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Az emldrdk kialakuldsa és progresszidja sordn a claudin és cadherin sejtkapcsolo fehérjék kifejezédése megvaltozik. Mivel ezeknek
a génexpresszios valtozdsoknak szamos mds daganatban is meghatdrozo szerepe van, e fehérjék lehetséges prognosztikus jelentdségét vizs-
gdltuk emlécarcinoma esetekben. A claudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -15, -18 és E-cadherin kifejez6désének vizsgdlatdt végeztiik 1809 beteg
publikus adatbdzisokban elérhetd génexpresszios adatainak bioinformatikai elemzésével. Emellett Gsszesen 636 emlGdaganatos beteg tu-
morait széveti multiblokkba dgyazva, immunhisztokémiai médszerrel vizsgdltuk a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és E-cadherin expressziojat. 96
esetben a nyirokcsomaodttéteket is elemezni tudtuk. A claudinkifejezddés 6nmagadban is hordoz prognosztikus informdciot. Bioinformatikai
elemzés sordn a claudin-3, -4, -7 és E-cadherin mutatkozott a legerdsebb tényezdnek, valamint ezek kombindcidja messze meghaladta az
alkotérészek és az dsszes vizsgdlt sejtkapcsolo molekula segitsegével kialakitott profil prognosztikus eldrejelzd képességét. A fehérjeszintii
eredmeények szerint a claudin-2, -4 és E-cadherin bizonyult megbizhatonak. Igy a kettd atfedésébdl kialakitottuk az un. CC indexet (amely
a claudin-4 és E-cadherin kettdsébdl dll), amely erételjes, az Osszetevéinél jelentdsen erésebb prognosztikus informdciot hordoz (p=0,029).
Fiiggetlen validdcios vizsgdlatban ezt megerdsitettiik, és multivaridns analizisben is erésnek mutatkozott a prognozis elGrejelzésében.
Nyirokcsomodttétek vizsgdlata sordn azt taldltuk, hogy a claudin-1 csokkent és a claudin-4 emelkedett expresszidja jelzi a rosszabb kime-
netelt. Az dltalunk bemutatott claudin-cadherin index a rutinszertien alkalmazhato faktorok mellett tovabbi lehetéséget nyujt a rendsze-
rezés pontositdsdra, a kimenetel megjosoldsdra. Vizsgdlataink igazoltdk tovabbd, hogy a nyirokcsomddttétekben a claudinok kifejez6dése
tovdbbi prognosztikus informdciot hordoz emlédaganatos megbetegedésben. Magyar Onkologia 209-212, 2012
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Different expression of claudins and E-cadherin has been described in the pathogenesis and progression of breast cancer. Changes in the
expression of these junctional molecules have also been described as being of prominent importance in other cancers as well. Thus, we
aimed at exploring the potential prognostic relevance of these cell junctional molecules in breast carcinoma cases. Expression of claudin-1,
-3, -4, -5, -7, -8, -10, -15, -18 and E-cadherin at mRNA level was evaluated in correlation with survival in publicly available datasets contain-
ing expression measurements of 1809 breast cancer patients. Breast cancer tissues of 636 patients were evaluated with tissue microarray
technique and immunohistochemical method for claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 and E-cadherin protein expression. In 96 cases lymph node
metastases were also subjects of the study. Claudin expression bears prognostic information in itself. Based on bioinformatic data analysis,
the meta-gene of claudin-3, -4, -7 and E-cadherin has proved the most powerful in predicting survival. An immunohistochemical protein
profile consisting of claudin-2, -4 and E-cadherin was able to predict outcome in the most effective manner in the training set. Combining
the overlapping members of the distinct methods resulted in the CC index (consisting of claudin-4 and E-cadherin, a.k.a. CURIO), which
was able to accurately predict relapse-free survival in the validation cohort (p=0.029) in a more efficient way than its components. Cox
regression analysis including clinicopathological variables and the average CC score showed that in univariate analysis most of them were
prognostic but most of them lost independent prognostic value in multivariate analysis except for the CC index, the subtypes defined by
immunoprofiling and vascular invasion. On the other hand, the CC index was able to further refine prognosis splitting good vs. poor prog-
nosis patients into two clusters in these subgroups. Evaluation of lymph node metastases has shown that decreased expression of claudin-1
and elevated expression of claudin-4 can predict worse prognosis in breast cancers spreading to the regional lymph nodes. The defined
claudin-cadherin index provides additional prognostic information besides the routinely utilized diagnostic approaches and factors. The
level of expression of certain claudins can be of prognostic significance in regional lymph node metastases.
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BEVEZETES

Az emlérak a leggyakrabban diagnosztizalt rosszindula-
ti daganat a nék korében, Magyarorszagon csakugy, mint
az egész vilagon. Az emlérak miatti haldlozas novekedése
a 90-es években megfordult: a mortalitds csokkenni kez-
dett, amely a korai felismerésnek és a javuld terapids ered-
ményeknek tulajdonithaté.

A betegség lefolyasanak minél pontosabb megitélése a be-
tegeket kezel$ szakembereket is régota foglalkoztatja. A tu-
mor szovettani tipusa mellett a betegek életkora, a daganat
mérete, nyirokcsomoattétek jelenléte prognosztikus jelents-
séggel bir. A szdvettani megjelenés alapjan emlédaganatok
esetén meghatarozhat6 szévettani grade, nyirokér- és érbe-
torés, Nottingham Prognostic Index a mindennapokban jol
alkalmazhato, azonban korlatozott prognosztikus informa-
cioval bir6 faktorok. A diagndzis idépontjaban felallitott
klinikai és patologiai stadium ma is elfogadott kezelési ut-
mutatd. A proliferacios index, S-fazis frakcio és Ki67-kifeje-
z6dés ugyancsak tovabbi informdciot szolgaltathat a daga-
natok varhato viselkedésérdl.

A hormonreceptor-kifejez6dés terapids prediktiv értéke
a tumorok Osztrogénreceptor-pozitiv (ER+) és -negativ (ER-)
csoportjait képes elkiiloniteni. Ezen altipusok bioldgiai visel-
kedése igen kiilonb6z6 lehet, amelyet az elmult évtizedben ge-
netikai vizsgalatokkal is aldtamasztottak. Perou cDNS-micro-
array profil alapjan kiilonbozette meg az egyes altipusokat,
amelyek a mai kezelési csoportok meghatarozasanak alapjat
képezték. Az egyénre szabott terdpia és a genomika térhodita-
saval ma mdr elérhetdek tovabbi genetikai alapt eszkozok is,
amelyek a dontéshozdsban nyujthatnak tampontot: Agendia
Mammaprint, Genomic Health Oncotype DX, Ipsogen
Mapquant DX. Hatranyuk, hogy legtobbjik fagyasztott
tumorszovetet igényel, és csak igen dragan elérhetok.

A sejtkapcsolé strukturak fontossagat hangsulyozza,
hogy a genetikai allomdny 10%-a in. adhéziés molekulédkat
kodol. A sejt-extracellularis matrix és a sejt-sejt kapcsolatok
alapvet6 fontossaguak a szoveti szervez6dés kialakulasaban
és fenntartasaban. Tovabba szerepiik van a sejtek névekedé-
sének és differencidciéjanak szabalyozasaban. A cadherinek
az adherens kapcsolatok felépitésében résztvevé moleku-
lacsaldd, amelyek mindegyike Ca-ion-dependens modon
mikodik. Az E-cadherin a patologiai diagnosztikdban
a ductalis és lobularis emlddaganat-csoportok rutinszert
elkiilonitésére hasznalatos immunhisztokémiai marker.

A claudin csaldd els6 tagjainak lefrasara 1998-ban kertiilt
sor. Kramer és munkacsoportja 2000-ben 96 emlémintat
vizsgalt, és a claudin-1 fehérje csokkent kifejez6dését ta-
laltdk carcinoméban. Kominsky 2004-ben, 21 emlétumor
vizsgalata sordn a claudin-3 és -4 fokozott kifejez6dését
irta le, egyidejlileg a Clostridium perfringens enterotoxin

terdpias alkalmazasanak lehetdségére is ramutatott. T6kés
56 emléminta RNS- és fehérjeexpresszios vizsgalata alapjan
aclaudin-1,-3 és-4 0sszefliggésétlattaaszovettani grade-del.
2006-ban Hewitt 47 emléminta elemzése soran claudinok
kifejez6désének mintézatat irta le, és ugyancsak a claudin-3
és -4 fokozott, valamint a claudin-7 enyhén emelkedett ki-
fejez6dését talalta. A pusztan leir6 jellegii elemzések mellett
megjelennek a claudinok oki szerepét, illetve kifejez6dé-
stikben a kovetkezményes eltéréseket strukturaltan vizsgalo
kézlemények. A claudin-2 megemelkedett kifejez6dése el6-
segiti a mdjmetasztdzisok kialakulasat. Herschkowitz alkal-
mazta elsd izben a “claudin-low” tipus megjel6lést 2007-ben
az emlédaganatok Uj csoportjanak azonositasara, amelyet
terapiarezisztens populdcioként azonositottak. A prognosz-
tikus informdci6 kinyerésére torekvé elemzések eddig kis
esetszamuak voltak, és el6zetes megallapitasokat tettek.

CELKITUZESEK

Vizsgélatunkban elemeztiik, hogy:

1) A claudinok és E-cadherin proteinszintli kifejez6dése
eltér-e a kiilonboz6 szévettani tipusd, gradusa és immunhisz-
tokémiai profil ltal titkrozott emlédaganat-altipusokban?

2) Nyilvanos genomikai adatbdzisok vizsgalata soran a clau-
dinok és E-cadherin mRNS-szinten énmagukban vagy egytit-
tes mintazatként nyujtanak-e prognosztikus informaciot?

3) A genomikai adatbazisok vizsgalatdbol szarmazo ered-
mény validalhaté-e fliggetlen betegcsoporton a mindennapi
gyakorlatban alkalmazhaté immunhisztokémiai technikaval?

4) A nyirokcsomodttétekben a claudin immunhiszto-
kémiai médszerrel detektdlhatd kifejezédése eltér-e a pri-
mer emlddaganatokétol?

5) A nyirokcsomoattétekben a claudin fehérje kifejezs-
dése hordoz-e prognosztikus informaciét emlédaganatos
megbetegedésben?

MODSZEREK
Betegek és adatbdzisok

A szoveti vizsgélatokba két kiilonboz6, atfedés nélkiili beteg-
anyag — Osszesen 636 beteg tumoros szovetmintdja — keriilt
bevonasra. 1) Tréning szett: 249 eml6daganatos beteg min-
tdja a IL sz. Patologiai Intézet archivumabol (1981-2008),
atlagosan 111 honapos kovetési adatokkal. 2) Validacids cso-
port: 387 beteg a Budai MAV Kérhéz anyagabél (1999-2002),
atlagosan 102 honapos kovetési adatokkal. A vizsgalatot
a Semmelweis Egyetem Tudomanyos Kutatdsi és Etikai Bi-
zottsaga hagyta jova (IKEB #85/2007, #185/2007 és #7/2008).
Bioinformatikai elemzéseinkhez tizenharom nyilvanosan el-
érhetd internetes adatbazisban taldlhato, 6sszesen 1809 eml6-
daganatos beteg tumorardl és tulélésérél megadott informa-
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ciot hasznaltuk. Az egyes adatbazisok Affymetrix HGU133A
vagy HGU133Aplus2 microarray-k alapjan késziiltek, ame-
lyek prébaszettjei jelentds atfedést mutatnak.

Szoveti multiblokkok készitése

A daganatokat tartalmazo, formalinban fixalt és paraffin-
ba agyazott (FFPE) blokkokbdl a tumoros szévethengereket
egy erre a célra fejlesztett eszkoz segitségével emeltiik ki, és
az el6készitett TM A-blokkokba helyeztiik. Minden beteg-
hez tartozé reszekcids preparatumbol 2 darab 2 mm atmé-
réju szovethengert tltettiink at (3DHistech Kft., Budapest).

Immunbhisztokémiai vizsgdlatok

Az altipusok pontos meghatarozasdhoz 9sztrogén-, pro-
geszteronreceptor, HER2, Ki67 reakcidkat végeztiink
a metszeteken Ventana Benchmark késziilékben. A sejtkap-
csold struktirak immunhisztokémiai vizsgélatahoz 5 pm
vastagsagu metszeteket készitettiink a paraffinos TMA-
blokkokbdl. Az immunhisztokémiai reakciokat Ventana
ES immunfest6 automataban futtattuk (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag).

Fluoreszcens in situ hibridizdcié (FISH)

A FISH-reakciokat HER2- és CE17-probdkat tartalmazé
Poseidon kit felhasznaldsaval végeztiik (Kreatech Diagnos-
tics, Amsterdam, Hollandia).

A metszetek digitalizdldsa és értékelése

Az elkésziilt metszeteket Mirax MIDI metszetszkennerrel
digitalizaltuk (3DHistech Kft.). A tumorokat két vizsgalo ér-
tékelte konszenzus eléréséig. Az ER-, PgR- és Ki67-reakciokat
a magokban lathat6 pozitiv reakcidk alapjan, szazalékos ska-
lan értékeltiik. A HER2 kifejez8dését 0-3 kategdriakba sorol-
tuk a rutin eljardsnak megfeleléen. A FISH-reakciok értékelé-
se soran esetenként 50-50 sejtet elemeztiink Leica DM RXA
mikroszkép segitségével (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Németorszag). A génamplifikacié megallapitasanal a HER2 és
17-es kromoszoma centromer (CE17) aranyat tekintettiik re-
ferenciapontnak (pozitiv, amplifikalt: 2,2 feletti HER2/CE17
arany; bizonytalan: 1,8-2,2 kozotti HER2/CEL7 arany; nega-
tiv: 1,8 alatti HER2/CE17 arany). A sejtkapcsold struktardk
vizsgalt molekuldinak értékeléshez a TMA-modul szoftvert
(Mirax Viewer v.1.11.49, 3DHistech Kft.) hasznaltuk, és mind
az intenzitds, mind az eloszlas tekintetében értékeltiik az egyes
reakcidkat, amelyek Gsszege képezte a végsé ,,score™t (0-11).

Adatbdzisok elemzése, statisztikai értékelés

Az adatbazisok értékelését R statisztikai kornyezetben (R
2.10.1) végeztilk. A nyers immunhisztokémiai adatokat
SPSS 15.0 statisztikai programmal értékeltiik (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

Claudionok az emlérak prognozisanak elérejelzésében 2 1 1

EREDMENYEK

A claudinok kifejezédése eltért a killonb6z6 szovettani tipu-
st emlddaganatokban. Az emlédaganatok dedifferenciald-
désasoran eltértek a kiilonb6z6 gradusu tumorokban kifeje-
26d6 claudinok: legjellemzébb a claudin-1 és -2 csokkenése,
valamint a claudin-4 és -7 emelkedése volt. A claudinok és
E-cadherin kifejez6dése eltért az immunhisztokémiai pro-
fil 4ltal tikrozott emlédaganat-altipusokban is: a luminalis
A tipust az alacsonyabb claudin-4-, a luminalis B tipust
az alacsonyabb claudin-1-, a HER2 csoportot a kifejezett
E-cadherin-, mig a tripla-negativ tumorokat elsésorban az
emelkedett claudin-4-expresszio jellemezte.

Nyilvanos genomikai adatbazisok vizsgdlata sordn
a claudinok és E-cadherin mRNS-szinten énmagukban is,
azonban egyiittes mintazatként (leger6sebben a claudin-3,
-4, -7 és E-cadherin egytittes mintdzata) kifejezetten ro-
busztus prognosztikus informaciét nyujtottak. A claudinok
és E-cadherin fehérjeszint(i kifejez6dése prognosztikus in-
formaciét hordozhat primer eml6tumorokban: a claudin-2,
-4 és E-cadherin rendelkezett leger8sebb el6rejelzd képes-
séggel a relapszusmentes tulélést tekintve.

A genomikai adatbdzisok és a tréning szett vizsgalatd-
bdl azonositott claudin-cadherin indexet (CC index) im-
munhisztokémiai technikaval validaltuk fiiggetlen beteg-
csoporton: uni- (HR=1,51, 95% CI: 1,04-2,19, p=0,029) és
multivarians (HR=1,50, 95% CI: 1,02-2,21, p=0,040) Osz-
szehasonlitasban is megdllta a helyét. Tehat a claudin-4 és
E-cadherin kozos expresszidja tovabbi prognosztikus infor-
mécidt nyujt a rutinszertien alkalmazhaté faktorok mellett,
prospektiv vizsgalatuk megfontolandd.

A nyirokcsomoattétekben a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és
E-cadherin kifejez6dését 97 esetben tudtuk megvizsgalni.
A nyirokcsomdattétek claudinexpresszidja eltért a primer
emlédaganatokétol, jellemzden a claudin-5 magasabban,
a claudin-3, -4 és -7 alacsonyabban fejez6dott ki mind
a ductalis, mind a lobularis tipust tumorok esetében 6ssze-
hasonlitva az attétekkel.

A nyirokcsomoattétek claudinkifejez8dése prognosz-
tikus informaciéval birhat emlédaganatos megbetegedés-
ben, mert az attétben a claudin-1 alacsonyabb kifejez6dése
(p=0,036) és a claudin-4 fokozott kifejez6dése (p=0,045)
kedvezétlenebb kimenetelt sugallt.

KOVETKEZTETESEK

1. A claudinok kifejezdése eltért a kiillonboz6 szovetta-
ni tipusd, differencidltsagi fokd és az immunhisztokémiai
profil altal titkkrozott emlédaganat-altipusokban.

2. Ebben a vizsgélatsorozatban igazoltuk, hogy a claudin-
kifejez6dés onmagdban is hordoz prognosztikus informaciot.

Magyar Onkolégia 56:209-212, 2012
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Bioinformatikaielemzés soranazegyes sejtkapcsold molekuldk
kifejez6dése prognosztikus besorolas alapjat képezheti, kombi-
nécidjukkal jelentésen novelhetd a pontossag. A claudin-3, -4,
-7 és E-cadherin kombindacidja messze meghaladta az alkoto-
részek és az Osszes vizsgalt sejtkapcsold molekula segitségével
kialakitott profil prognosztikus elérejelzé képességét.

3. Ezen eredmény validdlhaté a mindennapi gyakorlatban
alkalmazhaté6 immunhisztokémiai technikdval, azonban
a fehérjeszintli eredmények csak részben fednek at az mRNS-
alapt profillal. A szoveti kifejez6dés szintjén a claudin-2, -4
és E-cadherin bizonyult megbizhaténak. Igy a ketté atfedésé-
bél kialakitott un. CC index (amely a claudin-4 és E-cadherin
kettdsébdl 4ll) erdteljes prognosztikus informaciét hordoz,
amely az sszetevéinél jelentésen erdsebb.

Fiiggetlen validacids vizsgalatban ezt megerdsitettik,
és kimutattuk, hogy a CC index multivarians analizisben
képes eldre jelezni a progndzist az immunfenotipus és ér-
invazio jelenléte vagy hianya mellett. Ugyanakkor a CC in-
dex altal meghatdrozott csoportok tovabb finomitottdk az
altipusok altal meghatdrozott prognosztikus alcsoportokat.
Tehat a claudin-cadherin index a rutinszertien alkalmazha-
t6 faktorok mellett tovabbi lehet6séget nyujt a rendszerezés
pontositasara, a kimenetel megjosolasara.

A claudin-low daganatok pontos meghatarozasa egyel6-
re tovabbi tényez6k (pl. éssejtmarkerek) figyelembevételé-
vel lehetséges. E tumorok tovébbi karakterizdlasa csak igen
nagy esetszamu vizsgalatban lesz lehetséges.

4. Nyirokcsomoattétek claudinkifejez6dése tovabbi
prognosztikus informéciét hordoz emlédaganatos megbe-
tegedésben, a claudin-1 csokkent és a claudin-4 emelkedett
expresszidja jelenti a rosszabb kimenetelt. Tavoli attétek
vizsgalata jelenleg még a primer tumor és a hozza tartozé
metasztazis altipusanak Osszehasonlitdsaval tobb munka-
csoportban folyik, a claudinkifejez6dési mintdzat elemzése
ebben is tovabbi lehetdségeket hordozhat.
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