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1. Sporadikus emlédaganatok kialakulasanak mechanizmusa

1.1. A genetikai instabilitas szerepe az emlodaganatok kialakulasaban

A daganatok kialakuldsat genetikai instabilitds megjelenése kiséri, amely DNS mutaciok
megjelenéséhez, illetve bizonyos gének elvesztéséhez (LOH, Al) vezet. Vizsgalat
sorozatunkban azt a hipotézist kivantuk tesztelni, hogy az emlddaganatok kialakulasat kisérd
gén inaktivacioban az allel vesztés Iényegi szerepet jatszik-e.
Ennek érdekében az allel vesztés (LOH) gyakorisagat meghataroztuk:
1., DNS repairt szabalyoz6 génekben RADS1, RAD52, ATM, XRCC3
2., Szoveti homeostasist szabalyozo génekben: APC, Cadherin E
Osszefiiggést kerestiink az LOH gyakorisag és az emld tumorok szdvettani tipusa kozott
annak igazoldsara, hogy az eltérd szOvettani tipusu tumorok kialakuldsat eltéré genetikai
valtozéasok kisérik.
Vizsgalatainkban 244 emld daganatbdl izolalt 244 DNS mintaban hataroztuk meg az allel
vesztés mértékét. A ductdlis emld carcinomak szdma 202, migy a lobularis emlé daganatok
szédma 42 volt.
A lobuléris és ductalis emld carcinomdk prognoézisa, gyakorisdga egymastol eltérd. A
lobularis emld carcinomak eléforduldsi gyakorisdga kisebb, prognodzisa viszonylag
kedvezObb, mint a ductalis carcinomaké. A microsatellita marker vizsgalatok taniisaga szerint
a ductalis carcinomdkban a DNS repairben résztvevo gének esetében az LOH gyakorisaga:
30% ATM, 20% XRCC3, 15% RADS52, 14%, RADS51 génekre vonatkozdlag. A szdveti
homeostasist szabdlyoz6 APC gén esetében az LOH gyakorisaga 18%, mig az E-cadherin
génnél az LOH gyakorisaga 37%.
Eredményeink szerint a lobuldris és ductalis carcinomak kialakulasat kisérd gén inaktivacio
nagy gyakorisadggal allel vesztés utjan torténik. A lobularis és ductalis carcinomak LOH
mintdzata egymastol eltérd. A ductalis carcinomakban az allel vesztés foleg a DNS repair
géneket ¢érinti, amelyek inaktivalasa fokozott terapids érzékenységet eredményezhet.
Lobuléris emld carcinomékban az allel vesztés az E-cadherin esetében a leggyakoribb (45%),
a DNS repair génekben az LOH gyakorisaga 5-20%, amely a terapids érzékenységet
moduldlhatja. Vizsgalatainkban megallapitottuk azt is, hogy a ductalis emlé carcinomak jol
differencialt (grade 1.) ¢és dedifferencidlt (grade III.) tipusa eltérd allel vesztéssel
jellemezhetd.



Ezek a vizsgélati adataink arra utalnak, hogy a dedifferencidlt tumorok nem a grade I
stadiumon keresztiil, hanem kiilén genetikai Uton alakulnak ki, amely eltérd tumor biologiai
sajatsagokkal tarsul.

Vizsgalataink igazoltak, hogy az emldé tumorok esetében a genetikai instabilitas
kialakuldsdhoz a DNS repair enzimek (ATM, XRCC, RADS51, RADS2) allel vesztése
nagymértékben hozzajarulhat. A DNS repair gének inaktivalédasa a daganatok terdpids
érzékenységét is modosithatja. Vizsgalataink adatokat szolgaltattak arra vonatkozdlag is, hogy
az eltérd szovettani tipusu emld daganatok eltéré genetikai utvonalon alakulnak ki.

1.2. Epigenetikus gén-inaktivalas szerepe az emlédaganatok kialakulasaban

A carcinogenezis folyamatat a tumor szuppresszor gének inaktivalasa kiséri. A gén
inaktivalas epigenetikus uton is kialakulhat a gén-promoter régioé hypermetilacidjaval. Ismerté
valt, hogy a DNS mismach repair gének (MMR) gének) és pl6 gén hypermetildcidja a
vastagbél daganatok kialakuldsanak oki tényezdje lehet. A vizsgélatsorozat célkitiizése az,
hogy felderitsik az emldtumorokra jellemzd gén-hypermetilacids mintazatot. Az
emlotumorok kialakulasdban az estrogen receptoroknak (ER) Kkitiintetett szerepe van.
Bebizonyosodott az is, hogy az emlddaganatok kialakulasa soran az ER 3 mennyisége n6 az
ER o szint egyidejileg csokken. Feltételezhetd, hogy az ER a szint csokkenés a gén
hypermetilacidjaval fiigg 0Ossze. A szoveti homeostasis szabalyozasaban, az invaziv
novekedés megakadalyozasaban az APC — Cadherin E — Catenin 3 rendszernek kitiintetett
szerepe van. Ezen gének mutéicidja emlétumorokban ritkdn fordul eld, de epigenetikus
inaktivalasok hypermetilacioval plauzibilisnek tlnik.

Vizsgalataink egyik lényeges célkitlizése az emlddaganatok tumorszuppresszor génjeinek
metilacié inaktivalasdnak (BRCA1, APC) vizsgalata, valamint a szerrezisztencidban szerepet
jatszo MGMT ¢és hMLH1 epigenetikus inaktivacidjanak meghatarozasa.

A vizsgalat sorozat egyik alapvetd célkitlizése annak eldontése, hogy a metilacidés markerek
keringd daganatsejtek, illetve szérumban megjelend tumor DNS kimutataséra is alkalmasak-e.
A metilalt gének MSP analizisét ennek értelmében a primer emld daganatokban, keringd
daganatsejtekben ¢és szérum DNS mintakon is elvégeztiik.

Megallapitottuk, hogy az APC, p16 gének metilacios gyakorisaga kozel azonos a metasztazist
ado, illetve in situ emld daganatokban. Ezzel szemben a sejt adhézidt biztositd E-Cadherin
gének metilacios gyakorisaga a metasztazist adé emld daganatokban megnovekszik.

Az emld daganatok epigenetikus vizsgalata alapjan bebizonyosodott, hogy a daganat sejtek
metilacios mintazatdnak meghatarozasa eldsegitheti a daganat progresszié nyomonkdovetését,
a terapia monitorizaldsat, a daganatok molekularis stagingjét. A promoter region
hypermetilacidja 100%-os biztonsaggal kimutathato, eloszlasa nem random, kdltség hatékony
¢€s gyors eljaras, ezért a hypermetilalt DNS ideélis tumor markernek tekintheto.

2. Hatékony biomarker készlet kialakitasa az emlo tumorok prognozisara, terapias
érzékenységiik predikcidjara

2.1. Eml6 tumorok molekularis stagingje, residualis tumorsejtek azonositasa a
keringésben, csontveloben.

Az emlddaganatok kijuldsa jorészt annak tulajdonithaté, hogy u.n. micrometasztazisok

vannak jelen a csontvelében és a nyirokcsomoéban. Az emlétumoros betegek kezelési



crer

azonositasanak egyik lehetdsége az epithel eredet igazoldsa citokeratin expresszid alapjan.
Vizsgalatainkban 320 emld tumoros betegbdl nyert csontveld mintdban és 42 Orszem
nyirokcsomodban a daganat sejtek jelenlétét citokeratin 20, CEA és Mammoglobin RT-PCR
segitségével vizsgaltuk. A daganatsejtek izolaldsait immunobead modszerrel végeztik.
Megallapitottuk, hogy a csontveld mintdk 30%-dban mikrometasztazisok jelenléte
valoszinGsithetd. Az Orszem nyirokcsomd minta 70%-aban citokeratin 20 pozitivitds volt
kimutathatd. A csontmetasztazis €s a primer tumorok HER2 ¢€s p53 overexpresszidja pozitiv
korreladciét mutatott. A csontmetasztazist add primer tumorokban a HER2 és p53 szint
haromszorosara emelkedik. A citokeratin pozitiv (CK+) mintdk 45%-aban CEA mRNS is
kimutathat6. Mammoglobin (MAM) mRNS a CK+ mintdk 70%-4ban detektalhat6. Nem
tumoros kontroll mintdkban sem CEA, sem MAM mRNS nem mutathaté ki. Eredményeink
arra utalnak, hogy az emlétumor micrometasztazisainak azonositasara a CEA mRNS kevésbé
alkalmas, mint a Mammoglobin. Tébb marker egyiittes vizsgalata eldsegiti a tumorsejtek
azonositasat és ezaltal hozzajarul a legoptimalisabb terapia kivéalasztdsdhoz.

A micrometasztazisok azonositasaira (MM) az emld daganatsejtek kimutatasiara a
mammoglobin RT-PCR moddszert alkalmaztuk. Az azonositott daganatsejtek HER2, Topo 11
statusat real-time PCR modszerrel meghataroztuk. Ezek a vizsgalatok fontos informaciot
szolgaltathatnak a beteg Taxdn, illetve Antracyclin kezeléssel szembeni érzékenységére. A
csontveld metasztazis predikcidjanak érdekében Osszefiiggést kerestiink a primer daganatok
biomarkerei (ER status, HER2, nyirokcsom¢ status, nm23, c-met) kozott.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a hormon dependens tumorok kisebb
gyakorisaggal (26%) képeztek csontmetasztazit, mint az ER — tumorok (74%).

Mivel a csontmetasztazist ado betegek jelentds tobbsége hormon independens, ezért a hormon
terapia alkalmazhatosaga az ebbe a csoportba tartozd betegeknél korlatozott. A HER2
expresszio mértéke a csontveld metasztazist adé tumorokban (B.M. Met +) megkozelitdleg
2,5x magasabb, mint a metasztazist nem adé daganatokban. Tovabbi prospektiv tanulméanyok
dontik majd el, hogy a kimutatott csontveld metasztazis esetén alkalmazott adjuvans kezelés
valdban javitja-e a beteg tulélését, illetve megakadéalyozza-e a tdvoli metasztazis kialakuldsat.

2.2. GnRH analégok direkt hatasa tumorsejtekre.

A GnRH analdgokkal valo kezelés hatékonysdga GnRH receptorok jelenlétének fliggvénye.
Osszefiiggést kerestiink a daganatok steroid receptor stitusa és GnRH receptor tartalma
kozott.

Vizsgalataink szerint az emlddaganatok steroid receptor ¢s GnRH receptor tartalmuk alapjan
az alabbi csoportba sorolhatok:

1., Steroid receptor negativ, GnRH receptor pozitiv: 24%

2., Steroid receptor pozitiv, GnRH receptor pozitiv: 30%

3., Steroid receptor negativ, GnRH receptor negativ: 20%

4., Steroid receptor pozitiv, GnRH receptor negativ: 26%

A GnRH analégok a szteroid anti-hormon terapia mellett Uj lehetdséget kindlnak a
hormondependens ¢és independens daganatok kezelésére, gyogyitasara. Koziiliik elsdsorban az
emlo- és prosztatatumorok terapiaja valik lehetdvé tartos hatasu GnRH-analogokkal (Zoladex,
Suprefact, Decapeptyl). Elonylik, hogy kasztracids hatasuk reverzibilis, igy nem terhelik
pszichésen a beteget. A GnRH-analogok fokozott tumorgatld hatastiak, és hatasa azzal is
magyarazhatd, hogy direkt modon, szelektiven hatnak a GnRH-receptorral rendelkezd
daganatokra. Alkalmazasuk lehetévé teszi mind az ER pozitiv, mind az ER negativ
daganatok, els@sorban a nagy gyakorisagii emld-, valamint prosztatadaganatok eredményes
kezelését.



2.3. DNS chip alkalmazasa az emlé tumorok progndzisara és terapias érzékenységének
predikcidjara.

A vizsgalat sorozat célja, hogy az emld daganatok kialakuldsat és progresszidjat kisérd
genetikai utakat DNS chip technoloégidval feltérképezziik és ezaltal eldsegitsiik a daganatok
molekularis diagnozisat, prognoézisat ¢és az individudlis terapids terv kialakitasat. A
vizsgélatsorozat lehetévé teszi, hogy a daganatokat a genetikai lenyomat alapjan
alcsoportokba soroljuk és 11j terapids célpontokat azonositsunk.

Vizsgalatainkban célul tiztiik ki, hogy a daganatok terapias €rzékenységét meghatarozo gén
expresszid mintazatat (DNS repair, apoptozis, rezisztencia gének) egyiittesen hatarozzuk meg.
Ezen talmenden a metasztazis €s neovascularizaciot kisérd gén expresszids mintdzatot is
meghatarozzuk DNS chip technikaval. A vizsgéalt DNS chip(ek) 100-200 gén kimutatasat
céloztak meg, amely konnyi kiértékelhetdsége miatt rutin diagnosztikai eljarassa fejlesztheto.

Az emld daganatos mintdk génexpresszios mintdzatanak meghatarozasaara az alabbi cDNS
chipeket hasznaltuk 245 emld daganatos betegbdl izolalt RNS minta felhasznalasaval:

1. Growth Factor Gene Array,

2. Tumor Metastasis Gene Array,

3. Angiogenesis Gene Array,

4. Cancer Drug Resistance & Metabolism Gene Array,

5. DNA Damage Signaling Pathways Gene Array.

A vizsgalat sorozat alapvetd célkitlizése olyan biomarkerek keresése, amelyek alkalmasak az
emld daganatok legjelentdsebb bioldgiai sajatsagainak: a metasztazis képzés és a terdpids
érzékenység jellemzésére.

A vizsgélat sorozat egyik alapvetd célkitlizése a metasztatizalo és in situ emld daganatok
genetikai lenyomatdnak meghatarozasa azzal a céllal, hogy 1j terapids targeteket
azonositsunk. A vizsgalatainkhoz hasznalt “metasztazis” cDNS array 96 membranhoz kotott
cDNS-t tartalmazott. A 65 in situ és 97 metasztatizal6 ductalis emld carcinomakbdl eldallitott
cDNS minték analizisét chemiluminsescens modszerrel végeztiik el.

15-15 azonos szdvettani tipust azonos klinikai stadiumi poolozott mintat hasznaltunk fel
vizsgalatainkhoz.

A metasztazist adé daganatokban a sejtadhézidt biztosito Cadherin E (CDH1) szint alacsony.
A metasztazist gatlo tumor szuppresszor gének DCC és KAIl PET expresszidja szintén
alacsony az attétet ado daganatokban. Ezzel szemben az MMP9 proteaz a Cathepsin D
hidroldz szint magasabb az 4ttétet ado daganatokban.

2.3.1. DNS chip alkalmazasa az emlédaganatok terapias érzékenységeének vizsgalatara

Vizsgalataink arra irdnyultak, hogy a Taxoter kezeléssel szemben kialakulé rezisztencia
mechanizmusat felderitsiik. Vizsgélatainkban 65 Taxéan rezisztens és 165 szenzitiv emld
daganatos mintabol RNS-t, DNS-t izolaltunk. A Taxoter transzportban szerepet jatszo MDR1
gén polimorfizmust (Exon 12 C1236T) SSCR és DNS szekvencia analizissel vizsgaltuk.

Az MRPI-MRP5, valamint HER2 és EGFR expresszid6 mértékét cDNS chip segitségével
hataroztuk meg.

Megallapitottuk, hogy a Taxoter rezisztens daganatokban az MDR1 és MRP1 szint magasabb,
mint a Taxoter szenzitiv daganatokban.

Az EGFR és HER2 expresszidé mértéke szintén magasabb a Taxoter rezisztens daganatokban.
Figyelemre mélto, hogy az EGFR ¢s HER2 overexpresszio egyiittesen fordul eld, amely arra



hivja fel a figyelmet, hogy a tirozin kindz gatlok és Herceptin kezelés egyiittes alkalmazasa
mellett a gyogyulas esélye megndvekedhet.

Az MDRI gén polimorfizmus kimutatasainak SSCP és DNS szekvenaldsos analizise alapjan a
Taxan rezisztens mintdkban a mutédns allél frekvencidja 57%, mig a szenzitiv daganatokban
16%.

Vizsgalataink szerint a Taxoter rezisztencia kialakulasdhoz a transzport fehérjék
polimorfizmusdhoz (MDR1) transzport gének kozil az MDRI1, MRP1 emelkedett
expresszioja, valamint az EGFR, HER2 gének overexpresszidja jarul hozza.

Az Aaltalunk végzett génpolimorfizmus ¢és cDNS chip vizsgéalatok eldsegitik a Taxéan
rezisztencia mechanizmus megismerését €és a hatékonyabb kombindcios terapias eljarasok
kifejlesztését.

Bebizonyosodott, hogy az emld daganatok 25-30%-dban a HER2 gén amplifikalodik. A
HER2 overexpressziot mutatd daganatok sugar- és kemoterapids kezeléssel szemben altalaban
rezisztensek, prognozisuk kedvezdtlen. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a HER2 pozitiv €s
HER2 negativ emlé daganatok tumor biologiai sajatsagai: attétképzdodés, angiogenezis,
proliferacios képességiik egymastol jelentds mértékben eltérnek.

Eredményeink szerint a HER2 pozitiv daganatokban az Erb1 és ErbB2 szint magasabb, mint
a HER2 negativ daganatokban. Az ErbB4, az IGFRI1 szint viszont a HER2 negativ
daganatokban megemelkedik.

Bebizonyosodott, hogy egyedil a HER2 status meghatirozdsa nem alkalmas az
emlddaganatok kemoszenzitivitdsanak jellemzésére. Az ErbB csaladba tartoz6 receptorok
(ERbB1-4) egymassal heterodimereket képezve alternativ ndvekedési szignalokat
kozvetitenek. Ennek alapjan az ErbB receptorok gatlasara alapozo terapias stratégia akkor
megfeleld, ha mind az ErbB1, mind az ErbB2 receptorokat kombinacid terapia alkalmazéaséaval
gatoljuk (pl. Herceptin + tirozin kinaz gatlok).

A HER2 porzitiv daganatok fokozott metasztatizald képességének egyik oka, hogy ezen
daganatokban a matrix metalloprotedzok (MMP2, MMP9, MMP14), valamint az urokinaz
tipusu plazminogén aktivator szint (Plau) magasabb, mint a HER2 negativ daganatokban.
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