GGl
(Genomikai Grade Index) azéta kereskedelmi forgalomban kaphaté multigénes diagnosztikus
tesztként (MapQuant Dx) is elérhet6 — azonban a tobbi ilyen tipusu diagnosztikus teszthez
hasonldan nagyon draga. A mi vizsgalataink in silico analizisre alapultak, majd egy ,tréning”
vizsgdlatot is elvégeztiink. Az in silico elemzés soran a CIN70 génexpressziés mintazatbdl a
tumor grade-del 0Osszefliggést mutatd géneket hagytuk meg, igy kaptuk a CIN61
génexpressziés mintdzatot. A centroidot (a leger6sebb Osszefliggést mutatd gének) 10
differencialtsaggal leger6sebben Osszefliggd gén képezte, amelyek kozil 8 (AURKA, CCNB2,
CDC2, FOXM1, KIFF11, MSH6, TOP2A, TPX2) azonos volt mind az 6t elemzett adatbazisban. A
CLDN4 gén expresszids adatait hozzatéve a 8 fenti génhez, a grade-del valé Osszefliggés
szempontjabdl dllitottunk fel jra rangsort. Az elemzés eredményeként 3 gén (TOP2A, FOXM1,
CLDN4) képes volt a grade 2 tumorok eltéré progndzisu csoportjainak elkilonitésére. A 9 gén
expresszidjat mértik meg formalinos szévetmintdinkon (3 kontroll gén mellett) gPCR
madszerrel. A duplikdtumban végzett mérések soran a relativ expresszidés aranyt a AACt
modszerrel szamoltuk ki. Az eredményeket Prediction Analysis for Microarrays (PAM)
modszerrel értékeltiik. A magas elGrejelzési potencidllal bird gének kivalasztasa soran a PAM
folyamatosan emeli a gének expresszidjabdl levont kiisz6bot, amelynek hatdsdra a korrigdlt
génexpresszid folyamatosan csokken. Ezen ,shrunken centroid”’-nak nevezett csokkentett
génexpresszio szignifikdnsan eltérd génjei adtak az el6re jelz6 génlistat.

Anyagi forrasok hidanyaban sajnos nem volt lehet8ségiink tumormintakon validacios
vizsgalatokat elvégezni (1000 esetben terveztiik validalni az eredményeinket). In silico
validdlasrél azonban vannak adataink, bar itt a TOP2A és a FOXM1 mellett a harmadik gén a
MKI67 volt (Székely B és munkatdrsai: A 3-gene proliferation score (TOP-FOX-67) can re-
classify histological grade-2, ER-positive breast cancers into low- and high-risk prognostic
categories. Breast Cancer Res Treat. 2013;138:691-8.), amelyek a kereskedelmi forgalomban
kaphatd multigénes prognosztikai tesztekkel 0Osszemérheté értéklinek mutattdk az
eredményeket.



Ami a tight junction fehérjék mintazatanak prognosztikai értékével foglalkozé tanulmanyokat
illeti, a kiindulast itt is in silico elemzések jelentették. A bioinformatikai elemzést bioldgiai
tudomanyokban jartas matematikus (Micsinai Mariann, akkoriban a Yale University School of
Medicine kutatdja, jelenleg Principal Data Scientist, Pivotal Software, Inc.) végezte. Itt az
Affimetrix génexpresszidés adatbazisbdl nyert adatok megbizhatdsdgaval kapcsolatban az
aldbbi mddon jartunk el: els6é |épésben 13 nyilvdnos adatbazis microarray adatait vettiik
alapul, és ezekbdl képeztilink egy finomitott, és a tanulmanyhoz hasznalt adatbazist, amelyben
kizartuk azokat a prébdkat, amelyek atlagos MAS-5 (microarray suite-5) expresszidja 100-nal
kisebb, maximdlis expresszidja 500-nal kisebb volt. (A MAS-5 egy szelektiv és szenzitiv
algoritmus génexpresszids adatok elemzéséhez, amely a hibridizacié soran kialakulé ,perfect
match” (specifikus kot6dés) és ,mismatch” (nem specifikus kotédés) kilonbségek
logaritmusanak sulyozott atlagaival szamol.) Ezek utan a CLDN1, -3-11, -14-18, és az E-cadherin
expresszidos adatok atlagabdl képeztik a Complex Junctionalis Signature (CJS) -t. Az
adatbazisokbdl nyert adatokat PAM alkalmazdasdval elemeztiik, ami lehet6évé 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.

3. Van-e a Claudin expresszio valtozas irodalombdl idézett poszttranszlacids
mechanizmusainak/fokozott eliminaciéjanak meglétét alatamaszté ujabb adat?

2016-ban jelent meg az az attekint6 kozlemény (Liu és munkatarsai, J Proteome
Res. 2016;15:339-59) amely az addig megismert post-transzlaciés mechanizmusokat dsszegzi,
amelyek a CLDN fehérjék expresszidjat és funkcidit befolyasolhatjak. A foszforilacié (bizonyos
claudinok esetében ismertek a specifikus foszforilacidés Idkuszok, és ezek hatasa a
mukodésikre), palmitoilacid, ubiqutinizdcidé, sumoildcié (az utébbi két mechanizmusrdl
egyeldre allati sejteken végzett kisérletekbdl vannak adatok), glikolizacié (a claudin fehérjék
esetében ritkan figyelték meg) és proteolizis (amely kéros dllapotokban —pl. a bél hamjanak
fokozott permeabilitasdval jaré betegségekben-, de a fizioldgids turnoverben is szerepet
jatszik) a claudin fehérjék funkciéjdnak csokkenéséhez, a tight junction struktirak teljes vagy
részleges felbomlasahoz, a claudinok lokalizaciéjanak megvaltozdasdhoz vezethetnek.

Sajat vizsgdlatokat nem végeztiink a claudin fehérjék expresszidjanak csokkenése (valtozasa)
hatterében allo posttranszlaciés mechanizmusok tisztazasara.

A transzkripcids szabdlyozas szintjén leirtak, hogy a miR155 overexpresszidja a claudin-1
MRNS, és claudin-1 fehérje expresszid csokkenését okozza. Ez utébbi mechanizmust ovarium
carcinomdkban észlelték, de ugyanakkor vannak adatok arra vonatkozéan, hogy eml6tumoros
betegek szérumaban a magas miR155 szint kedvez6tlen progndzissal tarsult. (Qin és
munkatarsai FEBS Lett. 2013;587:1434-9., Roth és munkatarsai Breast Cancer Res. 2010;
12:R90.)
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4. A tight junction complex egyes alkotdinak megjelenése milyen médon jarulhat hozza
a tumorsejtek agressziv viselkedéséhez? Kapcsolddasi struktirakrdl lévén szo, a csokkenést
még csak értenénk, de mi a helyzet a fokozott expresszioval? Vannak-e sajat megfigyelések,
esetleg irodalmi adatok arra vonatkozdéan, hogy egy neoplaziaban az egyes claudinok milyen
hatassal lehetnek a sejtek tulélésére, adhézidjara, migracidjara, stb.?

Sajat  kisérleteket, amelyek a claudin expresszibban bekovetkez6 valtozasok
mechanizmusanak tisztazasat célozta volna, nem végeztiink. Az aldbbiakban irodalmi adatokra
tdmaszkodva igyekszem a kérdést megvalaszolni.

Nem-kissejtes tidGcarcinoma sejtekben a kézelmultban igazoltak, hogy a Claudin-4 expresszié
fokozdédasat TGF-B idézi el6 a c-Jun Utvonal kozvetitésével (Rachakonda G. és munkatarsai
Cellular Signalling 2016;28:1537-1544): a kutatasok szerint a TGF-B transzkripcids szinten
feltl-reguldlja a Claudin-4 expressziot, ezt a hatast a c-Jun medidlja. Az idézett munkacsoport
kimutatta, hogy a TGF-B a sejtmigrdciot és a koldnia-képzddést stimulald hatasat a Claudin-4
molekuldn keresztiil fejti ki.

TGF-B (mins) TGF-B (hrs)
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A szerz6k ezen az dbran mutattdk be az A549 sejtvonalon kapott eredményeket: Lathato, hogy
a Claudin-4 és a c-Jun fehérjék mennyisége a TGF-B hatdsara a TGF-B kezelés id6tartamaval
aranyosan novekszik. Ezzel, valamint a c-Jun gatlas esetén elmaradd Claudin-4 expresszid
fokozodas elmaraddsdval lattak igazolva, hogy a TGF-B a c-Jun-onkeresztiil fokozza a Claudin-
4 expresszidjat.

2015-ben jelent meg egy kozlemény a CLDN4 sejtproliferaciét, apoptosist, migraciot
befolydsolé hatasairél, amelyeket MCF-7 eml6rdk sejtvonalon igazoltak. A CLDN4
overexpresszid noveli a sejtproliferaciot és fokozza a migracids képességet, és csokkenti az
apoptosist. A CLDN4 gén hypometilaciojat alapveté mechanizmusként irtdk le a gén fokozott
mikodésében. (Xiaotang MA OncologyReports 2015;34:681-690)

Liu és munkatarsai (a fent mar idézett, J Proteome Res. 2016; 15:339-359.) nagy review
cikkében a claudinok mikodésével és szerepével, a szabalyozasi mechanizmusokkal
kapcsolatban attekintik a kutatdsok eddigi eredményeit. Ebben a kézleményben a kérdéssel
kapcsolatban az alabbi megfigyelésekrél szamolnak be:
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CLDN1 overexpresszald transzgén egér modellben az intesztinalis epitelidlis differenciacié f6
regulatorat, a Notch utvonalat, a MMP9-cel és p-ERK jelatviteli utvonallal egyiitt, a CLDN1
overexpresszio felllregulalja.

SW480 human colon carcinoma sejtvonalban a CLDN1-et a Wnt/B catenin downstream
targetjeként azonositottak, és a CLDN1 fehérje overexpresszidjat vastagbél carcinomak
sebészi mintdiban is kimutattak.

MDA-MB-231 sejtvonalban a CLDN5 overexpresszid noveli a sejtmotilitast, és a kisérletekben
az N-WASP és a ROCK1 fehérjékkel észleltek co-immunprecipitdcot. Ezek alapjan az is
felmerlt, hogy a CLDN5 a metasztdzis képzésben jatszhat szerepet.

A CLDN7 és EpCAM komplexeket alkotnak, amit co-immunprecipitdciés kisérletekben
igazoltak HEK293 sejtvonalban. (Ez a sejtvonal vese embrionalis sejtekbdl szarmazik.) Ezen
sejtek proliferacidjahoz a CLDN7-EpCAM komplexek jelenléte sziikséges — ezek hianyaban a
mitogénszignalizdcié inaktiv. Egerekbe oltott HEK-EpCAM-CLDN7 sejtekbél daganatok
alakultak ki, mig az EpCAM-CLDN7 komplexek nélkili HEK sejtek egerekbe oltva nem
indukaltak tumorokat.

Eml&carcinomakban a CLDN1, -3, -4, -7 szerepével kapcsolatban ismert a legtobb adat az
irodalomban, és sajat vizsgalatainkban is f6leg ezekre fektettiink hangsulyt. A vizsgalataink
kezdetekor, a normal eml6ham claudin mintdzatanak feltérképezését kovetGen,
emlédaganatokat vizsgaltunk kiilonb6z6 szempontok szerint. A varakozdsunkkal ellentétben a
tanulmanyozott claudin fehérjék expresszidjat nem egyontetlien csdkkent mértékdnek,
hanem valtozatos médon csokkent vagy fokozott mértéklnek talaltuk a normal eml6ham
sejtekhez viszonyitva. Ugy vélem, hogy a tanulmanyaink 6ta publikalt, fent idézett alapkutatasi
eredmények némi magyardzattal szolgalnak arra a latszolag ellentmonddsos megfigyelésre,
ami a tight junction fontos alkotéelemeinek, egyes claudin fehérjéknek fokozott expresszidja
és a daganatprogresszio és/vagy kedvezGtlen progndzis k6zotti egyenes aranyu 0sszefluiggésre
vonatkoznak.

Az altalunk vizsgdlt eml6rak esetekben észlelt CLDN1 expresszid csokkenés 6sszhangban van
mas kutatdcsoportok eredményeivel.

Nem hagyhatd figyelmen kiviil az sem, hogy a claudinok csupan az egyik tipusu fehérjecsalad
a komlex rendszerben, amelyben transzmembran és plakk-fehérjék taldlhatéak. A claudinok a
transzmembran fehérjék kozé tartoznak az occludinnal, JAM-mal és CAR-ral egyiitt.

A claudin fehérjék bonyolult rendszerét és szabalyozdsi-, valamint kdlcsénhatds
mechanizmusaikat a fent emlitett review cikk egy abraja, amely csak a CLDN1 fehérje halézatat
mutatja be, igen jol szemlélteti:
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Abramagyarazat: narancssargaval jeldlték az intrinsic membranfehérjéket, amelyek legalabb
egy transzmembran doménnel rendelkeznek. Sarga szinnel a periférias membranproteineket
abrazoltdk. Ez a két csoport plazma membran és endomembran (endosoma, Golgi,
endoplasmasreticulum, citoplazma vesiculumok) fehérjéket tartalmaz, mitochondrialis és
sejtmag membran fehérjéket nem vettek bele ebbe a két csoportba. Zold szinnel a cytosol,
mitochondrium és magi fehérjéket abrazoltdk. A szekretdlt fehérjék (szignal fehérjék) kék
korokként szerepelnek az abran. A lila szegély azokat a fehérjéket jeloli, amelyek a
tightjunction alkotéelemei. A piros vonalak a CLDN1-gyel direkt kapcsolatban 3all6 fehérjéket
mutatjak (TJP1/Z0-1, TJP2/Z20-2, TJP3/20-3, MPDZ, INADL, TACSTD2, SRC, KRT76, LNX1, CD81,
CD9, OCLN, MARVELD2, MARVELD3, CLDN3, CLDN7, MMP14, MMP2, és EFNB1)

5. Volt-e lehetdség az AURKA gén emldrakokban is leirt amplifikaciojat vizsgalni?
Mekkora lehet itt a génamplifikacid szerepe, és milyen a viszonya a fehérje ill. RNS
expresszids eredményekkel?

A mai napig sem teljesen tisztazott az a folyamat amely az AURKA és AURKB
overexpresszidjahoz vezet. Egyes szerz6k szerint eml6tumorokban 6sztrogén-recepror
medialt dtvonal vezet az AURKA és AURKB gének amplifikaciéhoz és igy a fehérjék
overexpresszidjahoz (Li JJ és munkatarsai, Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101:18123-8.). Egy
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2015-0s koézlemény szerint magas AURKA és AURKB expresszio volt kimutathatd az aromataz
inhibitor (Al) rezisztens sejtekben, valamint az AURKA inhibitorok, mint az alisertib és
danusertib az Al-rezisztens sejtekben ledllitottak a sejtciklus progresszidjat a G2/M fazisban.
(Hole és munkatarsai Breast Cancer Res Treat. 2015;149:715-26.)

2013-ben japdn szerz6k kozoltek adatokat arra vonatkozdan, hogy az AURKA gén amplifikacio,
-mRNS és —fehérje expresszi6 nem all szoros Osszefliggésben, és a kliniko-patoldgiai
jellemzdékkel valé dsszefliggésiikben is eltérnek (Yamamoto és munktarsai, BMC Cancer 2013,
13:2179.) Ok az AURKA mRNS szintje és az eml&rak relapszus mentes tulélése kdzott talaltak
szignifikdns Osszefliggést, amelyet sem a gén-, sem a fehérje overexpressziéja kapcsan nem
tudtak igazolni.

Tanulmanyunkban jelent6sen magasabb AURKA fehérje expresszid volt kimutathaté a
metasztazisokban (p=0,041), mig nem volt szamottevé kiilonbség a primer tumor- és kontroll
csoport Osszehasonlitdsban (p=0,174). A kilonb6z6 lokalizaciéju metasztazisokat
O0sszehasonlitva, a kodzponti idegrendszerben kialakult attétekben volt leggyakrabban
kimutathatd intenziv (3+) AURKA expresszid. A Ki-67 fehérjeexpresszid esetén 15%-o0s
kiiszobértéket meghatdrozva, szignifikans 6sszefliggést mutatott az AURKA expresszidval (p=
0,001). Tanulmanyunk eredményei arra utalnak, hogy a vizsgdlt két fehérje fokozott
expresszidja a tavoli attéteket alkotd tumorsejt populacio jellemz6 sajatossaga, de a fokozott
expresszio mértéke az attét lokalizaciéjatdl (feltehetSen valéjaban az adott lokalizacidoban
jellemz6 molekuldris- ill. immunfenotipustdl) is fligg. KettGs jelGlésti FISH reakcidkat
(Kreatech) végeztiink a fentebb emlitett mintakon az AURKA génamplifikacié kimutatasahoz.
A rendelkezésre dllé FISH probdval azt taldltuk, hogy az AURKA fehérje overexpresszio
hdtterében csak részben mutathato ki AURKA génamplifikdcid. Sajnos azonban a mintak nem
minden esetben voltak optimdlis mindségliek, ezért nem minden esetet tudtunk
megbizhatdan értékelni. AURKA mRNS mérést a kromoszomalis instabilitas prognosztikus
szerepével kapcsolatos munkankban végeztink, itt azonban fehérje expressziét és
génamplifikacidt nem vizsgdltunk.

6. Milyen kapcsolat varhaté a matrix Gsszetétele és a primer tumorban fellelheté
stromasejtek, esetleg gyulladdsos sejtek szama k6zott? Mennyire ismert a tumorsejtek altal
expresszaltfibroblast-stimuldlé névekedési faktor, citokin profil prognosztikai szerepe?

Bussard és munkatarsai egy tavaly megjelent nagy review cikkben foglaljak 6ssze a tumor
stromadval kapcsolatban ismert kutatasok, megfigyelések eredményeit. A tumor stromasejtjei
a koérnyez6 ,host” sejtekbél szarmaznak, el8segitik az extracellulldris matrix remodellalasat, a
sejtmigrdciét, neoangiogenezist, invaziot, a terapiaval szembeni rezisztencia kialakuldsat, és
citokinek, kemokinek és névekedési faktorok termelése révén a tumor semlegesiti az immun
védekezési mechanizmusokat is.



14

W

Legend:
Fibroblast
- Pericyte

c,ﬁ. MSC
Adipocyte
Cancer Cell

Endothelial Cell

Abra magyarazat: A tumor stroma sejtjei (tumor associalt stromalis sejtek) kiilonbdzé
eredetliek: fibroblaszt, pericita, csontvel6i &ssejtek, zsirsejtek, endothél sejtek és maguk a
tumorsejtek is EMT révén. Forrds: Bussard KM BreastCancer Research 2016;18:84

A tumor stromdban talalhato sejtek jellemzGi réviden az alabbiak:

Tumor asszocialt fibroblastok (TAF): ezek a sejtek aktivalt fibroblastok, amelyek a
sebgydgyulas folyamataban valamint gyulladdsban szerepl6 fibroblastokkal mutatnak rokon
vonasokat. Tumor progresszid soran fokozott proliferdciéjuk észlelhet6, és szdmos
mechanizmus révén fokozzak a tumor ndvekedését és a kemoterapidaval szembeni
rezisztencidban is jelentGs a szerepik. A tumor stroma TAF sejtjei gyulladasos citokineket
termelnek és igy a gyulladds fenntartasdban, neoangiogenezisben, makrofag sejtek
intratumordlis felszaporoddsdban jatszanak szerepet, mindezek a daganat novekedését segitik
el6. Tovabba szerepiket igazoltak a matrix remodelldlasban is. Az angiogenezist a TAF sejtek
pericitdkat és endothel sejteket stimuldléd faktorok termelése is segiti. Kordbban a
mesenchymadlis Gssejt- és fibroblast eredet(i TAF-okat bizonyos markerek segitségével
azonositottdk: alfa-SMA, tenascin C, fibroblast-specifikus protein-1, fibroblast aktivalo
protein, és neural-glial antigen.

Tumor asszocialt adipocytdk (cancer associated adipocytes, CAA): a matrix remodellalasban,
invazidban és a daganatsejtek tulélésében szerepet jatszé faktorokat termelnek, emellett
EMT-t indukalnak. Inzulin-like ndvekedési faktor koté protein 2-t (IGFBP-2) termelnek, ami
fokozza a migraciot és humdan emlé carcinomak metasztazis képzését in vitro és in vivo
kdrilmények kozétt is. (Wang és mtsai PLoSOne. 2015;10:e0119348) Erett zsirsejteket
emlGcarcinoma sejtekkel ko-kulturdban tenyésztve kimutathatd, hogy a daganatsejtekben
fokozodik a MMP-11, IL-6 és IL-1B expresszidja. (Dirat és mtsai Cancer Res. 2011;71:2455-65)
A kutatasok eredményei azt sugalljak, hogy a zsirsejtek és a daganatsejtek kolcsonhatasa
jelentds tényez6 az eml6daganatok mikrokornyezetének kialakitasban.
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Tumor asszocidlt endothel sejtek (cancer associated endothelial cells, CAEC): a csontvel6
eredetl proliferalé endothel sejtek endothelialis-mesenchymalis tranzicién (EndMT) mennek
at TGF-B jelenlétében — vagyis az endothel sejtek fibroblaszt-szer( sejtekké alakulnak. Ezekben
a sejtekben a CD31 alul reguldlt, az FSP1 és az alfa-SMA fokozottan expresszalédik. (Nieman
KM Nat Med. 2011;17:1498-503) Kemoterapia fokozza ezekben a sejtekben a TNF-alfa
termelését, ami NF-Kappa B fokozott termelésén keresztil CXCL1/2 termelését fokozza. Ez a
myeloid sejtek bevandorlasat idézi els, valamint a CAEC-k S100A8/9 termelését noveli — ezzel
fokozva a daganatsejtek tulélését és kemorezisztenciajat. (Acharyya S Cell. 2011;150:165-78.)
Leirtak azt is, hogy a daganat altal aktivalt keringé endothel sejtek chaperon-ként m(ikédve a
célzott terdpids szerek ellenére a daganatsejteket a tdvoli metasztdzis helyeire segitik eljutni.
(Yadav A PLoS One. 2015;10:e0141602)

Tumor asszocidlt immun-stroma: az immun-medialt valasz diszreguldcidja kovetkezik be
amiatt, hogy macrophagok, dendritikus sejtek, NK sejtek, myeloid eredetl szupresszor sejtek,
Treg sejtek pro-tumor koérnyezetet teremtenek. A macrophag populdcié immunszuppressziv
és pro-angiogén hatdsu, emellett a tumorsejt migraciot és az invazivitast is fokozza. (Medrek
C. BMC Cancer. 2012;12:306.) A myeloid eredetl szuppresszor sejtek TAM sejtekké
differencialédnak, el6segitik a tumorsejtek immunvdlasz dltal torténé eliminalasanak
elkeriilését, részt vesznek a matrix remodelldlasban és a tumorsejtek EMT folyamatdban is.
(Yu C. J Immunol. 2013;190:3783-97) A dendritikus sejtek abnormalis érése az
immuntoleranciat segiti el6. Az NK sejtek két tipusat irtak le: tumor infiltralé NK sejtek és
tumor asszocialt NK sejtek, amelyek pro-angiogén citokineket (VEGF és SDF-1) expresszalnak,
ami a tumor progressziot segiti el6. (Bruno A. Neoplasia. 2013;15:133—-42.) A Treg sejtek oki
szerepét is tisztaztdk a tumor ellenes immunvalasz csokkentésében, a tumor progresszio
elGsegitésben (Curiel TJ. Nat Med. 2004;10:942-9.)

A tumor stromaban taldlhaté immunsejt infiltrdtum (TIL, tumor infiltrdld lymphocytak) ardnya
fontos tényez6 az emlérak neoadjuvans kezelésre adott vdlasza el6rejelzésében. Az eddigi
tanulmanyok eredményei egyértelm(ien arra utalnak, hogy a fokozott TIL arany kedvez6bb
terapids valaszt jelez el6re. Kétségtelen azonban, hogy szdmos esetben a magas TIL arany
ellenére sem kovetkezik be kedvezé tumorvélasz. Ezért a vizsgalatok abban az irdnyban is
folynak, hogy a TIL pontos Osszetételét meghatarozva pontosabb prediktiv informaciét
lehessen adni. Tenascin-C (TNC) -ben gazdag stromaban domindlnak a myofibroblast szerU
sejtek, valamint az Ujdonképzett erek; a tumor stroma Osszetételének és a neoadjuvans
kezelés eredményességének 0Osszefliggéseit vizsgald tanulmanyunkban a TIL jelenlétét,
mennyiségét nem vizsgdltuk, de a fentiek tiikrében érdekes lenne e két meghatarozo stromalis
komponens 6sszefliggéseit is elemezni.

Erdekes megfigyelés, hogy a stroma ardnya 6nmagdaban prognosztikus jelent8ség, azonban
ER+ és ER- eml6rak esetekben ellentétes értelemben: a tomegesebb stromaval rendelkezé
tripla negativ (TN) tumorok szignifikadnsan kedvezG6tlenebb progndzissal rendelkeznek (Dekker
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TJ. és munkatarsai Breast Cancer Res Treat. 2013;139:371-9.), ER+ daganatokban épp
ellenkezéleg, a tomegesebb stroma a kedvezSbb progndzisu esetekre jellemzé (Downey CL.
és munkatarsai Br J Cancer. 2014;110:1744-7)

Bussard és munkatdrsai a tumor asszocialt stroma 5 f6 tipusat kilonitik el, melyek kozil a
mesenchymalis 6ssejt-szer(i a legkevésbé agressziv, mig a matrix remodellaldssal jellemzett a
legagresszivebb. Ez utdbbiban alacsony az SMA- és magas a fibroblast aktivalé protein (FAP:
serin protedz) és a fibroblast specifikus protein 1 (FSP1) expresszid. Tovabbi stroma tipusok az
endothelial-like, a myofibroblast-like és a pericyta-like stroma, rdjuk jellemz6 fehérje
expresszioval. A myofibroblast-like stromdban irjdk le a TNC-t, mint jellegzetes
fehérjekomponenst. Ez a stroma ,aktivalt” stromatipus, agresszivitds szempontjabdl kdztes
helyet foglal el (az idézett cikk 2. dbraja, Id. lent).

Stromal Cell Markers Aggressiveness

Phenotype Expressed 1

MSC-like CD105,CDY0, | | 0 r e
CD73, CD44 Adg

Endothelial-like CD31 ;
Myofibroblast-like | Alpha SMA, TnC EMDre rassive

|Pericyte-like | NG2, PDGFr |
Matrix-remodeling | FSP1, FAP, .
alpha SMA- 5 Most essive

' Forras: Bussard KM. BreastCancer
Research 2016;18:84

Jachetti és munkatarsai 2015-ben kozolték transzgén egerek prostata intraepitelialis neoplasia
lézidkbdl izolalt prostata daganat Gssejteken (CSC) végzett kisérleteik eredményét (Cancer
Res; 75(10);2095-108.), amelyek sordan a TNC tumorimmunitdssal valé 0Osszefliggését is
vizsgaltak. A CSC-k elpusztitasaban in vitro kisérletek alapjan az NK és T sejteknek van szerepe,
ugyanakkor az is ismert, hogy a CSC-k gatoljak a T-sejtek mikodését. Az idézett kdzlemény az
els6, amelyik in vivo korilmények kozott is vdlaszt keresett a CSC-T-sejt interakcid
megvalaszolatlan kérdéseire. Eredményeik szerint a TNC immunszupressziv molekula: gatolja
a T-sejt receptor dependens T-sejt aktivaciot, -proliferaciot és -citokin termelést, azaz, gatolja
a T-sejt medidlta immunsurveillance-t. Ez, és kordbbi kisérletes adatok vezettek oda, hogy
jelenleg mar folynak klinikai vizsgalatok, amelyekben anti-TNC antitest terapias hatékonysagat
vizsgaljak.

A citokinek progndzist befolydsolo szerepérél tavaly jelent meg egy figyelemreméltd
kdzlemény (Espinoza JA, Oncoimmunology 2016;5:€1248015). Vizsgalatukban a szerz6k
eml6tumorbdél és normdl emlGszovetbdl szarmazd intersticidlis folyadék citokin profiljat
hasonlitottak 0Ossze. 27 citokint vizsgdltak, amelyek kozil 11 jelent6sen nagyobb
mennyiségben volt kimutathaté a karcindmakbdl szarmazéd intersticidlis folyadékban:
interleukin 7, -10, -12, -13, -1B, fibroblast névekedési faktor-2, IP-10 (IFN-y inducible protein),
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IL-1 receptor antagonista (IL-1RA), PDGF-B, chemokin ligand 5 (RANTES), VEGF.
Immunhisztokémiai vizsgalatok soran kimutattdk, hogy az IL-1RA, IP-10, IL-10, PDGF-B,
RANTES és VEGF mind a tumorsejtekben, mind a TIL-ban jelen vannak. A tumorok altipusaival
vald Osszefliggést elemezve, a tripla negativ fenotipusu daganatokat a LuminalisA tumorokkal
0sszehasonlitva az IL-10 és a RANTES szignifikdnsan magasabb szintjét észlelték. A tulélési
adatok elemzése az IL-5 kedvezétlen prognosztikai szerepét igazolta.

Ami az FGF/FGFR-t illeti, szdmos kutatdcsoport munkaja iranyul arra, hogy az emlérakok egy
részében észlelhet6 FGFR gén amplifikacidjanak jelent6ségét tisztazza. Egy tavalyi Cancer
Science cikk DNS — mRNS - fehérje szint(i vizsgalatokrol szamol be, amelyek azt igazoltak, hogy
az FGFR fehérje overexpresszidja ER+/HER2- emlédaganatokban rovidebb betegségmentes
tuléléssel jar. (Tomiguchi M et al. Cancer Sci 2016;107: 491-498)

Idén madrciusban a Nature Reviews Cancer-ben nagy attekint6 cikket kozoltek az FGFR
lehetséges szerepeirdl, a génben bekovetkezd lehetséges valtozasokrél és ezek hatasairdl,
valamint a jelenleg mar elérhet6 vagy még csak klinikai kiprobalds alatt allé FGFR gatlé
gyogyszerekkel szerzett eddigi tapasztalatokrdl solid tumorokban — ez utdbbi kapcsdn
részletesen targyaljdk a lehetséges rezisztencia mechanizmusokat is. (Babina IS és Turner NC
Nature Reviews Cancer doi:10.1038/nrc.2017.8) A fibroblast novekedési faktor (FGF)
szerepével kapcsolatban eml6rakban az FGF2-rél ismert, hogy EMT-t facilitdl. Magas FGF2
szint jellemz§ tripla negativ fenotipusi eml6carcinoma sejtvonalban, kiilondésen a
mesenchymalis fenotipusiban. A serum emelkedett FGF2 szintjét talaltak szamos daganatos
betegben, kdztiik emlGrakos betegekben is, fGleg progredialé betegség esetén. Az FGFR2 llic
izoformaja az FGF2-h6z magasabb affinitdst mutat — a llic izoformat hidgyhdlyag-, pancreas-,
colon- és prosztatarak esetében fokozott invazivitdssal hoztak dsszefliggésbe. Az FGF2-nek az
angiogenezisben is szerepe lehet: angiogenezist gatlé gyogyszerekkel szembeni rezisztencia
esetén magasabb FGF2 szintet talaltak, ugyanakkor kett6s FGF és VEGF blokkolds egér
pancreas neuroendocrin tumor modellben a tumor novekedés és az angiogenezis gatlasat
eredményezte.

Kdszéném Professzor Ur kérdéseit, amelyekkel tovabbi lehetéséget adott szamomra ahhoz,
hogy a munkacsoportom egyes klinikopatoldgiai tanulmanyokra alapozott eredményeit a
legljabb alapkutatasok eredményei tikrében tekinthettem at. Kérem, hogy valaszaimat
fogadja el.
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