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Az utdbbi évtizedekben a patologiai vizsgalat értéke nagyon megndtt, mert nem csak
az adott beteg daganat-diagnozisat adja meg, hanem az elvégzett mitét mindségérdl, a
daganat varhato korlefolydsarol, a kezelés hatékonysagat befolydsolé morfologiai €s genetikai
faktorokrol ad felvilagositast és ezek egyiittesen teszik lehetdvé a hatékony személyre szabott
célzott kezelést. A fenti adatok szolgéltatdsa a szovettani kép egyre finomabb elemzésén tul
egyre bonyolultabb mddszerek alkalmazasat ezek fokozatos fejlesztését, tovabba folyamatos
értékelését teszik sziikségessé abbol a célbdl, hogy 0j eredmények sziilethessenek. Ez a
problémak sokfélesége miatt nemzetk6zi 6sszefogas nélkiil nem lehetséges. Dr. Kulka Janina
ebben a munkaban sok éve részt vesz olyan modon is, hogy emldérakkal foglalkozo
nemzetkdzi munkacsoportok tagjaként sajat fejlesztésekkel, 0j adatokkal és az adatok
értékelésével egyénileg is hozzajarult az emlitett daganat csoport egyre javuld ellatasédhoz,
ezen beliil egyes emldrak-alcsoportok fejlédésmenetének jobb megértéséhez, és hatékonyabb
elsdsorban azokra a fejezetekre fokuszalok, amelyekben Jelolt és munkacsoportjanak kutato
munkdja megitélésem szerint a betegellatas szempontjabol jelentds ) eredményekre vezetett.

Ezek utan az alabbi 5 fejezetet értékelem részletesebben:

1. Hormonreceptor, cErbB2/Her2 és Ki67 klinikopatolégiai paraméterek szerint torténo
emlorak prognosztikai prognosztikai osztalyozas

Az emlérdk immunhisztokémiai hormonreceptor statusa egyedill az egyik
legfontosabb prognosztikai és prediktiv faktor. A téves meghatdrozas ugyanis nagyon
stlyosan befolyasolja a daganatos betegség kimenetelét. Az Eurdpai Emldsziiré Patologus
Munkacsoport (EWGBSP), amelynek munkajaban Jeldlt is részt vett kimutatta, hogy az
értékelés laboratériumonként messze nem egységes. Ezért az EWGPB olyan egyiittes ajanlast
fogalmazott meg, amely egységesiti az értékelést és segiti a technikai hibak elkertilését.

A HER2 stitus ez egyik legfontosabb prediktiv tényez6 az emldrak varhato
lefolydsanak megitélésében. Vizsgalata azért is alapvetd fontossagu, mert az orvostudomany
torténetében ennek segitségével lehetet kifejleszteni az elsé hatékony célzott daganatellenes
kezelést. A HER2 status meghatarozasa immunhisztokémiai és FISH modszerekkel torténik.
Kulka Janina dr. és munkacsoportja tobb mint 1000 tumor mintan részletesen analizélta és
optimalizalta ezeket a moddszereket, tovabbd Osszefiiggést tart fel a HER2 amplifikalt
daganatok sulyossagi fokozata és az ER/PR status tekintetében.



Az irodalom nem egységes a Ki67 immunhisztokémiai proliferaciés marker
hasznossaganak megitélésében. Jelolt és munkacsoportja a kereskedelemben kaphatd 5
immunhisztokémiai marker 0Gsszehasonlitd vizsgalatat ¢és  értékelését végezte el,
meghataroztak a leginkdbb szenzitiv, és a korlefolyassal legjobban korreldldo markert, ami a
daganat gyogyszeres kezelésével is Osszefiiggott. A gyakorlati emlérdk diagnosztika
szempontjabol nagyon fontos Jelolt vizsgalata, amelyben kimutatta, hogy a kiilénb6z6 Ki67
markerek hasznalata egymastol eltérd prognosztikai informacioval jar.

Mindezek a vizsgalatok 0Osszességiikben azért nagy jelentdséglick, mert ezeken
alapszik az emlérakok mai legkorszerlibb prognosztikai patologiai beosztasa. A 2000-ben
kozolt ujabb emlérak osztalyozas két nagy csoportot, az ER pozitiv és ER negativ emldrakok
csoportjat kiilonitették el. Gén-expresszios vizsgalatokkal az ER pozitiv csoporton beliil
Luminalis A ¢és Luminalis B tipusokat, az ER negativ csoporton beliil HER2 pozitiv és
Bazalis (triple-negativ) tipusokat kiilonboztettek meg. Ezek a csoportok csak a fent targyalt
patologiai paraméterek alapjan is felallithatok, s6t finomithatok, tovabbfejleszthet6k voltak.
Jelolt és munkacsoportja 698 tumor mintdn a fent optimalizalt paraméterk segitségével
vizsgalta e daganat csoportok prognosztikai értékét és Osszefiiggését a TNM statussal.
Munkajuk konkluziv eredményekre vezetett, eredményeiket meggy6z6 Kaplan-Meier talélési
gorbéken mutattak be. Jelolt és munkacsoportja vizsgalatainak f6 értéke abban all, hogy
megmutattdk a fent emlitett markerek rendszeres feliilvizsgalata nélkiili haszndlatanak
veszélyét, ami egyébként hasonlo tumorok eltéré megitélésére vezethetnek és a betegek
onkologiai ellatasa véletlenszertien dontden kiilonboz6 lehet.

2. Claudin expresszio normal emldészovetekben, jéindulati és rosszindulati emlé-
elvaltozasokban

Korabban az irodalomban kevéssé volt ismert, hogy a claudin expresszo milyen
mintazatot mutat ép emldszdvetekben és kiilonféle jo- és rosszindulati emlo elvéaltozasokban.

Claudin 1 expresszio a joindulati eml6 elvaltozasokban és in situ carcinomakban az ép
hamhoz viszonyitva nem csokkent, carcinomakban a gradingtol fiiggetleniil nagyon erdsen
lecsokken vagy negativva valik. Ez a megfigyelés 6nmagaban is prognosztikai jelentdségi,
mert a nagyon alacsony claudin-1 expresszid nyirokcsomé metasztazissal rendelkez6 betegek
szignifikansan rosszabb varhat6 korlefolyasara utaltak. Jelolt és munkacsoportja azonban egy
ennél komplexebb és altalanosabban hasznalhatd prognosztikai score rendsert hoztak létre az
E-cadherin és claudin 1, 2, 3, 4, 5, 7 expresszios mintazata alapjan, amelynek segitségével az
emlOrakokat kedvezd és kedvezétlen korlefolyasi csoportra lehetett bontani. Ezt az
expresszids profilt tovabb egyszerilisitve létrehoztdk a claudin-2, 4 és E-cadherinbdl allo,
egyszerll és altalanosan haszndlhatd, de ugyanolyan prognosztikai értéki CURIO, vagy
masképpen Cadherin-Claudin (CC) csore-t, amelynek validaciojat 387 emlé tumoros mintan
végeztek el. Megallapitottdk, hogy a score értékek relapszus-mentes tulélés vonatkozasaban
szignifikdnsan elkiilonit egy jobb ¢és kedvezdtlenebb progndzisti betegcsoportot.
Vizsgalataikat kiterjesztették kiilonboz6 daganat-alcsoportokra is, és azt talaltak, hogy a
daganat-fenotipus, az érinvazidé jelenléte vagy hiany (kotelezO paramétere az emlérak
patologiai leletének) és a CC score egyiitt fliggetlen prognosztikai paraméter. Ez a
vizsgalatsor teljesen varatlan eredményt is hozott, ami ramutatott a fenotipusos daganat-
osztalyozas jelentdségére és tovabbi vizsgalando kérdéseket is felvetett. Egyrészt a tumorok



nagy csoportjdban CC a magasabb score, vagyis az E-cadherin és claudin-4 adhézios
molekuldk kifejezett expresszidja rosszabb progndzissal, az expresszi6 hidnya sokkal
kedvezobb korlefolyassal jar. Masrészt van kivétel, mert a Luminalis B tumor csoportban ez a
mintazat megfordul, és az alacsonyabb score értékek (a fehérjék expresszidjanak csékkenése)
jartak kedvez6tlenebb korlefolyassal. A claudinok és az E-cadherin expresszidés mintazata a
primer tumorhoz viszonyitva az attétekben némileg eltér és prognosztikai informaciot is
hordoz. Ez az adat is azt mutatja, hogy az attétek genetikailag eltérhetnek a primer tumoroktol
¢s egyre inkabb sziikségessé valik az attétek (vagy a vérben keringd daganatsejtek) kiilon
vizsgalata is. Tekintve azt, hogy a claudinok ,,0si” molekulak az immunhisztokémiai
markerek kutydkon is alkalmazhatéak voltak. Az allatkisérletek elsOként mutattak meg, hogy
a claudin expresszi6 mintdzatanak valtozasa az emldrak kialakulasanak fejlédésmenetében
hasonlosagot mutat az emberével és altalanos bioldgiai jelenségnek tekinthetd.

3. Génexpresszios prognosztikai vizsgalatok Grade-2 emlérak eseteiben.

A carcinomdk, ezen belil az emldrakok maig egyik legjobb patoldgiai
prognognosztikai faktora a grading, ami szorosan korrelal a taléléssel. A grade-2
differencialtsagi tumorok (el6fordulasi gyakorisaguk 30-40%) hosszabb tavu
prognozisa, kiilondsen ha koraiabb stddiumt daganatrdl van szd, nagyon koriiltekintd és
egyedi posztoperativ kezelést igényel. Grade-2 stilyossagli emlérakok esetén ajanljak az
utobbi években kifejlesztett (egyébként rendkiviil drdga) multigén prognosztikai és
prediktiv teszteket, amelyek koziill a egyesek 21, masok 70 gén expressiojanak
segitségével ezt a tumor csoportot jo (genomikai grade 1) és rossz (genomikai grade 3)
csoportra lehetett szétvalasztani. Jelolt €s munkacsoportja genetikai adatbazisokban
tortént 6sszehasonlitd vizsgalatok segitségével 9 génre sziikitette a fenti génlistat, és a
gének expressziojanak mértéke alapjan kimutatta, hogy legmarkansabb hatasa harom
génnek van (Top2A, FoxM1, CLD4), és egyedil e harom gén expresszidjanak
vizsgalataval a Genomikai Grade Index-szel (MapQuant Dx, Ipsogen) egyenértékii
prognosztikai informéciot lehet adni ER-pozitiv grade-2 stlyossagli emldrakokban.
Ezzel olyan genetikai predikcios tesztet dolgoztak ki, ami a ma rendelkezésre allo
eljarasoknal nagysagrendekkel olcsobb és ezért széles korben alkalmazhato.

4. Fiatalkori és terhességi emlorakok.

A fiatalkori emldrakok gyakran mar eldrehaladott stidiumban, varhatéan kedvezdtlen
korlefolyasti tumorként keriilnek felismerésre és kozottiik vannak az 6rokletes emldrakok is.
A daganat kialakulds lehetséges okainak tisztdzasara egyfajta gyakorlati szempontu
megkozelitésként vizsgaltdk e tumorok patologiai sajatsagait, dsszehasonlitva az iddskori
tumorokkal. A H&E-festett metszetek alapjan meghatarozott régiokat tekintve és 7 markert
hasznalva (ER, PR, HER2“®" HER2™" p53, Ki67, TOP2A™H) jelentds kiilonbségeket
talaltak fiatal és iddskori emldrdkok kozott. Megallapitottdk, hogy a fiatalkori tumorok
intratumoralis morfologiai heterogenitasa sokkal nagyobb mértéki és ez az ER, PR és HER2
expresszigjaban is megnyilvanul. Fiatalkori tumoros betegek csaladfa vizsgalatat is
elvégezték az Ordkletes emldrdkok kisziirésére. A tumor-régiok eltéréseinek figyelembe
vételével azt talaltak, hogy pozitiv csaladi anamnézissel rendelkezé betegek daganata
tulnyomorészt triple-negativ, vagy Luminalis B alcsoportba sorolhatd. Az ilyen hattérrel nem



rendelkezd betegeknél pedig az emldrakok nagy tobbsége Luminalis A altipusba tartozott. A
metasztatizalo terhességi emlérakok esetén kimutattak, hogy ebben a csoportban gyakoribbak
a magas Ki67 indexti és PR vagy triple-negativ emlérakok, és az emlérakok mellet kiterjedten
fordult el6 HG-DCIS. Ezt a paramétert azért fontos figyelembe venni, mert megszabja az
emlé-eltavolitas kiterjedtségét. Legfontosabb megallapitasaik az alabbiak: (a) Fiatalkori
emlorak esetekben nagy prognosztikus patoldgiai eltérések taldlhatok az egyes régiok kozott
ugyanazon tumoron beliil. Ez a megfeleld patologiai diagnézis felallitasahoz a miitéti minta
specialis feldolgozasat igényli. (b) A terhességi emldérakokban elséként irtdk le a nagyon
kiterjedt HG-DCIS jelenlétét.

5. A primer (neoadjuvans) szisztémas kemoterapia preiktiv patologiai vonatkozasai.

Az emldrdkok sebészi kezelését megel6zd kemoterapidt a mastitis carcinomatosa
mellett azokban az esetekben is alkalmazzdk, amikor a daganat megkisebbedése varhat6 és
igy emld-megtartd miitéti megoldas is széba johet. Jeloltnek és munkacsoportjanak az
orszagban els6k kozott volt moddjaban core-biopszias és miitéti mintakban vizsgalni a
kemoterapids kezelés tumorra gyakorolt hatdsat és a regresszidé mértékére vonatkozo prediktiv
megallapitasokat tenni. Tekintettel arra, hogy a daganat stromaja a kezelés hatasara jelent6s
valtozasokon megy keresztiil, ennek vizsgalatat hataroztak el. Ismert, hogy a daganatsejtek a
stromaval és az abban 1évé immunsejtekkel és myofibroblastokkal komplex interakcidban
allnak. Ezért valasztottak a tenascin-C és syndecan-1 stromalis fehérjék expresszidjanak
tanulmanyozasat és ennek Osszefiiggését a terdpids valasszal. E fehérjék vizsgélatara
immunhisztokémiai modszereket és FFPE metszetekbdl izolalt mRNS-en végzett RT-PCR
eljarast is alkalmaztak. Azt talaltdk, hogy a syndecan-1 minden regressziot mutatd tumor-
csoportban alulregulalt, a tenascin-C viszont a regressziot egyre kevésbé mutatd csoportokban
egyre inkabb feliilregulalt volt. Ez az adat felveti a tenascin-C fehérje sokoldalti szerepét a
tumoros folyamat progresszidjaban €s tovabbi kutatasok kiindul6 pontja lehet.

Kérdések

1. Tudna-e a jelolt olyan altalanosan hasznalhato optimalizalt protokollt ajanlani, ami erésen
lecsokkenti az emlérakok fenotipusos osztalyozasanak kiilonb6z6é laboratoriumokban
észlelhetd eltéréseit?

2. A TOPFOX-nak nevezett génexpresszids mintazat lehetoséget teremt arra, hogy grade 2
stadiumu (és esetenként II. stddiumu) emldrakban szenvedd betegek széles korénél a
diagnozis pillanatdban meghatarozhat6 lesz az esetleg sziikséges (pl. neoadjuvans) terapia.
Bevezették-e, vagy tervezik bevezetni ezen alapulo teszt rutinszer(i hasznalatat?

3. Sokszor probléma — féleg core-biopszias mintaban —, hogy a latott differencialt mirigy
proliferacié még joindulata elvaltozas-e, vagy mar differencialt carcinoma. Adott esetben
a myopeithel sejtek jelenlétének vizsgalata sem ad megfeleld eredményt. Jelolt véleménye
szerint ezekben az esetekben a claudin 1 immunhisztokémia segithet?

4. Az opponens ugy képzelte el, hogy minél kevesebb a daganatsejteket Gsszetartd adhézios
molekuldk szama, a tumor sejtek annal konnyebben kiszabadulnak a szoveti kotelékekbol
¢s konnyebben adnak 4ttéteket. A claudin prognosztikus vizsgalatokndl lattuk, hogy ez
esetleg csak a Lumindlis B tumor csoportba tartozé danatokal lehet igy, mds tumor
tipusoknal biztosan nem ez a helyzet. Kaphatnank-e a jelenségre valamiféle
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magyarazatot? Szerepet jatszat-e¢ itt az epithelialis-mesnchymalis transitio (EMT)
jelensége?

5. Fiatal korban vagy terhesség soran jelentkezd triple-negativ vagy Luminalis-B tipusu
emldrakok esetén indokolt lehet-e a BRCA mutacids vizsgalatok kezdeményezése?

6. Milyen tipusi kemoterapiara rezisztens emlérakokban figyelheté meg a tenascin-C
overexpressiojara ¢€s erre a jelenségre jelenleg milyen lehetséges magyarazat adhat6?

Uj eredményként az alabbiakat fogadom el:

1. Az emldrakok osztalyozasanal hasznalt kiilonféle markerek rendszeres ellendrzés nélkiili
hasznalata eltéré eredményekhez vezetnek, mas széval, kiilonbozé laboratdoriumokban
diagnosztizalt egyébkén hasonld tipusi emlérdkok egyik helyen megfeleld, a masik
helyen nem megfeleld ellatasban részesiilnek.

2. A claurin-cadherin expresszios mintazat prognosztikai informaciot hordoz.

3. Elsoként irtdk le a claudin expresszid mintdzatanak az emldrak kialakuldsa soran
bekovetkezett valtozasait kutyakban.

4. A nagyon draga ¢és kevesek altal hozzaférhetd genetikai prognosztikai predikcids tesztek
kivaltasara sokkal olcsobb és altalanosan hasznalhat6 predikcids eljarast dolgoztak ki, ami
a Genomikai Grade Index-szel egyenértékii prognosztikai informaciot ad ER+ grade 2-es
emldérakokban. Ez alapvetd fontossagi azon sziikséges terapia kivalasztasahoz, ami a
varhatoan rosszprognozisu daganat kedvezdtlen kimenetelét javitja.

5. Jelentds 0j eredménynek tartom a fiatalkori emldrakok intratumoralis heterogenitasanak
kliniko-patologiai leirasat, ami az emlérak prognosztikus diagnosztikéjat fejlesztette
tovabb.

6. Jelolt és mukacsoportja elsdként irta le a tenascin-C fehérje expresszidjanak jelentds foku

crcr

Osszefoglalva:

Dr. Kulka Janina a bevezetésben nagyon jo attekintés ad az emlérak kutatas jelenlegi
gyakorlati vonatkozasair6l és itt veti fel azokat a tisztdzandd problémakat, amelyekkel a
disszertacioban kivan foglalkozni. Az alkalmazott modszerek valtozatosak. Azokban az
esetekben, amelyekben sziikséges, hogy egyszerre tobb szdvetmintdn azonos koriilmények
kozott torténjenek a vizsgalatok, szoveti microarray (TMA) mintavételt vezetett be és igy
végezte az immunhisztokémiai-, kvantitativ immunhisztokémiai, a konfokalis mikroszkdoppal
végzett immunfluorescen vizsgalatokat. Ezen tilmenden Western blot, FISH, gPCR és mRNS
analizishez qRT-PCR technikakat végiil allatkisérleteket is alkalmazott. Caudinok expresszios
adataikat Relative Expression Software Tool (REST) segitségével is ellendrizték. Ennek
figyelembe vételével is kiemelem Jelolt azon torekvését, hogy az alkalmazott modszereket
tobb oldalrdl is ellendrizte és fejlesztette. Mindezek eredményeként modszerei alkalmasak
voltak a kitlizott vizsgalati célok elérésére, amit teljesitett. Jelolt munkassaga a fent kiemelt,
ot kiilonboz6 problémat feldleld teriileten birald véleménye szerint jelentds Uj eredményekre
vezetett, amelyek azonban egymassal is szorosan Osszefiiggenek, mert egyiittesen mutatjak
meg, hogy az emldrakos betegek jelenlegi onkologiai ellatasa 1ényegesen hogyan javithato.
Jelolt a disszertacio két tovabbi fejezetében, vagyis a sentinel nyirokcsomok vizsgalata és a



primer tumorok ¢és attéteik 0sszehasonlitasa soran szintén értékes munkat mutatott be és Uj
adatokat is k6zolt, amelyek azonban megitélésem szerint a fentieknél kisebb jelentdséglik.

Dr. Kulka Janina munkéassaga hatassal van a magyar onkopatologia fejlédésére és
teszi Ot az orszag elsd szamu emldrak specialistajava.

Az elbiralt munka és annak Osszefoglaloja alapjan az elért tudomanyos
eredményeket elegendének tartom az MTA doktori cim megszerzéséhez és a nyilvanos
védés kitlizését javasolom.

Budapest, 2017-04-08

Szentirmay Zoltan
birald



