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1. Bevezetés

1.1. Epidemioldgia és etiologiai hattér

Az emlddaganat vilagszerte a leggyakoribb daganatos megbetegedés a ndk korében, a
nSknél fellépd sszes daganatos betegség 22 %-at alkotja.' Vilagirodalmi adatok szerint
nyolc nébSl egynél élete soran biztosan kialakul az emlédaganat valamilyen formaja.’
Magyarorszdgon évente koriilbeliill 8000 Uj megbetegedést diagnosztizalnak és mintegy
2800 n6 hal meg a betegség kovetkeztében, igy az emlétumorok a harmadik leggyakoribb
daganatos halalokként szerepelnek. Az emlérakban meghaltak szdma a gazdasagilag fejlett
orszdgokban koribban nétt, mara mar csokkend tendenciat mutat’ Az utébbi évek
statisztikdi szerint hazankban is megallt a ndvekedés, st a daganatos betegek halalozasi
aranya is csokkend tendenciat mutat.”

Az emlérak elsdsorban a ndk betegsége, de ismert, hogy lényegesen rosszabb
prognozissal a megbetegedések 1 %-dban férfiak érintettek. Kor szerinti megoszlasat
vizsgalva 30 éves kor alatt ritka, bar az életkori gyakorisdg az utdbbi években a fiatalabb
korosztalyok felé tolodik. A betegség gyakoribb a 40 év felettiecknél, és a magasabb
tarsadalmi osztalyokhoz tartoz6 nék korében is gyakrabban fordul eld. El6fordulasa 50 éves
korig novekszik, majd egy platd szakaszt kdvetden az incidencia ismételt meredek
emelkedése észlelhetd.”

Az emlddaganatok kialakulasaban oki tényezoként a genetikai prediszpozicid, a
hormonalis egyenstly zavara és bizonyos kornyezeti faktorok hatdsa egyértelmiien
bizonyitott. El6fordulasa csaladi halmoz6dast mutat, amennyiben els6fokt hozzatartozonak
emlddaganat szerepel az anamnézisében, nagyobb a valosziniisége kialakulasanak.
Kozismert, hogy BRCA-1 és BRCA-2 (Breast Cancer 1-es és 2-es gén) génmutaciok
hordozdsa nagymértékben fokozza a betegség rizikdjat, és e betegek prognodzisa is
1ényegesen rosszabb a mutaciét nem hordozokénal.” Az emlérak létrejottének kockazatat
emeli minden endogén vagy exogén petefészek hormon expozicio, igy a til korai menarche,
a kés6i menopauza, a hyperdsztrogénizmus, ¢€s a tobb mint 5 éven at tartd antikoncipiens
szedés is. A kornyezeti hatasok koziil dsszefliggést mutattak ki a sugéarartalom, a magas
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zsirtartalmu étkezés, a menopauzalis elhizés és az emlédaganat megjelenése kozott is.

1.2. Osztalyozas és stadium meghatarozas
Az ,,American Joint Committee on Cancer staging system” révén az emldérak osztalyozésa

az altalanosan elfogadott TNM rendszer segitségével torténik, ami a Tumor (primer
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daganat), a Node (nyirokcsomo) és a Metastasis (attét) szavak kezddbetiiibol all 6ssze (1.
tablazat, 1. abra).® A TNM rendszernek kétféle tipusa van: a klinikai és a patologiai. A
klinikai TNM osztalyozas a kezelés és miitét el6tti vizsgalatok alapjan keriil meghatarozasra,
mig a patologiai osztalyozas (pTNM) a miitét utdni szovettani vizsgalat alapjan késziil. Ez

utdbbi az adjuvans terapia kivalasztasahoz és értékeléséhez sziikséges.

1. tablazat. Az emlo tumorok TNM beosztasa

Primer tumor (T)

X Primer tumor nem mutathaté ki
TO Nincs primer tumor
Tis Carcinoma (cc) in situ: intraductalis cc (DCIS), lobularis cc in situ, az emlébimb6 Paget-korja
tumor nélkiil
Tl 2 c¢m, vagy annal kisebb tumor
Tlmic 1 mm, vagy annal kisebb mikroinvazio
Tla A tumor 1 mm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 5 mm
T1b A tumor 5 mm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 1 cm
Tlc A tumor 1 cm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 2 cm
T2 A tumor 2 cm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 5 cm
T3 A tumor legnagyobb atmérgje tobb mint 5 cm
T4 Barmilyen méretli tumor, ha a mellkasfalra vagy a borre terjed
T4a Mellkasfalra terjedés
T4b Odéma, narancsbér, ulceratio, vagy szatellit gobok ugyanazon emlében
T4c T4a+T4b
T4d Gyulladdsos emlérak
Regionalis nyirokcsomé attétek (N)
NX Regionalis nyirokcsomd nem vizsgalhatd vagy ismeretlen
NO Nincs regionalis nyirokcsomo attét
N1 Mobilis, azonos oldali nyirokcsomdé(k)
N2 Azonos oldali fixalt nyirokcsomok
N3 Axillaris és mammaria interna lanc érintettség
Tavoli attét (M)
MX Tévoli attét nem mutathaté ki
MO Nincs tavoli attét
M1 Tévoli attét van, beleértve az azonos oldali supraclavicularis nyirokcsomo metasztazist is

1. abra. Az emlo tumorok csoportositasa a tumor mérete alapjan
(Forras: https://cancerstaging.org)



A TNM kritériumok alapjan torténik az emldrak stddiumbeosztasa, melyet a 2. tablazat
mutat be.

2. tablazat. Az emlédaganatok stadiumbeosztasa

Stadium T N M

0 Tis NO MO

I T1 NO MO

IIA TO N1 MO

T1 N1 MO

T2 NO MO

1B T2 N1 MO
T3 NO

1A TO N2 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

111B T4 barmely N MO

IIcC barmely T N3 MO

v barmely T barmely N Ml

1.3. Morfologia, tiinettan és diagnosztikai modszerek

Az in situ ductalis carcinoma (Ductalis Carcinoma In Situ: DCIS) (1. tablazat: Tis) az
emldradk nem invaziv fajtaja, amely jellegzetessége, hogy a malignus epithelialis sejtek csak
az emld kis ductusaiban vannak jelen, de nem térik 4t a bazal membrant.” Eléfordulasa
meredeken emelkedik, és napjainkban a DCIS teszi ki a sziirévizsgalaton felfedezett 6sszes
emlbelvaltozas 20-40 %-4t.® A DCIS prognozisa nagyon jo, a 10 éves talélési arany tobb
mint 95 %-o0s.”'"

Invaziv daganat kialakuldsa esetén az intraductalisan vagy lobularisan elhelyezkedd
tumor osztddasa soran attori a basal membrant €s tovabb novekszik (1. abra T1-T4).
Leggyakrabban fajdalmatlan csomoként jelentkezik, melyet a beteg sajat maga tapint, vagy
a kotelez6 szlirdvizsgalat soran keriil kimutatasra. A betegek kisebb részénél borpir, 6déma,
bér vagy emlébimbo behtzodas, mamillabdl észlelt valadékozas is megjelenhet, ami
gyorsabban novekvé tipust daganatra utalhat. A daganatok 40 %-a az emld kiilsé-felsd
negyedére lokalizalodik, mert ezen a részen tartalmazza az emld a legtobb mirigyallomanyt.
A daganat lymphogen uton attétet képezhet az axillaris nyirokcsomok felé. A medialis
negyedekben kialakul6 daganatok az a. mammaria interna melletti nyirokcsomok iranyéaba
is terjedhetnek. Az elérehaladott emlddaganat infiltralhatja a subcutan zsirszovetet, a bort,
illetve a mammillat is, azokon behtizodast okozva. Besziirheti a pectoralis izmokat, a

musculus serratus anteriort, az intercostalis izmokat, a bordadkat és betorhet a melliiregbe



infiltralva a pleurat vagy a tiiddt is (1. tdblazat). Hematogén metasztazis elsdsorban a
csontokban (70 %), a tiidében (60 %), a majban és a mellékvesékben alakul ki, ritkdbb az
agy, a bOr és a petefészek attétes érintettsége.”

Diagnosztikajaban a fizikalis vizsgalat mellett jelenleg a mammografia és az emld
UH az éltaldnosan elfogadott szlirdmodszer. Malignus 1éziokra a mammografia specificitasa
50-85 %, de az eml8 denzitdsanak emelkedésével ez szignifikansan csokken.'' Az emls UH
30 év alatti korban tapintott elvaltozasoknal az elsddlegesen vélasztand6 vizsgald modszer,
de ennek szenzitivitdsa sem haladja meg a 75 %-ot. Az Gjabb képalkoto eljarasok, mint az
MRI és PET-CT j6 szenzitivitdsu, de rossz specificitdsi modszerek, igy szlirésre nem
alkalmazhatoak.'> A diagnozis felallitasnak fontos része az elvaltozas citologiai vizsgélata
core biopszids, vagy finomtii aspiracids biopszias (FTAB) mintdkbol. Ekkor a daganat
receptor statusza is meghatarozasra keriil. Az emlé tumor invazidja soran a daganatsejtek
elészor az axillaris nyirokcsomok felé szordodnak. A betegség stadium meghatarozasakor
tehat figyelembe kell venni az esetleges attétes axillaris nyirokcsomok UH vagy FTAB révén
kimutatott jelenlétét vagy hidnyat. A betegség stadiumat a daganat mérete és az attétes
nyirokcsomok szdma vagy a tavoli attétek jelenléte hatarozza meg (2. tablazat). A
betegségmentes tulélés és az atlagos tulélés szempontjabdl az egyik legfontosabb
prognosztikus faktor az axillaris nyirokcsomo statusz'®, de bizonyitottan prediktiv értékii a
szovetek hisztologiai feldolgozasa soran meghatarozott hormon receptorok (Osztrogén-,
progeszteron-, herceptin receptor) jelenléte vagy hidnya is. Jelenleg a betegség lefolyasanak
utan kovetésére a radiologiai modszerek (mammografia, CT, MRI, PET-CT) mellett a vérbol

kimutathato egyes tumor markerek (CEA, CA 15.3) hasznalatosak.'

1.4. Az emlédaganat sebészi kezelése
1.4.1. A mitéttechnika torténeti attekintése
Az emlérak elsé irdasos emlitése a Kr. eldtti 1500-1600 koriil irodott degyiptomi Edwin
Smith papirusztekercsben taldlhatdo, melyben akkor a betegséget gyogyithatatlannak
tekintették. Az 6kori Gordgorszagban mar felismerték, hogy az emld eltavolitasa a betegség
lehetséges kezelése, de az elsé miitéti leiras csak a Kr. utani IV. szdzadbol, a bizanci
udvarbdl maradt fenn, ahol I. Jusztinianusz csaszar feleségének a daganat kezeléseként
mastectomiat javasoltak.

A XX. szazad 70-es éveiig a sebészi ellatdsban a mechanikus szemlélet uralkodott,
mely szerint az emlddaganat loko-regiondlis betegség és a varhatd talélést a mitéti

radikalitas hatarozta meg. igy a teljes radikalitasra torekvd, csonkold miitéteket részesitették
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elényben. 1894-ben William S. Halsted, amerikai sebész irta le a rdla elnevezett radikalis
mastectomia miitéti technikajat."> Az emld mirigyalloméanya, a musculus pectoralis major és
minor, ¢és az axillaris nyirokcsomok és nyirokutak eltavolitasa a lehetséges tumor terjedés
megakadalyozasat szolgalta. A késdi tulélési eredmények azonban -a technikailag kevésbé
kiterjesztett beavatkozdsokhoz viszonyitva- nem igazoltak a radikalitas elonyeit. Emellett
figyelmen kiviil hagytdk a kisméretli tumorok esetén is jelentkez6 hematogen terjedést, és
az emlOrak korlefolyasat befolyasold tényezdk -életkor, hormondlis statusz, szovettani tipus,
stb- szerepét.

Patey 1948-ban kozdlte a rdla elnevezett modositott radikalis mastectomia miitétet,
amely abban kiilonb6zott a Halsted-féle miitéttdl, hogy a mellizmokat megtartotta, csak a
pectoralis fasciat tavolitotta el a mirigyalloméannyal egyiitt, valamint az interpectoralis és
axillaris nyirokcsomok keriiltek eltavolitdsra. A sebészi probalkozéasok egyik véglete az
ultraradikalis mastectomia kidolgozasa volt, amely a Halsted miitétet a parasternalis
nyirokcsomok blockdissectidjaval egészitette ki.'

A XX. szazad végére a daganatok viselkedésének, terjedésének jobb megismerése és
ugynevezett biologiai szemlélet, mely szerint az emldrak szisztémds betegség, ezért
szisztémasan kell kezelni, és nem 6nmagaban a miitéti radikalitas hatarozza meg a talélést.
Elotérbe keriiltek a csokkentett radikalitasi mutétek, mint a modositott radikalis
mastectomia és a simplex mastectomia. Ez utobbi csak az emldallomany eltavolitasat jelenti
az axillaris nyirokcsomok megtartasa mellett. A radikalitas tovabbi csokkentését jelentette
az ugynevezett emldmegtartd mutétek (EMM) elterjedése, amikor az emldbdl -megfeleld
biztonsagi zonaval- csak a daganatos részt tavolitjuk el. Fisher és Veronesi altal 2002-ben
kozolt, 20 évre visszatekintd nagy klinikai tanulméanyok kimutattdk, hogy a mastectomia és
az irradiacidval kiegészitett EMM kozott nincs kiilonbség sem a helyi recidivak, sem pedig
a hosszii tava tilélés szempontjabol.'*!”

"Skin spearing" mastectomia soran az emlé mirigyalloményat, és az emlébimbot
tavolitjuk el, mig a bort €s a subcutan zsirszovetet meghagyjuk a késdbbi rekonstrukcio
megkonnyitése céljabol. Subcutan mastectomia csak a kisméretli, nem centralis
elhelyezkedésii daganatok esetében kivitelezhetd, ugyanis ilyenkor a bor és a subcutan zsir

mellett az eml6bimbot is meg kell kimélni.
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1.4.2. Jelenlegi standard sebészeti modszerek
Mastectomia
Amennyiben az emlddaganat staddiuma miatt sziikséges az emld teljes eltavolitasa, akkor a
jelenlegi gyakorlatban a Patey altal kidolgozott modositott radikalis mastectomia a "gold
standard" technika, melynek sordn az emlé mellett csak az I-es és Il-es szintii axillaris
nyirokcsomok kertilnek eltavolitasra.

Korai stadiumtl invaziv tumorok bizonyos eseteiben, pl. in situ carcinoméknal, vagy
a csaladi halmozddas esetén felmertild profilaktikus és rizikocsokkentd miitétekkor tovabbi
lehetéség a subcutan mastectomia, melynek sordn ugy tavolitjuk el az emld
mirigyallomanyat, hogy kézben az emld borét megkiméljiik. Ennek egyik formaja a Nipple
spearing mastectomia, amikor a bimbo-areola komplexet is megkiméljiik az emld borével
egylitt és csak az alatta 1év0 mirigyallomanyt tavolitjuk el. Skin spearing mastectomianal a
mirigyallomannyal egyiit az emlébimbd-areola komplexet is eltavolitjuk. Természetesen az
axillaris nyirokcsomok eltavolitasa ezen miitétek soran is megtorténik ugyanabbol, vagy
kiilon axillaris metszésbol. Csak abban az esetben ajanlott ez a fajta beavatkozas, ha szabad,
vagy nyeles lebennyel, implantitummal, vagy expanderrel torténd azonnali

eml6rekonstrukcioval ér véget a beavatkozas.'®

Emlomegtarto miitéet (EMM)

Korai stddiumban diagnosztizalt betegség esetén az onkologiai radikalitds mellett az
esztétikum is fontos szerepet jatszik az emlé tumorok modern sebészi gyogyitasaban.'
Tobb, nagy esetszamu, retrospektiv vizsgalat igazolta, hogy a betegek posztoperativ
pszichés allapota is nagymértékben befolyasolja a hosszl tavi gydgyulast. Az emld miitéten
atesett ndbetegek lelki allapotanak és ¢életmindségének javitdsa miatt fontos az egészséges
emldallomany lehetdség szerinti minél nagyobb megtartasa, illetve az azonnali vagy
halasztott onkoplasztikai emlérekonstrukcio.® Az EMM feltétele, hogy a daganat nem lehet
nagyobb 40 mm-nél, illetve neoadjuvans kezelés hatdsdra mérete legalabb ekkorara
csokkenjen; a daganat egygocu legyen, illetve ha tobbgoct, akkor azok egy szektorban
helyezkedjenek el; ne legyen nagy kiterjedésti DCIS a tumor koriil. Fontos tovabba az eml6
kiinduldsi mérete, ill. az emld és a daganat aranya is, hogy a beteg szovetek eltdvolitasa utan
elegendd mirigydllomany alljon rendelkezésre a megfeleld esztétikai eredmény
amihez a betegnek eldzetesen hozza kell jarulnia. E kritériumok teljesiilése esetén az EMM

teljes értékil alternativaja a mastectomianak.'
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Axillaris nyirokcsomok kérdése

Az axilléris nyirokcsomok ellatasaban is felmeriilt az igény a radikalitds csokkentésére a
teljes axillaris nyirokcsom6 blockdisszekcid miatt gyakran kialakulé lymphoedema és
idegfunkcid zavar miatt. A mdas daganatok esetén (parotis daganat, penis carcinoma,
melanoma malignum) kordbban mar sikerrel alkalmazott Sentinel (6rszem) nyirokcsomo
biopszia moddszerét 1994-ben Giuliano és munkacsoportja vezette be az emlétumorok

22,23

kezelésében. Ennek soran vitalis kék festékkel, vagy radioaktiv izotoppal, vagy ezek

sikeriil a miitét soran szelektiven eltavolitani a regionalis attétek legvalosziniibb helyét.**
Korai invaziv daganatok esetén jelenleg a Sentinel nyirokcsomo biopszia a regionalis
nyirokcsomo ~ stitusz meghatarozasanak elfogadott modszere.” Ha a  Sentinel
nyirokcsoméban nincs attét, akkor nem sziikséges az Osszes honalji nyirokcsomo
eltavolitasa. Igy a Tl-es és T2-es stadiumii daganatok jelentés részénél az axillaris
blockdisszekcid elhagyhatd. Elérehaladott (T3-T4) emlddaganatos betegeknél, illetve
azoknal, akiknél a preoperativ vizsgalatok sordn mar axilldris attét igazolddott teljes axillaris
blockdisszekciot kell végezni.
neoadjuvans kezelésének meghatarozasa radiologus, patologus, onkoldgus ¢€s sebész
szakorvosokbol 4ll6 "onko-team" feladata. A sebészi ellatas radikalitasat a daganat mérete

¢s az axillaris nyirokcsomok érintettsége hatdrozza meg.

1.5. Onkologiai kezelési lehetoségek

1.5.1. Adjuvans kezelés

Adjuvans kezelésként posztoperativ irradiacid, kemoterapia vagy receptor statusz alapjan
hormonkezelés, illetve HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) pozitiv

esetekben bioldgiai kezelés jon szdba.

Irradidcio

Az adjuvans sugarterapia standard eljarasnak szamit az emldmegtartd miitétek utdn, mellyel
a tilélés tovabb novelhetd. A besugéarzas a tumoragyban még megbuvo, életképes tumoros
sejtek elpusztitasaval harmadara csokkenti a lokalis recidiva kialakulasanak kockazatat.”® A
maradék mirigyallomany mellett a regiondlis axillaris, supraclavicularis és az arteria

céltérfogatanak pontositdsara a miitét soran a tumordgyat titanium klipekkel jeloljiik meg.
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Az irradiacié célteriilete a teljes emld, alapddzisa: 45-50,4 Gray (Gy) (1,8-2
Gy/frakcid, heti 5 alkalommal) vagy 40-42,5 Gy (2,66 Gy/frakcid, heti 5 alkalommal). Otven
¢v alatti betegek esetén javasolt, 40 év alatt pedig mindenképpen sziikséges a tumoragy
kiegészitd, un. ,,boost”-sugarkezelése 10-16/2 Gy doézisban. A boost besugarzasakor a
tumoragy ¢és az azt koriilvevd 1-2 cm-es biztonsagi zonat éri a sugdr, a kiegészitd dozist
gyorsitoval (elektron vagy foton) vagy bizonyos specidlis indikacid esetén szovetkdzi
brachyterapiaval (tlizdelés) adjak. Kis volumenii emlében, vagy a felszinhez kdzel esd
tumoroknal altalaban az elektron besugarzés a kedvez6bb hatast, mig nagyméretii emldben,
illetve mélyen fekvé daganatoknal brachyterapia vagy 3-D konformadlis foton ,,boost”
javasolt.”” Modern sugarterapias lehetéségek koziil az IMRT (Intenzitis Modulacid)
lehetdvé teszi azt, hogy a teljes emld besugarzasaba bele illessziik a boost sugarkezelést is,
olyan mddon hogy a titdniummal megjeldlt mitéti teriilet magasabb frakciddozist kapjon a
besugarzas soran (2,2-2,4 Gy/frakcid). Az irradidcios kezelést a miitétet vagy a kemoterapias

kezelést kovetSen a 8 héten beliil ajanlott elvégezni.™

Kemoterapia
Az emlddaganatok esetén a kemoterapids kezelés alapjat az anthracyclin és a taxantartalma
szerek haszndlata képezi. A ma alkalmazott kemoterapia hatasossagat tovabb novelték az uj

gyogyszerek, illetve azok (ij kombinalt adagolasai (3. tablazat).”

3. tablazat. Kemoterapias gyogyszer-kombinaciok generacioi

Generaciok Rovidités Kombinacio osszetétele
L CMF Cyclophosphamid+Methotrexat+Fluorouracil
CEF Cyclophosphamid+Epirubicin+5-Fluorouracil
AC Adriamycin+Cyclophosphamid
I1. CAF Cyclophosphamid+Adriamycin+5-Fluorouracil
FAC 5-Fluorouracil+Adriamycin+Cyclophosphamid
1. DAC Doxorubicin+Docetaxel+Cyclophosphamid
FECx3 =>Dx3 5-Fluorouracil+Epirubicin+Cyclophosphamid
ddCAX4 dozisstiritett
->Px4 Cyclophosphamide+Adriamycin+Capecitabine
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Hormonterapia

A hormonreceptor pozitiv és HER2 negativ tipusu daganatok endokrin terapiat igényelnek.
Osztrogén receptor (ER) pozitiv daganatok esetén célunk, hogy a receptorokhoz eljutd
Osztrogén szintjét csokkentsiik, erre tobb lehetdségiink van. A gonadotropinfelszabadito
hormon (GNRH) analogok a hypophyis szabalyoz6 hatdsat blokkolva elnyomjdk a
petefészkek 0sztrogéntermelését. Aromataz inhibitorok (Al) az ugynevezett aromatidz enzim
blokkolasaval megakadalyozzak, hogy az 6sztrogén eldanyaga atalakuljon 0sztrogénné. Az
anti-osztrogenek az emlémirigyek hormonreceptoraihoz koétdédve blokkoljak azokat. A
tamoxifen (Zitazonium®™) -szelektiv dsztrogén receptor modulator (SERM)- olyan sejteken
hat, amelyek Osztrogén receptort expresszalnak. Ezekhez kapcsolédva a tamoxifen
kompetitiv gatlast valt ki és csokkenti az dsztradiol termelddését. A csokkent hormonszint
kovetkeztében gatlodik a daganatos sejtek burjanzasa. Az Osztrogén receptor pozitiv
emlérak 5 éves tamoxifen kezelésével a recidiva 41 %-kal, a mortalitas 34 %-kal csokkent.”
Hormonreceptor negativ esetekben a tamoxifen kezelés hatdstalan.

Az endokrin terdpia megvalasztasakor a menopauzalis statuszt figyelembe kell
venni.® A jelenlegi ajanlisok szerint, amennyiben a beteg pre-menopauzaban van,
ugynevezett reverzibilis ovarium ablatio javasolt, amit a GNRH analogok adasaval érhetiink
el, és ezt a tamoxifen 5 évig torténd adasaval kombinaljuk. Menopauzaban 5 évig adjuvans
endokrin terdpiaként tamoxifen vagy Al haszndlata javasolt. Az Al kezelés tamoxifen helyett
alkalmazva tovabb csokkenti a recidiva aranyat. Az ellenoldali emlddaganat és helyi kitijulés
tekintetében az Al hatdsosabbnak bizonyultak a tamoxifennél. Al kezeléskor ritkdbban
jelentkeznek egyes mellékhatasok (pl. héhullam, négyogyaszati problémak, izomgdresok,
thromboembolias szovédmények, stb), viszont a csonttorések, osteoporosis ¢€s iziileti
panaszok gyakrabban fordulnak el6.>”

A progeszteron érzékeny daganatok esetében a terapia kiegészithetd luteinizalod
hormont felszabadit6 hormon (LHRH) analdégok adéséaval, amelyek felfiiggesztik a
folliculus stimulalé hormon (FSH) és az luteinizdld hormon (LH) hatésat is, igy tovabb
csokkenthetik a nemi hormonok elvélasztasat. A receptor statusz szerinti hormonalis kezelés
a betegek kozel 70 %-anal elfogadhat6 terapias valaszt ad.

Az elérehaladott allapotu, metasztatikus emldtumorok jelenleg kurativ moédon nem
gyogyithatok. A palliativ terdpia a beteg életmindségét javithatja, meghosszabbithatja életét,
de tényleges gyodgyulast nem hoz. Hormonblokkold kezelést palliativ céllal csak csont
metasztazis megjelenése esetén alkalmazunk. Toxikus citosztatikum terapidt a visceralis

attétek megjelenésekor hasznalunk.
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Biologiai kezelés
Biologiai terapiaként a legujabb vonalbeli gydgyszerek alkalmazhatok, melyek igen nagy
hatasfokkal rendelkeznek. A HER2 nagy mennyiségben talalhaté bizonyos daganatos sejtek
felszinén, ahol serkenti a daganatos sejtek novekedését. A beteg HER2-statuszanak
meghatdrozasa ma mar a diagnosztikai rutin része. A +++ eredmény alapjan mindsithetd a
tumor HER2-pozitivnak, ++ eredmény esetén pedig tovabbi vizsgalat sziikséges a statusz
megerdsitéséhez. A trasztuzumab (Herceptin®) egy monoklonalis antitest, ami szelektiven
kotddik a nevezett receptorhoz, megallitva a sejtek novekedését és pusztulasukat okozza. A
HER2 pozitiv esetekben alkalmazott transtuzumab akar 8-12 hdnapos remisszidt is
biztosithat a betegek szamara, és kozel felére csokkentette a recidivak kialakulasat.>
Szintén hatasos gyogyszer a bevacizumab (Avastin®), ami egy angiogenezis gatlo
monoklonalis antitest, a vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGF-A) inhibitora.
A kezelés hatasara a daganat erezettsége, igy oxigén és tdpanyag ellatasa csokken, sorvadni
kezd. A bevacizumab kezelést jelenleg az attétes, HER2 negativ emldrdkok kezelésében

alkalmazzuk kombinacidban paclitaxellel.

1.5.2. Neoadjuvans terapia
Mitét eldtt adott kemoterapids kezelést - mas néven neoadjuvans terdpia vagy primer
szisztémas terapia (PST) — kezdetben a lokalisan nagy kiterjedésii, eldrehaladott stddiumu
irreszekabilis emlérdkok, ill. a gyulladasos emlérak (mastitis carcinomatosa) kezelésére
hasznaltak, de az ennek soran elért meggydz06 tapasztalatok eredményeként az utobbi idében
szélesedett az indikacios kore.”' 2009-ben Kecskeméten tartott II. Eml6rak Konszenzus
Konferencia ajanlasa szerint az inoperabilis (IIIB és IIIC staddiumu), a gyulladdsos emld
tumorok, illetve a 3 cm-nél nagyobb, de operalhaté daganatok tartoztak a PST indikacioi
koz¢. Jelenleg mar a 2016-ban megjelent III. EmIé Konszenzus Konferencia ajanlasai és a
nemzetk6zi ajanlasok szerint is, valamennyi betegnek felajanlhatd, akinél a preoperativ
vizsgalatok alapjan biztosra vehetd, hogy posztoperativan adjuvans kemoterapias kezelésre
lesz sziikség.’'”* A legujabb terminologia szerint amikor az elérehaladott daganat
reszekalhatova tétele a cél -konverzids kemoterapiarol-, mig a mér primeren reszekabilis
esetekben neoadjuvans kezelésrdl beszéliink. PST sordn a betegek elsddlegesen docetaxel-
epirubicin kombinaciot kapnak, HER2+++ receptor pozitivitasa esetén viszont a herceptin-
docetaxel a valasztando kezelés.

A daganat stddium meghatarozasat (staging) kovetden megvalasztott elsddleges

kemoterapia vagy hormonterapia elénye, hogy a szisztémas kezelés a diagnozist kovetden a
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legkorabbi idOpontban megkezdddhet. A daganat regresszid mértéke alapjan informaciot
kapunk a terdpia hatdsossagarol, illetve hatdstalansaga esetén modosithatd a kezelés. A
neoadjuvans kezelés eredményeként a daganat mérete csokken, igy az irreszekabilis daganat
reszekalhatova valhat, illetve az eredendden reszekébilis daganat zsugoroddsa miatt

33,34

bizonyos esetekben az EMM is szdba johet. Tovéabbi elénye, hogy a kemoterapias

kezelés megkezdését nem késlelteti az esetleges posztoperativ szovéddmény, valamint a PST
in vivo hatasossaga utal a betegség kés6bbi prognozisara is.*' >

Hatranyok koziil kiemelendd, hogy a betegek egy része sajnos nem reagal a
kezelésre. Ok viszont nemhogy nem profitdlnak a neoadjuvans kezelésbél, hanem id6t
veszitenek, hiszen a miitét idépontja késébbre tolodik.>'

Fontos a terapia megkezdése eldtt a daganat patoldgiai tipizalasa, amely elsdsorban
a terapia megvalasztdsat, a kemo- és/vagy hormonszenzitivitds megitélését segiti. A
neaodjuvans kezelés soran a 3. és 6. ciklust kovetden kontroll mammografia torténik, a
regresszié mértékének a megitélésére. Ha a daganat mérete stagnal, vagy esetleg nd, akkor
a PST-t megszakitjuk és a 3. ciklus utan azonnal mitétre keriil a beteg. Amennyiben
Herceptin® kezelés is zajlik, harom havonta re-staging kotelez, melynek soran has-
medence-mellkas CT, vagy PET-CT vizsgalat torténik.

A PST befejezése utdn -a mitét eldtt- ujabb stadium meghatarozo képalkotd
vizsgalatok (re-staging) kovetkeznek. A regresszid filiggvényében a miitét tipusa
mastectomia és axillaris nyirokcsomo blockdisszekcio, vagy akar EMM is lehet. A legtijabb
tanulmanyok szerint az EMM biztonsagos megoldas lokalisan elérehaladott emlérak esetén

36-38

is, amennyiben a PST-re jol reagalt. Ezt legtobbszor a miitéti teriilet posztoperativ

.....
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2. Az emlédaganatos betegek neoadjuvans (PST) kezelése

2.1. Bevezetés

A neoadjuvéans kemoterapiat vagy mas néven primer szisztémas terapiat kezdetben
csak a lokalisan elérehaladott emlérdk (Locally Advanced Breast Cancer: LABC) ¢és a
gyulladasos emlérak (mastitis carcinomatosa) kezelésére hasznaltak.**** A LABC alatt azon
emlddaganatokat értjiik, amelyek mar a diagnézis felallitasakor raterjednek a borre és/vagy
a mellkasfalra (klinikai T4a-c vagy IIIB staddium), vagy az azonos oldali infraclavicularis,
supraclavicularis vagy az arteria mammaria interna mellett elhelyezkedd nyirokcsomodkra
(cN3 vagy IIIC stadium). Ezekben az esetekben a mai modern, multimodalis kezelési modok
ellenére legalabb 50 %-kal nagyobb valdsziniiséggel varhatd recidiva, mint a koraibb
stadiumt eml8daganatoknal. ™ Az esetek mintegy 5 %-at kitevd gyulladasos emlérékot a
teljes egészében vords, 6démas emld és az esetlegesen kitapinthato daganat jellemzi.” Az
daganat méretének csokkentése és a beteg operdbilissd tétele a tumor mentes sebszélek
elérésével’ ** | de a lokalis kiujulas és a tavoli attétek kialakulasanak megakadalyozasara
is hatékonynak bizonyult ez a kezelési mod.>>*"*

Az inoperabilis daganatok kezelése soran elért meggy6z0 eredmények hatdsira az
operabilis emlérakok (Operable Breast Cancer: OBC) bizonyos eseteiben is 1étjogosultsdgot
nyert a preoperativ kemoterapia. Nemzetkdzi ajanlasok jelentek meg, hogy azok a betegek
is kapjanak neoadjuvans kezelést, akiknél a preoperativ vizsgalatok alapjan valosziniisithetd
a posztoperativ adjuvans kemoterapia sziikségessége.’'”>*> A 2016-ban tartott III.
Kecskeméti Emldrdk Konszenzus Konferencia sordn ezen indikaciok hazankban is
bevezetésre keriiltek.”” Sajat gyakorlatunkban a T1c-T2 stadiumu, "high grade" daganattal,
¢és/vagy axillaris attéttel rendelkezd fiatal betegeknek is felajanljuk a PST lehetdségét, mely
megegyezik tobb, kiilfoldi munkacsoport kezelési protokolljaval.*>***

A beteg ¢és a tumor tulajdonsdgai segitenek a PST hatékonysaganak eldzetes
megbecsiilésében, a hidnyzo vagy alacsony ER expresszio, illetve a magas szdvettani gradus
esetén eredményesebb lesz a kezelés.” A PST altal kivaltott komplett patoldgiai remisszi6
(complett pathological remission: cPR) gyakoribb azoknal a daganatoknal, melyek HER2-t
expresszalnak, illetve azoknal melyek sem ER, sem PR, sem HER2 receptorral nem

rendelkeznek (tripla negativ, Triple negative).”
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A PST hatékonyséagat tekintve azonban nincs teljes konszenzus az irodalomban.
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a betegségmentes tulélést és az atlagos talélést
tekintve nem jelent elényt a PST a hagyomanyos posztoperativ adjuvans kemoterapias
kezeléssel szemben.”>*'”! A neoadjuvans kezelés hatranyai koziil 1ényeges kiemelni, hogy
a kemoterapia a hagyomanyos prognosztikus faktorok egy részét megvaltoztathatja
(tumorméret, gradus, nyirokcsomo statusz), igy ezek meghatdrozasa a kezelés utan nem
teljesen megoldott. Tovabbi hatrany, hogy a betegek kb. 20 %-a egyaltalan nem reagal a
kezelésre, ezért szamukra a PST id6veszteséget jelent, mert a daganat eltavolitasa hetekkel
vagy akar honapokkal is kés6bbre tolodik a kezelés miatt.> Nem elhanyagolhat6, hogy a
betegekre pszichés teherként nehezedik az a tudat, hogy amig a neoadjuvans kemoterapia
tart és a miitétre varakoznak, addig egyiitt kell ¢Inilik a daganattal.

Kiilonbozd kritériumok alapjan kivalasztott betegek esetében azonban a miitétet
megel6z6 kemoterapia szamos eldnnyel jarhat. Ezekben az esetekben a PST célja: a tumoros
szovetek ¢letképességének a csokkentése, az ér- és lymphaticus tumorsejt invazid
megakadalyozasa, valamint a mikrometasztdzisok elpusztitisa altal a lokalis kitjulas

1, . r 52,53
esélyének csokkentése.””

Legnagyobb eldnye, hogy a még ép vér- és nyirokkeringésii
szovetre hat, ezért maximalisan ki tudja fejteni lokalis hatdsat. A daganat vélasza biologiai
probaként is felfoghato, hiszen megmutatja a daganat érzékenységét a kemoterapia soran
alkalmazott gyogyszer kombinacidkra, ami a hagyoményos posztoperativ terapia esetében

4134 pQT hatdsara a tumor mérete csokkenhet, ezaltal irreszekébilis

sohasem itélheté meg.
daganatokndl down-staging kovetkezhet be, igy reszekéalhatova valhatnak. A T1 és T2
stadiumt daganat volumenének csokkenése révén a reszekcio volumene is csokkenhet, igy

az emlémegtartd miitétek aranya szignifikinsan novelhetd. >

Bizonyos esetekben
azonnali emlérekonstrukci6 is megvalosithatova valik.

A korabban alkalmazott CMF séma mellett az utébbi években anthraciklin-, majd
taxanalapti protokollok jelentek meg, ¢és a klinikai vizsgalatok soran a terapids
mechanizmusok, tamadaspontok egyre szélesebb korét vizsgaltak.”>’ Egyetemiinkon
jelenleg PST alkalmazéasakor az emlddaganatos betegek 98 %-a TXT+EPI kombinacioban
részesiil. A kezelés néhany ciklusa utan kontroll vizsgalatok torténnek a kezelés

hatékonysaganak felmérésére. Regresszid vagy stagnalas esetén a beteg tovabb kapja a PST-

t, progresszio esetén viszont azonnali mutétre keriil sor.
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2.2. Célkitiizés

Jelen vizsgélatunkban retrospektiv. modon dolgoztuk fel a 2007-2012 kozott
klinikankon eml6tumor miatt operdlt és primer szisztémds kezelésen atesett betegek
radioldgiai és szovettani leleteit a sebészi kezelés tiikrében.
Célunk volt:
- az altalunk hasznalt PST protokoll hatékonysagénak felmérése és az eredmények
Osszevetése az irodalmi adatokkal
- megvizsgalni, hogy a PST mennyire befolydsolta a sebészi kezelést
- feltérképezni, hogy PST utdn milyen aranyban végezheté emlOmegtarté miitét
- tanulméanyozni, hogy a PST-re adott valasz és a szovettani tulajdonsagok kozott milyen
Osszefliggés van
- felmérni az axillaris nyirokcsom¢ attétek preoperativ vizsgélatanak hatékonyséagat.

- felmérni a talélési adatokat az altalunk kezelt betegek esetében

2.3. Betegek és modszerek

Retrospektiv kutatasunkba azokat a betegeket vontuk be, akik 2007. marcius és 2012.
szeptember kozott emlddaganat miatt kemoterdpiat kovetéen keriiltek miitétre a Pécsi
Tudoményegyetem (PTE) Klinikai K6zpont, Sebészeti Klinikdjan. Osszesen 204 beteg
részesiilt preoperativ kemoterapias kezelésben a PTE Onkoterapias Intézetében. A betegeket
a daganat tipusa és stadiuma szerint két csoportra osztottuk: az egyik résziik elérehaladott
irreszekabilis daganat vagy mastitis carcinomatosa miatt részesiilt PST-ban (24,5 %, n=50)
¢s a konverzios kemoterapia hatasara valt operalhatova. A masik csoportba azok a betegek
keriiltek, akik primeren is reszekabilis daganattal rendelkeztek (75,5 %, n=154). Ezekben az
esetekben - onkoldgus, radiologus, patologus és sebész altal alkotott - multidiszciplinaris
onko-team dontott egyénre szabott modon a PST kezelés mellett figyelembe véve a
szovettani gradust, a receptor statuszt, esetleg igazolt axillaris metasztazist, illetve a fiatal
életkort.

A PST megkezdése el6tt a kovetkezd preoperativ staging protokoll vizsgalatokat
végeztiik el: mammografia, eml6 UH, FTAB vagy core biopszia, mellkas rtg, hasi és mellkas
CT, hasi UH. A nemzetkdzi ajanlasoknak megfelelden 3 hetente preoperativ
kemoterapiaként a betegek 21 %-a FEC (5-Fluorouracil 500 mg/m® iv. + Epirubicin 100
mg/m” iv. + Cyclophosphamid 500 mg/m? iv.), mig 79 %-a TXT+EPI (Docetaxel 75 mg/m*
iv. + Epirubicin 75 mg/m” iv.) kombinacioji kezelést kapott, amit 6 cikluson keresztiil

ismételtiink.’> A kemoterapia 3. ciklusa utan radioldgiai kontroll vizsgalat (mammografia és
p g g g
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UH) tortént a kezelés hatékonysaganak ellendrzésére. Radiologiailag értékelhetd regresszio,
vagy stagnalas esetén jabb 3 ciklus kemoterapia kovetkezett. Progresszio esetén viszont

azonnal mitétre keriilt a beteg és mastectomiat végeztiink (2. dbra).

3 ciklus FEC / TXT+EPI

l
r Restaging ﬁ

Regresszié / Stagnacio Progresszio
3 ciklus FEC / TXT+EPI Miitét
Restaging \
I - Adjuvans radio-, hormon-,
biologiai terapia
EMM <«—— Miitét—> Mastectomia - Protokollvéltés:
l kemoterapia
Adjuvans

radio-, hormon-, bioldgiai terapia

2. abra. Az eml6 tumoros betegek 3 ciklusban alkalmazott neoadjuvans
kemoterapiajat (FEC/TXT+EPI) koveto kezelési algoritmusa

A kisméretti (T1c-T2), kiterjedt DCIS komponens nélkiili, vagy jol reagald
daganatok esetén emlOmegtartd miitétet, vagyis szektordlis excizidt végeztiink. A tumor
lokalizaldsa UH vezérléssel a daganat koré beadott Technécium izotdppal, és az emld bérébe
beadott festékes jelolés vagy beillesztett drétjelolés, v. mindkettd segitségével tortént. Az
eredendden nagyméretli daganatoknal (T3, LABC) és a mastitis carcinomatosa eseteiben a
PST hatéséra 1étrejové remisszid mértékétdl fiiggetleniil mastectomiat végeztiink. Ha a
betegnél a kezdeti staging vizsgalatokkal nem sikeriilt igazolni attétes axillaris
nyirokcsomot, akkor a miitét soran Sentinel biopsziat végeztiink, és az axilla tovabbi
ellatasat ettdl tettiik fiiggdvé. Ha a kemoterapia elétt mar attétes nyirokcsomo igazolodott,
akkor axilléris blockdisszekciot végeztiink a radiologiai regresszido mértékétdl fiiggetlentil.
A miitét soran eltavolitott szovetmintakat orientacios jeldlés utan specimen mammografiara

kiildtiik.
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Retrospektiv feldolgozasunk sordn figyelembe vettiik a pTNM-et, azaz a daganat
szovettani tipusat, lokalizacidjat, receptor statuszat és az axillaris nyirokcsomok érintettségét
is. A mitét soran eltavolitott specimeneket a szOvettani kép alapjan négy csoportba
osztottuk: komplett, jelentds és mérsékelt remisszio, illetve akik nem reagaltak a kezelésre.
Definicionk szerint komplett patologiai remisszio esetén viabilis tumor sejt nem volt
kimutathat6 a mirigyalloméanyban. Jelentds remissziot tapasztaltunk, ha a tumortest mérete
csokkenést mutatott a képalkotd vizsgalatokhoz képest, hypocellularissa valt és kevesebb,
mint 10 %-ban latszottak viabilis tumor sejtek. Mérsékelt remisszio esetén a tumor mérete
az eredeti mérethez képest csokkent, és a proliferacios aktivitds megsziint, de csak mérsékelt
cellularitdas csokkenés latszott. A beteg nem reagélt a kezelésre (non responder), ha a
proliferacids aktivitas nem csokkent, a tumor mérete stagnalt vagy esetleg tovabb ndott.

A mitétet kovetden a szovettani eredménytdl (reszekcids szélek, receptor statusz,
stb) fiiggden radio-, hormon-, vagy biologiai terdpiaval egészitettiik ki a betegek onkologiai
kezelését, melynek sordn 3 havonta végzett fizikalis és labor vizsgalat, majd félévente UH

és rtg, és évente mammografias kontrollvizsgalatok torténtek.

2.4. Eredmények

A 204 PST kezelésen atesett beteg kozott 202 n6 és 2 férfi volt, atlagéletkoruk 53,8 év (24-
72) (4. tablazat). A daganatok 47 %-a az emld kiilso-felsd, 12 %-a a kiils6-als6, 10 %-a a
belsd-felsd, 8 %-a a bels6-alsd negyedben, és 16 %-a centrlisan helyezkedett el. Hét esetben
az elérehaladott daganat a PST-t megel6zden az emld felét kitoltdtte (3,5 %), és tovabbi 7
esetben (3,5 %) a tumor a teljes emldre raterjedt.

A szovettani diagndzis 188 invaziv ductalis carcinoméat (92,5 %), 11 invaziv
lobularis carcinomat (5 %), 2 mikropapillaris (1 %), 2 mucinosus (1 %) és 1 medullaris (0,5
%) daganatot irt le. Vizsgalati anyagunkban a 157 szimplex daganat mellett 11 duplex, és
36 multiplex eset fordult eld. PST el6tt a betegek 59,3 %-a (n=121) ER és PR pozitiv volt,
mig 18,7 %-uk (n=38) HER2 receptort amplifikalt, és 22 %-uk (n=45) az el6z6 harom
receptor egyikét sem expresszalta, vagyis tripla negativnak bizonyult (4. tablazat).

A kezdeti staging soran észlelt daganat méret alapjan a betegek 18 %-a Tlc (n=36),
58 %-a T2 (n=118), 11 %-a T3 (n=24) és 13 %-a T4 (n=26) stadiumba tartozott. A PST
kovetden és a miitét utdn a patologus altal megallapitott stadium tekintetében jelentds
eltolodast észleltiink az alacsonyabb T staddiumok fel¢ (down-staging): megjelent a TO 17,2
%-ban (n=35), ahol vidbilis daganatsejt nem volt kimutathat6 és a Tis 6,8 %-ban (n=14),

ahol csak in situ komponens volt megtalalhatd. A kezelésre jol reagald betegeknél a tumor
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mérete akar a felére, mig volumene az 1/10-ére is csokkenhet (3. dbra). A daganatok fele a

T1 (n=102), 17,2 %-a a T2 (n=35) csoportba keriilt. [gy a magasabb stadiumokban jelentésen
csokkent a betegszdm: T3 4,9 % (n=10) és T4 3,9 % (n=8) volt (5. tablazat, 4. abra).

4. tablazat. Betegek ¢és az eml6 tumorok neoadjuvans kezelés elotti paraméterei

n Y%
Betegszam 204 100
Férfi/N6 2/202 0,08/99,02
Atlag életkor (év) 53,8 -
Tumor lokalizacidja az emlében
kiils6-fels6 kvadrans 96 47
kiils6-als6 kvadrans 25 12
belso-felsé kvadrans 20 10
belsd-alsé kvadrans 16 8
centralis 33 16
két kvadrans 7 3,5
négy kvadrans 7 3,5
Szdvettani diagndzis
Invaziv ductalis carcinoma 188 92,5
Invaziv lobularis carcinoma 11 5
Mikropapilléris carcinoma 2 1
Mucino6zus carcinoma (colloid cc.) 2 1
Medullaris carcinoma 1 0,5
Fokalitas
Simplex 157 77
Duplex 11 5,5
Multiplex 36 17,5
Receptor statusz
ER ¢és PR pozitiv 121 59,3
HER?2 pozitiv 38 18,7
tripla negativ 45 22

3. abra. A kezelésre jol reagalo betegnél a PST elétti (A) és utani (B) mammografias

kép alapjan a tumor volumene az 1/10-ére csokkent
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5. tablazat. A staging és a PST utani re-staging vizsgalat eredményei

n %
Kezdeti tumor mérete
Tlc 36 18
T2 118 58
T3 24 11
T4, mastitis carcinomatosa 26 13
PST utani tumor mérete

TO 35 17,2
Tis 14 6,8
T1 102 50
T2 35 17,2
T3 10 4,9
T4, mastitis carcinomatosa 8 3,9

100 100

90 - 90

80 80

70 70

60 58 60

50 ‘ < 50 50

40 - 40

30 30

20 18 . a 20 172 17,2

ot o M e n 0= o

TO Tis T1 T2 T3 T4 A B TO Tis T1 T2 T3 T4

4. abra. T stadium %-o0s megoszlasa a neoadjuvans kezelés elott (A), és utan (B)

A betegek 35 %-nal (n=71) szektordlis excizidt végeztiink, 63 %-nal (n=129)
mastectomia, mig 4 betegnél subcutan mastectomia utan azonnali emldrekonstrukcio tortént.
A mitéti tipusok megoszlasat a 6. tdblazat mutatja. A késdbbiekben a 204 betegbdl 33
esetben (16 %) volt sziikség re-excizidra, egyrészt a szovettani feldolgozas soran igazolddott
a tumor vagy DCIS altali érintettség (n=15), mig a masik ok a keskeny reszekcids sz¢l volt

(n=18). Két beteg visszautasitotta az Gijjabb mtitétet, 0k adjuvans kezelésben részestiltek.

6. tablazat. Miitéti megoldasok

n %

Szektoralis excisio 71 35

Mastectomia 129 63

Subcutan mastectomia 4 2
Re-excisio

aranya 33 16

oka
- tumor vagy DCIS altali érintettség 15 45
- keskeny reszekcids sz¢l 18 55
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A szdvettani kép alapjan a T stadium tekintetében a betegek 20 %-andl (n=41)

komplett remissziot, mig 25,5 %-anal (n=52) jelentds remissziot talaltunk. A betegek

tovabbi 33,8 %-anal (n=69) a neoadjuvans kezelés hatasara mérsékelt regresszid kovetkezett

be, mig 21 %-uk (n=42) nem reagalt (non-responder) a kezelésre (5. dbra A).

PST kezelésre a HER2+ betegek reagaltak a legjobban, 36 %-uknal cPR-t és tovabbi

17 %-nal jelentds remissziot sikeriilt elérni. Az ER+ és PR+ receptor statuszu daganatok

esetén fordult eld a legritkabban cPR (10%), de mivel tovabbi 32 %-uknal jelentds remissziot

észleltiink, igy Osszességében jol reagaltak. A tripla negativ betegek korében igen magas

volt a komplett remisszio ardnya (24 %), viszont a non responderek aranya is ebben a

betegcsoportban volt a legmagasabb (38%), valamint tovabbi 38 %-uknal csupan mérsékelt

remisszid volt megfigyelhetd. (5. dbra B).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

B

® Komplett

W JelentOs

m Nem reagalt

32%
17% 38% B Komplett
Jelentds
36% Mérsékelt
33% B Nem reagélt
ER + Her2 + Trippla-

5. abra. A betegek yT stadium szerinti megoszlasa a PST kezelés és a miitét utan (A).

A neoadjuvans kezelés hatasa a tumor receptor statuszara (B).
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A betegek 69 %-a (n=141) mar a betegség felismerésekor citologiai (FTAB, core
biopszia) vizsgalattal igazoltan axillaris nyirokcsomo attéttel rendelkezett. A posztoperativ
patologiai feldolgozas soran 4tlagban 10-12 nyirokcsomd vizsgalata tortént meg.
Amennyiben ezek koziil akar egy is attétesnek bizonyult, akkor axilla pozitivnak tekintettiik
a beteget. A PST-t kovetden a miitét soran eltavolitott nyirokcsomok szdvettani
vizsgalatakor 52,5 %-nal (n=107) igazolodott pozitiv axilla, a tobbi betegnél nem tudtunk
kimutatni viabilis tumorsejttel rendelkezd nyirokcsomot (6. abra A). Feldolgozasunk soran
7 beteget talaltunk, akiknél a PST eldtt nem sikeriilt metasztatikus axillaris nyirokcsomot
igazolni, azonban a posztoperativ hisztologia mégis pozitiv nyirokcsomokat talalt.

Az étlagos tulélés az elérehaladott emlérak (T3-T4) miatt konverzios kemoterapidn
atesett betegeink esetén 78,3 honap (~6,5 év) (St.Dv: 42,5) volt; mig a primeren reszekabilis
emldrak (T1-T2) miatt PST-n atesett betegek esetében 96,2 honap (~8 év) (St.Dv: 37,1), ez
szignifikans kiilonbségnek bizonyult.

Az 5 éves tulélés az elérehaladott emldrakos betegeink esetén 65,1 %, mig a primeren
reszekabilis emlddaganatos betegek korében 83,7 % volt. A két gorbe szignifikansan eltér

egymastol (lathatdan mar a 20. honaptol kezdve) (p=.01171) (6. abra B).

© Complete + Censored

69% 09

47,5%

0.7

Kumulalt talélés

0.5

0.4

F
> 31% . ‘ ‘
.
L
L

PST elott PST utan 03
0 20 40 60 80 100 120 140 160 __ srehaladott emis

A B Negativ axilla Pozitiv axilla B Tulélési id8 (hénapok) -~ Korai eml§ cc.

6. abra. A PST kezelés megkezdése elott az dsszes beteg (n=204) 69 %-anak (n=141)
volt axillaris nyirokcsomo attéte. PST utan a betegek 52,2 %-anal (n=107) talaltunk
axillaris nyirokcsomo pozitivitast (A). Husz honap utan szignifikansan eltér a
primeren reszekabilis (,,korai”) és az elérehaladott emlocarcinoma tulélése (B).
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2.5. Megbeszélés

Korabban az irreszekabilis emlddaganatok vagy a mastitis carcinomatosa képezte az
adjuvans (kiegészitd) modon adott kemoterdpia indikaciods teriiletét, melyeknél sebészi
kezelés nem johetett szoba. Az elmult években a kemoterdpia indikacios teriilete boviilt. Mar
a primeren operabilis, de "high grade" daganattal vagy axillaris attéttel rendelkezd fiatal
betegek is részesiilhetnek neoadjuvans kemoterapidban a daganat sebészi eltavolitasa

e 32404251
elott.™ ™

Vizsgalatunk soran ennek a primer szisztémas kezelésnek a hatékonysagat
monitoroztuk azaltal, hogy a preoperativ staging vizsgéalatok eredményeit hasonlitottuk
Ossze a miitéti specimenbdl meghatarozott patologiai staging eredményeivel.

Szdvettani vizsgalat alapjan a betegek 20 %-anal komplett remissziot talaltunk, tehat
viabilis tumor sejt nem volt kimutathat6 a reszekatumban. Eredményeink alapjan a cPR rata
az irodalomban kozolt tartomanyba esik (5-30 %), azonban a direkt Osszehasonlitast
neheziti, hogy a cPR definicioja tanulmanyonként kiilonb6z6.*'"** Sok esetben a cPR alatt
a mirigyallomany ¢és az axillaris nyirokcsomok egyiittes tumor mentességét értik, mig mas
esetekben mar a mirigyallomany tumor mentessége is cPR-ként definialt, hasonldéan az
altalunk alkalmazott klasszifikécichoz.™

A betegek 25,5 %-anal jelentOs remissziot tapasztaltunk, tehat a tumortest mérete
csOkkent, hypocellularissa valt €s a vidbilis tumor sejtek kevesebb, mint 10 %-ban voltak
megfigyelhetok. A betegek tovabbi 33,8 %-anal a PST kezelés hatasara mérsékelt
regressziot értiink el. Ekkor az eredeti mérethez képest a tumor méretének csokkenését
¢észleltiik, a proliferacios aktivitds is megsziint, de a cellularitds csokkenése csak mérsékelt
volt. A betegek 21 %-a nem reagalt a kezelésre, a proliferacios aktivitds nem csokkent, a
tumor mérete stagnalt, esetleg tovabb nétt. A PST kezelésre nem reagald 42 beteg koziil 5
esetben (2,45 %) tapasztaltunk progresszidt a radiologiai kontroll soran, tehat ezeknél a
betegeknél up-staging jott 1étre. A nem reagald, non-responder betegeknél a kemoterapia
harmadik ciklusa utdn azonnal miitétet indikaltunk.

A neoadjuvans kezelésre a HER2+ betegek reagaltak a legjobban, mely az irodalmi
adatokhoz hasonl6 eredményt jelent. Az ER és PR pozitiv receptor statuszu daganatok esetén
ugyan ritkdbban észleltiink cPR-t, de a jelentds remisszidk nagy szdma miatt ezen betegek
korében is igen effektivnek bizonyult a PST, igy 6sszesen 42%-uk igen jol reagalt. A tripla
negativ betegek korében is igen magas volt a cPR aranya (24 %), viszont a non responderek
aranya is ebben a betegcsoporban volt a legmagasabb (38%), valamint tovabbi 38 %-uknal
csak mérsékelt remisszio volt megfigyelhetd. Tehat ezen betegcsoportra hatott legkevésbé a

PST, viszont azon betegeknél akik reagaltak, ott sok esetben komplett remissziot észleltiink.
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Retrospektiv vizsgalatunk eredménye Osszhangban van Starver és mtsai adataival, akik
multivarians analizissel bizonyitottak, hogy a cPR egyetlen szignifikans prediktor faktora a
daganat receptor statusza. ol

A mitéti ellatas tekintetében nincs konszenzus vagy kialakitott kritériumrendszer
arra vonatkozoan, hogy pontosan mi definidlna neoadjuvans kezelés utan az emlémegtartd
miitét létjogosultsagat.”**** 1998-ban Fisher és munkatarsai publikacioikban a PST-t

kovetden magas, 67 %-os emlémegtartd miitéti aranyrol szamoltak be.*>%

Tapasztalataink
szerint, melyek hasonloak a nemzetkdzi adatokhoz, ez az arany joval szerényebb.®” Ennek
magyarazatat az adja, hogy mastectomids specimenben PST utdn az invaziv komponens
tekintetében bar kifejezett regresszio figyelheté meg, de az intraductalis komponens (DCIS)
tovabbra is jelen van, és kiterjedése legtobbszor megegyezik az eredeti tumortest méretével.
Tekintettel arra, hogy a neoadjuvans kezelés az in situ komponensre gyakorlatilag nincs
hatéssal, ezért azoknal a betegeknél, akiknél a daganatot radiologiailag is igazolhatdan
kiterjedt DCIS veszi koriil még cPR vagy kifejezett down-staging ellenére sem javasolhato
biztonsaggal az EMM, ugyanis a késdbbi tumor recidiva alapjat ezek a sejtek teremtik

64,68,69
meg.

Emiatt sajat gyakorlatunkban a miitéti megoldas mérlegelésekor az eredeti tumor
méretet vessziik alapul és csak akkor végziink EMM-et, ha ezt a tumor stddiuma eredetileg
is megengedte volna. Eredendéen magasabb stadiumu (T3-T4) daganatok esetén a PST-re
adott valasz mértékétdl fliggetleniil a betegnek mindenképpen mastectomiat javasolunk.
Vizsgalt beteganyagunkban az eredendden kisméretii (T1-2) daganattal rendelkez6 betegek
45,8 %-anal (n=71) végeztiink EMM-et, 4 esetben subcutan mastectomia tortént azonnali
rekonstrukcidval, a tobbi betegnél a daganat centralis elhelyezkedése, vagy a kiterjedt DCIS
komponens miatt a mastectomia mellett dontottiink.

Azoknal a betegeknél, akiknél mar a preoperativ staging soran nyirokcsomo attét
igazolodott a PST hatasatol fiiggetleniil I-11. szintli axillaris blockdisszekciot végeztiink. Az
eredendden axilla negativ pacienseknél Sentinel nyirokcsomd biopszia €s alacsony axillaris
disszekcid (1-4 nyirokcsomo eltavolitasa) tortént. Amennyiben a hisztologiai vizsgalatkor
ebben metasztazis igazolodott, egy tjabb miitét soran eltavolitottuk az I-II. szintl axillaris
nyirokcsomokat is.

A PST-t megel6zd staging vizsgalatok soran a betegek 69 %-anal igazolodott
metasztatikus axillaris nyirokcsomd. PST kezelést kovetd miitét utdn az eltavolitott
specimen patoldgiai vizsgalatakor a betegek 52,4 %-andl talaltunk legalabb 1 érintett
nyirokcsomoét. Hét betegnél a preoperativ staging nem mutatott ki axillaris attétet, a

posztoperativ feldolgozasnal viszont legalabb 1 érintett nyirokcsomo is igazolddott. Az
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axillaris statusz tekintetében az irodalmi adatoknal csekélyebb csokkenés hatterében tobb
okot is feltételeziink.>*° A miitét el6tti staging soran az axillaris UH-vizsgélattal - a modszer
természetébdl fakadéan - nem mutathatd ki minden egyes 4ttétes nyirokcsomo, igy a
neoadjuvans kezelés el6tt egy résziik ismeretlen marad. UH alapjan a metasztazis gyanus
nyirokcsomok egy részénél az FTAB eredménye is lehetett fals negativ, amennyiben a
mintavétel nem a nyirokcsom6 tumoros szovetekkel kitoltott részEébdl tortént. Masrészt
anyagunkban a posztoperativ szovettani feldolgozas alapjan azokban az esetekben is
pozitivnak értékeltiik az axillat, ahol a patologus altal feldolgozott 10-15 db nyirokcsomo
koziil csupan egy nyirokcsomo is érintettnek bizonyult. igy valésziniileg az altalunk mértnél
valamivel tobb betegnek volt miitét eldtt axillaris attéte, mint ahdnyat mi primeren axilla-
pozitivnak tekintettiink. Ugyanakkor az érintett nyirokcsomdok szdmaban nagyobb
csokkenést értlink el, mint amennyit mérni tudtunk.

A PST-ra adott valaszt a daganatok lokalizacidjanak fliggvényében vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy a centralis daganatok 70 %-a, bels6-alsé 38 %-a, a kiils6-felsé negyedi
daganatok 34%-a, mig a kiils6-also és belsé-felsé kvadransban elhelyezkedé daganatok 23-
23%-a reagalt rendkiviil jol a kezelésre (komplett és jelentds regresszio). Tehat a centralisan
elhelyezked6 daganatok reagéltak legjobban a kezelésre. Feltételezésiink szerint ennek oka
az emld vérellatasaban keresendd, de magyardzata nagyobb esetszdm melletti, a
nemzetkdziekhez hasonl6 tovabbi vizsgalatokat igényelnek.”""?

Osszességében elmondhatjuk, hogy az emlédaganatos betegek esetében az altalunk
alkalmazott neoadjuvans kezelés kifejezetten hatdsos volt a daganat méretének
csokkenésére. Ezzel szemben a nyirokcsomostatusz tekintetében kisebb hatést tapasztaltunk,
de ennek hatterében egyéb okokat feltételeziink. Anyagunkban a centrélis elhelyezkedésii
emlddaganatok szignifikdnsan jobban reagéltak, mint mas lokalizacidjuak. A jelenség
pontos okanak tisztazasara a betegszam ndvelése mellett tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
A neoadjuvans kezelés utan gyakran a rezidualis DCIS miatt nem tudjuk csokkenteni a
reszekcid volumenét annyira, amennyire a daganat méretének csokkenése lehetdvé tenné. A
feldolgozott 5 éves periddus soran 26 beteg valt a PST hatdsara irreszekabilis (T4)
staddiumbol  operalhatovd. Az emlddaganatok multimodalis kezelését, valamint a

neoadjuvans terdpia létjogosultsagat eredményeink nagyban alatdmasztjak.

28



3. Az emlodaganatos betegek vérplazmajanak DSC vizsgalata

3.1. Bevezetés

Az emlddaganatos betegeknél jelenleg a fizikalis vizsgalat mellett a mammografia és az
emlé6 UH az éltalanosan elfogadott diagnosztikai sziirdmoddszer. A hagyomanyos
mammografia szenzitivitasa 50-85 % kozott van, ez az 50 év alatti betegek korében nem
haladja meg a 60 %-ot, mig denz eml§ esetén nem éri el az 50 %-ot sem.””’* Ismert, hogy a
mammografids szlirésen megjelent nék 40 %-anak denz emldszdvete van és az emld
denzitasanak emelkedésével szignifikdnsan csokken a mammografids vizsgalat
szenzitivitasa. A 30 év alattiaknal tapintott elvaltozasoknél az emlé UH az elsddlegesen
valasztand6 vizsgaldé modszer, de ennek szenzitivitdsa sem haladja meg a 75 %-ot. Az ijabb
képalkotd eljarasok, mint az MRI és PET-CT jo szenzitivitasu, de rossz specificitast
modszerek, igy szlirésre nem alkalmazhatok.'> A szérumbél kimutathaté tumor markerek
(CA15.3; CEA) rossz szenzitivitasuk és specificitasuk miatt nem megfeleldek a diagnozis
felallitasara.”” A betegség prognozisara jelenleg a daganatszovet hisztologiai feldolgozasa
sordn meghatarozott hormonreceptorok (ER, PR), és mas biomarkerek (HER2, CKS5/6)
vizsgalataval tudunk kovetkeztetni.

Az ismert vizsgalati modszerek mellett Uj kutatasi iranyvonalakra van sziikség annak
érdekében, hogy minél korabbi stddiumban diagnosztizalhatd legyen az emlddaganat. A
differencial pasztaz6 kalorimetrias (Differential Scanning Calorimetry: DSC) vizsgalat egy
uj diagnosztikus eljaras lehet a tumor-diagnosztikaban és monitorozasban.

A DSC egy termoanalitikai modszer, amely alkalmas kismértékii homérséklet-
valtozasok észlelésére és nyomon kdvetésére a vizsgalt minta és a referencia anyag kozott.
A szervetlen anyagok fizikai tulajdonsagainak kutatasara 1960-6ta hasznaljak. A XXI.
szazad elejétdl azonban egyre gyakrabban a kiilonb6z6 biologiai struktardkban végbemend
valtozasok elemzésére is alkalmazni kezdték.”*™'

A modszer megértését szolgald alapvetd fogalmak ¢és szempontok a kovetkezok.
Béarmely anyag - beleértve a biologiai mintakat is - a hdmérséklettdl fliggden kiilonbozo
kémiai vegyiiletek forméjadban, vagy kiilonbozé kristalyszerkezetben vannak jelen. A
hémérséklet valtoztatasaval elérhetjiik azt a pontot, ahol az adott anyag kémiai formédja,
kristalyszerkezete vagy halmazallapota megvaltozik. Ezt az 4talakulast leggyakrabban
hdjelenség kiséri. Detektalva az 4talakulds hdémérsékletét, illetve az ekozben
elnyelt/felszabadulo termikus energiat, azonosithatjuk az anyag kémiai szerkezetét, ha az

észlelt hdeffektusokat ismert, tiszta kémiai anyagoknal mért héjelenségekkel osszevetjiik. A
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DSC késziilék két mintatartot tartalmaz, melyek koziil az egyik a vizsgalandé mintat, mig a
masik a referencia anyagot tartalmazza. A referencia anyagnak ,,inertnek” kell lennie, vagyis
a méréskor nem szenvedhet szerkezeti valtozast. A mddszer azt az elektromos teljesitményt
méri, ami ahhoz sziikséges, hogy a mintat és a referencia anyagot felfiitéskor vagy lehtitéskor
azonos hémérsékleten tarthassuk. A mérések 0-100 °C kozotti hdmérsékleti tartomanyban
torténnek, pl. 0,3 °K/perc hdmérséklet emeléssel.

A DSC termogram értékelésekor arra kapunk valaszt, hogy a gorbén a hdmérséklet
novelésével hogyan valtozott a hdaram, vagyis idéegység alatt az anyagon ataramld
hémennyiség. Ha bioldgiai mintaval hét kozliink, akkor az azt egyenletesen felveszi és az
anyag felmelegitésére (belsd energia novelésére) forditodik. Ezt mutatja, az elsd plato fazis,
ahol nincs hémérséklet kiillonbség a minta és referencia anyag kozott. Egy bizonyos
hémérsékletnél a hdaram csokkenni kezd, hiszen a hdmennyiség egy része nem a belsd
energia (homérséklet) novelésére, hanem a kémiai-biologiai kotések atrendezddésére,
felszakitasara forditodik, mintegy abban "nyelddik el". Ekkor kezd kialakulni a gorbe
leszallo szara, a denaturacids fazis, mely endoterm folyamat (a minta hdmérséklete kisebb a
referenciaénal) és a szerkezet megbontasahoz sziikséges tobblet energiat kell betaplalnunk,

hogy a hémérséklet kiilonbség a két cella kozott zérus maradjon (7. abra).
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7. abra. SETARAM Micro DSC-II kaloriméter miikodésének sematikus rajza (A).
Porcszovet DSC gorbéje (B), ahol a denaturaciot jellemzo termikus paraméterek lathatok.
(Forras: Nedvig K. PhD dolgozat, http://aok.pte.hu/hu/egyseg/phd dolgozatok/1670)

Kristalyosodasnal a minta termel hét, igy a referencia cellaba kell energiat taplalni a
AT=0 allapot fenntartdsdhoz. A folyamat elére haladtival egyre tobb fehérje kezd
denaturalodni, ami egyre tobb héelnyeléssel jar, igy tovabb né a mintaba betaplalt hdaram.

Egy adott hémérsékletnél (maximalis atalakulési/kitekeredési/denaturaciés homérséklet:
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Tm; a gbrbe csucsa) a teljes makromolekula mennyiség 50 %-a denaturdlodott. Ezt kovetden
egyre tobb denaturdlodott fehérje lesz és egyre kevesebb alakul at idéegység alatt, ezért
egyre kevesebb tobblet energiat kell a mintatartoba taplalni, hogy kovesse a felfiitési
programot. Amikor minden fehérje denaturaldédott (masodik plato fazis), akkor mar nem kell
tobblet energia a szerkezeti atalakulasra, csak a belsé energiat kell novelni, igy a minta és
referencia kozt nem lesz homérséklet kiilonbség, ismét egyenletessé valik a héfelvétel
mértéke a minta és referencia cellaban (7. abra).®*™

Korabbi vizsgalatok ramutattak arra, hogy a bioldgiai strukturdkban végbemend
termodinamikai modosuldsok Osszefiiggésbe hozhatok a kiillonb6zé betegségek
kialakulasaval. Illetve az is kimutatasra keriilt, hogy ezek a termoanalitikai valtozasok
[atmeneti hdmérséklet: Ty, (°C); kalorimetrias entalpia: AH (J/g)] specifikusan jelennek meg
a kiilonboz6 betegségekben és azon belill is az egyes stddiumok vonatkozasaban mutatnak
eltérést.® Garbett és munkatarsai 2009-ben irt 6sszefoglalé kozleményiikben a vérplazma
DSC technikaval mért termikus valtozasait irtak le.*® Az Gsszes altaluk vizsgalt daganatos
allapot (melanoma malignum, endometrium carcinoma, tiid6 carcinoma, ovarium
carcinoma, cervix carcinoma), illetve mas betegség (Lyme-kor, szisztémas lupus
erythematosus, rheumatoid arthritis) specifikus DSC mintat mutatott a vérplazmaban. Azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a vizsgalt tumoroknak, ill. betegségeknek egyedi,
ujjlenyomatszerii termikus gorbéje lehet. Tovabba ezek a termikus valtozasok korrelaltak a
cervix carcinoma kiilonboz6 stadiumaival.””** A leglijabb kutatasok tehat felvetik annak
lehetdségét, hogy a DSC onkologiai betegségek esetén is hasznos informacioval szolgalhat
a hagyomanyos diagnosztikus eljarasok mellett, de emlédaganatos betegek korében végzett

DSC vizsgalatrdl irodalmi adatok nincsenek.

3.2. Célkitiizés
Kutatasunk sordn arra kerestiik a valaszt, hogy van-e kiillonbség az egészséges és az
emlédaganatos betegek vérmintdinak DSC gorbéi kozott? A termoanalizis mutat-e

korrelaciot a betegség stadiumaval €s progresszidjaval?

3.3. Betegek és modszerek

Prospektiv kutatdsunkba 19, operabilis emlédaganatos ndbeteget vontunk be, akik a PTE
KK Sebészeti Klinik4jan keriiltek mitétre. A kutatast a PTE KK Regionalis Etikai
Bizottsaganak engedélye alapjan végeztiik el (3601.316-12736/2009).
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Minden esetben standard preoperativ kivizsgalasra (mammografia, emlé UH, FTAB,
core biopszia) keriilt sor. A betegek atlagéletkora 55,4 év volt, a legfiatalabb 32, mig a
legidésebb 79 éves volt. Eldzetes irodalmi adatok hidnyaban a csoportokat az ismert TNM
stadiumokkal 6sszhangban igyekeztiink dsszeéllitani tigy, hogy minél tobb T és N stadium
legyen képviseltetve. A betegeket a tumor legnagyobb atmérdje (5-75 mm) (7. tablazat) és

az axillaris nyirokcsomo-érintettség mértéke (0-10 db) szerint csoportositottuk (8. tablazat).

7. tablazat. A betegek csoportbeosztasa a tumor legnagyobb atmérdje (T) alapjan

Csoport Esetszam Tumor atmérd (mm)
1. csoport n=3 <10

2. csoport n=7 11-20

3. csoport n=7 21-30

4. csoport n=3 31-40

5. csoport n=1 41-50

6. csoport n=1 >51 mm

8. tablazat. A betegek csoportositasa az attétes axillaris nyirokcsomok (N) alapjan

Csoport Esetszam Metasztatikus nyirokcsomok szama (db)
A. csoport n=10 0

B. csoport n=4 1-3

C. csoport n=5 4-10

3.3.1. DSC mérés

Egészséges felnottektdl (kontroll csoport, n=3), valamint kozvetlen a miitét eldtt a betegektol
(n=19) EDTA-t (1,5 mg/ml minta) tartalmaz6é Vacutainer-es kémcs6be periférids
vértmintakat vettiink. Ezt kovetden a plazma frakciot 4 °C-on 1600/perc fordulattal 15 percig
torténd centrifugdlassal kiilonitettiik el a vér sejtes elemeitdl. Az igy kapott plazmat a DSC
mérésig -80 °C-on taroltuk.

hataroztuk meg, mely 24 6ras mérést jelent mintdnként. Minden mérést 0-100 °C kozotti
hémérsékleti tartomanyban végeztiink el 0,3 °K/perc felfiitési sebességet alkalmazva.
Referenciaoldatként fiziologids sooldatot (0,9 % NaCl) hasznéltunk. A minta- és

referenciacellak tomegét +0,1 mg pontossaggal taraztuk ki, igy a minta- és a
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referenciaedények kozotti esetleges hokapacitas-kiilonbség korrigalasara nem volt sziikség.
A kalorimetrikus entalpiat a hdabszorpcids gorbe alatti teriiletbol 2-végpontos SETARAM
konverzio utdn Origin (ver. 6.0) program (Microcal Software Inc, Northampton, USA)

segitségével tortént.

3.3.2. Statisztikai analizis

Az eredmények értékelésekor atlagot és standard errort (SE) szamoltunk. Az adatokat n > 5
estén t probaval dolgoztuk fel. A szignifikancia mértéke p<0,05 volt. A kiértékeléshez a
MicroCal Origin 6.0 programot (Microcal Software, USA) alkalmaztuk.

3.4. Eredmények

Az egészséges kontroll személyek és az emlddaganatos betegek DSC gorbéit
Osszehasonlitva, a mérések eltéré termikus doméneket (T, és a gorbék lefutasa alapjan)
mutattak a tumor méretétdl és az attétes nyirokcsomodk szamatol fliggden is a denaturaciod
alatt. A tumor nagysagéaval Osszefliggésben -a nyirokcsomé stituszhoz hasonloan- a
betegség progresszidjaval azonos tendenciaju eredményeket talaltunk. A 8. dbran a 11-20
mm-es (2. csoport) és ehhez képest kétszeres tumoratmérdjli csoportot (4. csoport) emeltiik
ki, hogy a termogrammok kiilonbsége jol érzékelhetd legyen. Méréseink alapjan a T3 és a
Tma jO indikatorai lehetnek a betegség progresszidjanak (9. tdblazat). Egy 0j csucs, a Tia
jelent meg a kontroll csoporthoz képest a 10 mm-nél nagyobb, de 50 mm-nél kisebb
daganatatmérdjii betegeknél. Mindezt megerdsiti a plazma kalorimetrias entalpidjanak
csokkend karakterisztikaja is. A vizsgalatokat magasabb esetszamra lenne célszer
kiterjeszteni, de az egyes csoportok kozotti eltérés jellege (trend) azonban igy is jol lathato.
Ahhoz, hogy meghatarozzuk, mely szérum proteinek megvaltozdsa okozza a termikus
eltéréseket a késObbiekben kvantitativ analizist terveziink elektroforetikus vizsgéalatok

elvégzésével.
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8. abra. Egészséges kontroll és kiilonb6z6é tumor méretii emlodaganatos betegek
vérplazmainak DSC termogramja. A DSC gorbék lefelé torténd kitérése endoterm
folyamatot mutat. (Kontroll: fekete vonal, 2. csoport: piros vonal, 4. csoport: kék vonal). A
kisérleti csoportokat a 7. tdblazat mutatja be.

9. tablazat. Human vérplazma DSC adatai egészséges kontroll és kiilonb6zé tumor
méretii emlédaganatos betegeknél. (Atmeneti hémérséklet: T, (°C); kalorimetrids
entalpia: AH (J/g), atlag = SE csak n > 5 esetén)

Humaén vérplazma Tm1 (°C) Tm2 (°C) Tms (°C) Tma (°C) AH (J/g)

Kontroll (n=3) 56,2 (n=3) 60,2 (n=1) 63 (n=3) - 1,2
Tumor 4tmérd szerinti
csoportositas (n=19)
1. csoport (n=3) 55,7 (n=3) 61 (n=2) 65,2 (n=3) - 1,17
2. csoport (n=7) 55,9+0,1 61=+0,1 66,2+0,1 76 1,1940,05
(n=7) (n=6) (n=7) (n=3)

3. csoport (n=4) 55,7 (n=4) 60,3 (n=3) 66,4 (n=3) 70,5 (n=2) 1,07
4. csoport (n=3) 55,6 (n=3) 60,1 (n=1) 66,1 (n=3) 78,2 (n=1) 1,1
5. csoport (n=1) 55 (n=1) - 65,9 (n=1) 77,8 (n=1) 1,35
6. csoport (n=1) 56,6 (n=1) 61,4 (n=1) 66,6 (n=1) - 1,11

Az attétes nyirokcsomok szama alapjan kialakitott betegcsoportok eredményeit a 10.

tablazatban szemléltetjiik. A kontroll mintdk esetében harom f6 atalakuldsi hdmérséklet
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kiilonithetd el (Tmi, Tm2, Tm3), @ Tm1 €és @ Tz minden mintaban megjelent, mig a Ty, csak
egy esetben a kontrollnal (9. dbra, 10. tablazat). Ezzel szemben a Ty, termikus atmenet
foként a betegeknél jelent meg: az A. csoportban 80 %-os, a B. csoportban 100 %-os, mig a
C. csoportban 60 %-os gyakorisaggal fordult elé szemben a kontroll mintabeli 33,3 %-o0s
megjelenésével. A T3 esetében a kontroll 100 %-os gyakorisagéval szemben 80-100-100
%-o0s megjelenést tapasztaltunk. A Ty,3 atalakulasi csucs szignifikansan eltéré hdmérsékletet
mutatott a kontroll csoporthoz képest. A DSC adatok alapjan tehdt a masodik és harmadik
olvadasi hémérséklethez tartozéd szerkezeti egység modosulasa a daganatos mintakndl az
attétes nyirokcsomok szamanak novekedése szempontjabdl a betegség stlyossagat jol
monitoroz6 tényezOnek tekinthetd. A Tma és a Trs termikus paraméterek csak a daganatos
betegeknél voltak detektalhatok, az egészséges kontrollcsoportban nem jelent meg. A
betegség nyirokcsomo-érintettséggel kapcsolatos progresszidjaval kapcsolatban ezek a
termikus 4tmenetek jelenthetnek tovabbi megerdsitd monitorozasi lehetséget. A
kalorimetrias entalpia szintén Osszefliggést mutat a betegség stillyossagaval, de az alacsony

esetszam miatt ez az eredmény csak a B. csoportndl tekinthetd szignifikansnak.
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9. abra. Human vérplazma DSC gorbéi egészséges kontroll és a nyirokcsomok
érintettsége alapjan a kiilonb6z6 stadiumu emlédaganatos betegeknél. A DSC gorbék
lefelé torténd kitérése endoterm folyamatot mutat. (Kontroll: fekete vonal, A. csoport: piros
vonal, B. csoport: kék vonal, C. csoport: zold vonal). A kisérleti csoportokat a 8. tablazat
mutatja be.
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10. tablazat. Vérplazma DSC adatai egészséges kontroll és a nyirokcsomok érintettsége
alapjan a kiilonb6z6 stadiumi emlédaganatos betegeknél. (Atmeneti hémérséklet: Ty,
(°C); kalorimetrias entalpia: AH (J/g), atlag = SE csak n > 5 esetén)

Humén vérplazma Ty (°C) T2 (°C) Tm3 (°C)  Twma °C)  Tws (°C)  AH (J/g)

Kontroll (n=3) 56,2 (n=3) 60,2 (n=1) 63 (n=3) - - 1,2

Nyirokcsomd

érintettség (n=19)

A. csoport (n=10) 55,6+0,1 60,8+0,1 66+0,1 75,4 - 1,16
(n=10) (n=8) (n=8) (n=2) +0,005

B. csoport (n=4) 55,9 (n=4) | 60,4 (n=4) | 66,6 (n=4) - - 0,94

C. csoport (n=5) 55,7+0,1 60,9 66,2+0,1 70,4 77,7 1,19
(n=5) (n=3) (n=4) (n=2) (n=2) +0,05

3.5. Megbeszélés

Emlddaganatok esetén jelenleg a mammografia és az eml6 UH vizsgalata tekinthetd
standard szlirdmddszernek. A mammografia szenzitivitdsat nagyban befolydsolja a beteg
kora, 50 évnél id6sebbekben 80 %, de ennél fiatalabbaknal csak 65 % a szenzitivitas értéke.
A specificitas 88 % koriili.'"”® A klinikumban hasznalatos képalkoto eljarasok (MRI, PET-
CT) specificitasa rossz, mig a szérum tumor markerek (CA 15.3; CEA) nem alkalmasak a
korai emlérak diagnosztizalasara alacsony specificitasuk és szenzitivitasuk miatt.'"'> A
jelenlegi sziird és monitorozé metodikdk mellett felmeriil az igény olyan ij mddszerek
bevezetésére is, mellyel a betegség hatasara a vérben bekodvetkezd valtozasokbol
kovetkeztetni tudjunk a daganatra vagy annak progresszidjara. Ez féként a korai emlérak
diagnozisiban és a fiatal betegek korében lenne elényds.' >

Az eml6tumor stadiumat a daganat mérete ¢és az attétes axillaris nyirokcsomok szama
vagy a tavoli attétek jelenléte hatdrozza meg. A betegségmentes tulélés és az atlagos talélés
szempontjabol is az egyik legfontosabb prognosztikus faktor az axillaris nyirokcsomo
statusz.”” Tanulmanyunk az emlédaganatos betegek vérplazméjaban létrejétt termikus
valtozasokat vizsgalta DSC moddszerrel a daganat méretének ¢és a metasztatikus regionalis
nyirokcsomok szamanak fliggvényében. A vérplazma vizsgélata alkalmas a betegségek
diagnosztizalaséra és a terdpia monitorozasara, a vérmintak minimalisan invaziv médon és
biztonsagosan nyerhetdk. A termoanalitika legjabb eredményei egy 10j perspektivat

jelenthetnek a humén vérplazma vizsgalata tekintetében.”"
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Kutatdsunk sordn azt vizsgéltuk, hogy miképpen valtoznak a human vérplazma
termikus komponensei emlddaganatos betegeknél a kiilonb6zd méretli daganatok ¢és
nyirokcsomd metasztazisok hidnya vagy jelenléte esetén. A 19 beteg termogramjait
attekintve egyedi karakterisztikat figyeltiink meg az egészséges személyek gorbéihez
képest.”” Nemzetkozi vagy hazai adatok hianyéban erre vonatkozo irodalmi dsszevetést nem
tudunk tenni. De hasonld megfigyeléseket tett szamos munkacsoport bor- és négyodgyaszati
tumoros, gyomor adenocarcinoma, colorectalis cc., kozponti idegrendszeri tumoros,
valamint autoimmun betegségekben szenveddk vérplazmainak DSC vizsgalata soran. Ennek
alapjan valdszintsitették, hogy minden tumornak, illetve betegségnek egyedi, ujjlenyomat-
szerll termikus gorbéje lehet. Tovabba cervix carcinoma esetén a betegség stadiumaval is
sikeriilt korrelaciot kimutatniuk.™%7%72%4%7

A kiilonb6zd stadiumi emlérakos betegek vérplazméjanak DSC vizsgalata soran
sikeriilt kimutatnunk a tumor méretével, valamint az attétes axillaris nyirokcsomo
érintettségének mértékével kapcsolatos Osszefiiggést. Osszehasonlitva az egészséges
kontroll személyek DSC gorbéit az emlddaganatos betegekével, a mérések a Ty €s Tm3
termikus domének eltérd, a tumor nagysagaval és ezzel a betegség sulyossagatol fiiggd
gyakorisagat jelezték. Csak a betegek vérplazmajaban volt (jabb denaturdcios atmenet (Tpms)
kimutathato.

Az attétes nyirokcsomok szama alapjan kialakitott betegcsoportokat vizsgalva
kimutattuk, hogy mig a kontroll mintdkban nagyobb gyakorisaggal csak két f6 atalakulési
hémérséklet kiilonithetd el (Tmi, Tm3) nagy valosziniiséggel, addig a T, foként a betegek
mintdiban jelent meg. A masodik olvadasi hémérséklet az emlddaganat jelenlétekor
figyelheté meg gyakrabban, amit az attétes nyirokcsomok szdmanak ndvekedése jelentds
mértékben befolyasol. A Tp; atalakulasi cstics szignifikansan eltéré hdmérsékletet mutatott
a kontroll csoporthoz képest. Mindezeken tilmenden a Tps és a Tyys termikus paraméterek
csak a daganatos betegeknél voltak detektalhatok, az egészséges csoportban nem jelent meg.
A kalorimetrids entalpia ugyancsak Osszefliggést mutat a betegség stulyossagaval, de az
alacsony esetszadm miatt ez az eredmény csak az 1-3 attétes nyirokcsomodju betegeknél volt
szignifikans. Kezdeti vizsgalataink jelezte tendencidk azt mutatjak, hogy a méréseket
célszerli lesz nagyobb esetszamra is kiterjeszteni. Tovabba tervezziik a plazmaproteinek
érintettségének meghatirozasa érdekében a késObbiekben azok kvantitativ analizisének
elvégzését.

Eredményeink tobb okbol is fontosak, egyrészt a DSC vizsgalat nemcsak ez emlérak

jelenlétét tisztazhatja, hanem alkalmas lehet a kiilonb6z6 stadiumok elkiilonitésére, illetve a
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betegség lefolyasanak monitorizalasara is. Ehhez hasonl6 eredményeket irtak le, ahol a DSC
modszert a betegségek diagnosztizalasara hasznaltdk. Nogyogyaszati onkologiai mintak
elemzése soran e metddussal vizsgalt mintdk termogramjai korrelaltak a betegség
progresszidjaval a pre-invaziv cervicalis 1ézioktol az invaziv rdk minden stddiumadig. A
kiilonbség a normal és a high grade squamosus intraepithelialis 1éziok kozott szignifikans
volt, és a cervix carcinoma gyors diagnosztizilasat a DSC analizis lehetdvé tette.”” A
vérplazma DSC analizise szignifikans valtozast mutat a betegeknél, amelyet nem az adott
anyag plazméban bekdvetkezd koncentracid-valtozdsa okoz. A termogrammok legujabb
dekonvolticios elemzései’™” részben feltarjak az adatok mogétti biologiai valtozasokat, de
az eredmények hatterének pontos magyarizata még nem ismert.” Irodalmi adat még nincs
arra nézve, hogy emlédaganatok esetén a human vérplazma DSC vizsgélata alkalmas lenne-
e diagnosztizalasra vagy a stadium meghatarozadsdhoz. Az elmult 10 évben szamtalan
kiilonb6z6 onkologiai ,,tdmadaspontd” kutatds igazolja a vérplazma termoanalitikai
méréseinek esetleges szerepét, lehetséges hasznalatat a betegség korlefolyasa, monitorozéasa

soran.
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4. Az oxidativ stressz jelentosége emlodaganatos betegeknél

4.1. Bevezetés

Az oxidativ stressz altal okozott kdrosodasok szamos szisztémas betegség soran megjelennek,
igy tobbek kozott az atherosclerosis, a diabetes mellitus, a hypertonia, az ischemia, a
gyulladasos és onkoldgiai betegséggel egyiitt manifesztalodnak.” "' N6k korében az emlérak
a leggyakoribb daganatos megbetegedés ¢és egyre fiatalabb korban diagnosztizaljak. Az
emldrak etiologiaja multifaktorilis, a genetikai prediszpozicié mellett a legismertebb rizikod
faktorok (¢életkor, obezitds, gyogyszerek, hormonok, stb) az emld mirigyallomanyanak
sejtszintii oxidativ kirosodasaval hozhatoak Gsszefiiggésbe. "

A carcinogenesis egy komplex, multiszekvencidlis folyamat, ami az egészséges sejttol
a precancerosus allapoton keresztiil végiil daganat kialakuldsdhoz vezet. Az oxigén eredetii
szabadgyokoknek (Oxygen Free Radicals: OFRs) kulcsszerepiik van az egész folyamat sorén,
beinditjak és segitik a tumor progresszidt, valamint a szisztémés tumor invaziot.'**'% Az OFRs
egyik f6 forrasa a polymorphonuclearis leukocytdk (PMNs), amelyek direkt médon OFRs-t
bocsatanak ki, valamint egy lizoszomalis myeloperoxiddaz enzim (MPO) hatasara indirekt
moddon is fokozzdk a gyoktermelést. A daganat sejtek a normal sejtekhez képest joval tobb
OFRs-t termelnek. Az oxidativ stressz karos hatdsat ellenstilyozhatjak non-enzimatikus (pl.
redukalt glutathion: GSH; szulfhidril csoportok: -SH csoportok) és enzimatikus (pl. szuperoxid
dizmutaz: SOD; kataldz: CAT) antioxidansok is.'”" "%

Az emlddaganat bioldgiai viselkedését legnagyobb mértékben a sejtburjanzas foka
hatdrozza meg. Az utdbbi években jelentds eldrelépések torténtek a folyamat molekularis
hatterének feltérképezésében ¢és az emldrdk kiilonbozé altipusainak meghatarozasaban.
Jelenleg a klinikai dontés nagyban a daganatsejtek receptoridlis statuszdnak (ER, PR, HER2),
vagy e harom receptor expresszidjanak hianyan (tripla negativ daganatok) alapul. Ezeknek a
biomarkereknek prognosztikus és prediktiv jelentdségiik van az emlddaganatos betegek
esetén.' 1!

Az onkologiai betegségek diagnosztizalasara €s szlirésére szamos konvenciondlis
radiologiai vizsgalo eljaras (UH, FTAB, CT, MRI), labor vizsgélat, valamint posztoperativ
hisztopatologiai modszer all rendelkezésiinkre. Ezek koziil néhany invaziv és nem mindig

megbizhatd a korai stadiumok sziirésekor.
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4.2. Célkitiizés
Jelen vizsgalatunk célja az volt, hogy kiilonb6zd tumorméret, nyirokcsomo érintettség, receptor
statusz, mitotikus aktivitds és kemoterapids kezeléssel Osszefliggésben detektaljunk a

vérplazmaban mérhetd oxidativ stressz €s antioxidans paramétereket.

4.3. Betegek és modszerek

Prospektiv vizsgéalatunk soran 40 ijonnan diagnosztizalt operabilis emlddaganatos ndbeteget
vizsgaltunk, életkoruk 32 és 79 év kozott volt (atlag életkor 55,4 év). A radioldgiai
(mamografia, UH) és szovettani modszerekkel (FTAB) igazolt emldédaganatok miitéteit a PTE
KK Sebészeti Klinikajan végeztiik el. A betegeket daganat atmér6 (T), metasztatikus regionalis
nyirokcsomok szama (N), proliferacios aktivitas (MIB-1), receptor statusz, valamint az alapjan
csoportokba osztottuk, hogy kaptak -e vagy sem neoadjuvans preoperativ kemoterapiat. A
daganat atmérd tekintetében T1 (n=12), T2 (n=11), T3 (n=10) és T4 (n=7) csoportokba soroltuk
a betegeket. A metasztatikus axillaris nyirokcsomok szama alapjan a betegeket harom
csoportba osztottuk: NO (n=12), N1 (n=20), N2 (n=8). A proliferacios aktivitds alapjan négy
csoportot alakitottunk ki: MIB-1 (n=15), MIB-2 (n=8), MIB-3 (n=10) és MIB-4 (n=7). A
hisztopatologiai vizsgalattal a daganatsejteken kimutatott receptorok alapjan harom csoportot
kiilonitettlink el: Her2+ (n=12), ER+ ¢és PR+ (n=15), valamint Tripla- (n=13). A preoperativ
kemoterapia (neoadjuvans kezelés) tekintetében két csoportba osztottuk a betegeket, akik nem
kaptak (-Kemo, n=23), és akik kaptak (+Kemo, n=17) kezelést. A kutatast a PTE KK Regionalis
Etikai Bizottsaganak engedélye alapjan végeztiik el (3601.316-12736/2009).

Periférias vérmintékat gytjtottiink a miitét kezdetén a betegektdl (n=40), valamint 26
¢s 60 év kozotti egészséges noktdl (kontroll, n=20). Teljes vérbdl torténd vizsgalatokhoz
EDTA-mentes csObe vettiilk a mintdkat. A plazma és hemolizatum mérésekhez a vérmintakat
EDTA-t tartalmazo csObe vettik le (1,5 mg/ml), majd 15 percig 1600 g fordulaton
centrifugéltuk 4 °C-on, hogy a plazma frakciot a sejtes elemektdl szeparaljuk. A nativ plazma

mintakat -80 °C-on taroltuk.

4.3.1. Az oxidativ stressz kimutatasanak modszerei

A PMN leukocytdk szabadgyok termelését teljes vérbdl kemolumineszcens modszerrel
hataroztuk meg, amely azon alapul, hogy a luminol reakcioba 1ép a szabad gydkokkel. 20 pl
EDTA-val antikoagulalt vért higitottunk (1400 pl Dulbecco moédositott Eagle médium
keveréke). 30 pl of 3-aminophtalhydrazid hozzaadasat kovetden a kiivettat azonnal teljes vér

lumi-aggregométerbe helyeztiik (Chrono-log Corp, Havertown, Penn). Az igy kapott vegyiilet
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Osszekeverését kovetben a mérés alatt 37 °C-on inkubdltuk. A spontdn szabadgyok
meghatdrozast kovetden 50 pl phorbol-12-myristat-13-acetat-ot fecskendeztiink a kiivettaba. A
maradék fény kibocséjtast bevezettiik egy ,,chart rekorderbe”. A szabadgyok képzddés csucs
értekét a rogzitett grafikonbol szamoltuk ki és az eredményeket dsszehasonlitottuk a betegek
fehérvérsejt szamaval. A normalis kozépcsucs érték kevesebb volt, mint 10,9+2,6 tetszdleges
egységekben (Arbitrary Unit: AU), mely a standard gorbe alapjan szamitott egység.

A plazma MPO koncentracié meghatarozashoz 200 pl plazma és 1 ml oldatot (10,9 ml
sodium citrat, 100 pl o-dianisidin, 1 ml viz, 5 pl 0,05% Triton X-100) hasznaltunk fel. 5 perc
37 °C-on tortént inkubéciot kdvetden 1 ml 35 % perklor savat adtunk hozza és 2500/perc
fordulaton 10 percig centrifugaltuk, majd 560 nm-es hullamhosszon végeztiik a vizsgalatot. A
normal érték kevesebb, mint 0,41+0,1 Bergmayer egység/ml (Bergmayer Unit/ml: BU/ml).
hemolizdtumbdl lipid peroxidacids kittel hatdroztuk meg (Lipid peroxidation assay Kkit,
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Az endogén antioxidans scavenger GSH koncentracié gluthation kit segitségével
mértiik le (Glutathione assay kit; Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) a gyari
leirasoknak megfeleléen. Az eredményeket nmol/ml mértékegységben adtuk meg.

A plazma -szulthidril (-SH) csoportok elsdsorban a plazma fehérjékbdl szarmaznak és
az oxidativ stressz elleni védelemben jatszanak szerepet. Az -SH csoportok meghatarozasdhoz
100 pl plazma, 100 pl Ellman reagens (1 mmol/l DTNB [5,5=-ditiobis-(2-nitrobenzol) sav]
metanolban), és 800 ul EDTA-t tartalmazo Tris puffer keveréket hasznaltunk és 412 nm-es
hullamhosszisadgon spektrofotometrids vizsgalatot végeztiink. A plazma -SH csoport értékét
nmol/ml egységben hataroztuk meg.

A SOD aktivitasanak méréséhez Superoxide dismutase assay kit-et haszndltunk
(Calbiochem; Merck KGaA). Az eredményeket nemzetkdzi egység/ml (IU/ml) adtuk meg.

A katalaz enzim a hidrogén-peroxidot vizz¢ és oxigénné alakitja, ezaltal védelmet képez
a masodlagosan képzddd toxikus metabolitok ellen. Aktivitasat teljes vérbdl hataroztuk meg

Aebi modszere szerint.!'? A normal érték 1931+72 BU/ml.

4.3.2. Statisztikai analizis

A 3.3.2. pontban leirtak szerint végeztiik.
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4.4. Eredmények

A teljes OFRs termelddés szignifikansan emelkedett az emlédaganatos betegekben, szemben
az egészséges kontrolloknal mért értékekkel. Ez a tumor mérettel, valamint a metasztatikus
nyirokcsomok szamaval aranyosan ndvekedett (5,5+1,5 AU) (p<0,05; p<0,01) (10. &bra). A
proliferacids aktivitds az egészséges kontrollokkal Osszevetve parhuzamos és szignifikdns
emelkedést mutatott (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Tovabba termelddése szignifikdnsan
magasabb volt a Mib4 (17,69+1,73 AU) csoportban, a Mib1 csoporttal (10,14+0,92 AU) és a
Mib2 csoporttal (9,48+1,23 AU) 6sszehasonlitva. A PMN leukocytdk OFRs kibocsatasa a
receptor statusz tekintetében szignifikdnsan magasabb volt minden csoportban a
kontrollokéhoz képest (p<0,05). Az OFRs termelddés enyhén emelkedett a neoadjuvans
kemoterapiat nem kapott (-Kemo) betegeknél a kontroll csoporthoz képest, de szignifikansa

valt az emelkedés a kemoterapiat kapott (+Kemo) betegcsoportban is.
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10. abra. PMN leukocytak OFRs termelésének valtozasa a vizsgalt betegcsoportokban.
(Mean+SEM, *p<0,05 vs. egészséges kontroll; **p<0,01 vs egészséges kontroll; §p<0,05 vs.
Mib4 csoport; #p<0,05 vs. -Kemo csoport)

Ehhez hasonld tendencia volt megfigyelhetd a MPO aktivitds valtozasaban is. Ennek
értéke is szignifikdnsan emelkedett a kontroll csoporthoz képest minden betegnél, kivéve a T1,
T2 és a Tripla negativ csoportokat (0,09+0,01 BU/ml, p<0,05) (11. abra). Hasonloképpen a
kemoterapias kezelés szignifikdnsan emelte az MPO aktivitasat a kemoterapiat nem kapott

csoporthoz képest (0,4+0,005 vs. 0,29+0,02 BU/ml; p<0,05).
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11. abra. MPO aktivitasanak alakulasa emlo carcinomas betegekben.
(Mean£SEM, *p<0,05 vs. egészséges kontroll; **p<0,01 vs. egészséges kontroll; ***p<0,001
vs. egészséges kontroll; +p<0,05 vs. T4 csoport; °p<0,05 vs. N2 csoport; #p<0,05 vs. -Kemo)

A periférids vérmintdkban mind a plazma MDA, mind a hemolizatum MDA értékei
szignifikansan emelkedtek a legtobb esetben az egészségesekéhez képest (p<0,05; p<0,01;
p<0,001) (12. dbra A ¢és B). Az értékek szignifikansan valtoztak a betegség stlyossagaval
aranyosan, Osszefliggésben a tumor nagysagaval, az attétes nyirokcsomok szamaval, és azzal,
hogy kaptak-e neoadjuvans kemoterapiat a betegek.
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12. abra. Plazmaban (A) és hemolizatumban (B) mért MDA koncentracio valtozasa
emlomiitott betegekben. (Mean+SEM, *p<0,05 vs. egészséges kontroll; **p<0,01 wvs.
egészséges kontroll; ***p<0,001 vs. egészséges kontroll; +p<0,05 vs. T4 csoport; °p<0,05 vs.
N2 csoport; #p<0,05 vs. -Kemo)

Mindamellett az antioxidans enzimek koziil a SOD és a CAT szignifikdnsan csokkent

szintet mutatott minden csoportban a kontroll csoportban mért aktivitashoz képest (61034 vs.
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960+40 IU/ml; 1578+67 vs. 2400+£82 BU/ml, p<0,001). A proliferacios aktivitast (Mibl és
Mib2 vs Mib4) tekintve a SOD értékek, valamint a kemoterapids csoportok esetén a SOD és a
CAT aktivitasok is szignifikdnsan valtoztak a betegség stilyossagaval aranyosan (13. dbra A és

B).
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13. abra. SOD (A) és katalaz (B) enzimek aktivitasanak alakulasa a vizsgalt csoportokban.
(Mean£SEM, *p<0,05 vs. egészséges kontroll; **p<0,01 vs. egészséges kontroll; ***p<0,001
vs. kontroll; §p<0,05 vs. Mib4 csoport; #p<0,05 vs. -Kemo)

Az antioxidans scavengerek koziil a GSH és -SH csoportok koncentracioja enyhén
csOkkent minden csoportban az egészségesek értékeihez képest, de a valtozds nem volt
szignifikans, igy ezeket az eredményeket nem abrazoltuk (GSH: 810444 vs. 789+67 nmol/ml;
-SH: 54,3+1,96 vs. 47,1+2,3 nmol/ml).

4.5. Megbeszélés
Az utobbi években egyre tobb vizsgalat igazolja, hogy az OFRs altal keltett oxidativ stressz

fontos szerepet jatszhat az emlSdaganat kialakuldsaban.'®'%%!!?

Jelen tanulmanyunkban a
redox regulacidban részt vevd pro- ¢és antioxidans markereket mértiik kiilonbozd sulyossagu
emlddaganatos betegekben. Periférids vérmintdk vizsgalata azt mutatta, hogy a
lipidperoxidacio, a total OFRs kibocsatas és a PMN leukocytdk MPO aktivitdsa szignifikansan
nagyobb volt emlétumoros betegek esetén, mint az egészséges kontroll csoportban. Ezen
paraméterek a betegség sulyossagaval, tehat a tumor méretével, az attétes nyirokcsomok
szdmaval ¢és a proliferacios aktivitdssal parhuzamosan emelkedtek. Ezt okozhatja az emelkedett
OFRs képzddés, ami a sejtek minden molekuldjat karosithatja (pl. lipideket, fehérjéket és DNS
molekulat), masrészrél csokkentheti, vagy kimeritheti a sejtek antioxidans kapacitasat.

Eredményeink megegyeznek mas szerzok altal emlddaganat sejtkultirakon mért értékekkel,

illetve a kevés klinikai vizsgalat publikalt adataval.'”''*'"> A folyamat molekularis hatterében
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kimutattak a c-Jun kindz (JNK) gatlasat, melynek hatasara fokozddott az oxidativ karosodas
mértéke a vizsgalt emlddaganatos sejtvonalon (MCF-7), illetve egy rendkiviil agressziv
sejtvonalon (MDA-MB-231) térténd kutatas is ezt tamasztotta ala.''®'"’

Szamos vizsgélat megerdsitette, hogy szignifikans korrelacid van a pro-oxidans statusz

és az emlédaganat disszeminacidjanak mértéke kozott.'™

Vizsgéalatunkban a pro-oxidans
paraméterek szintjének jelentds emelkedését a nyirokcsomo pozitiv betegesoportban mértiik.
Ez 6sszefligg azzal a ténnyel, hogy a Sentinel negativ esetekben az emldrak 1ényegesen jobb
progndzist mutat. Jelenleg a nyirokcsomo érintettség mértéke az egyik legfontosabb klinikai
prediktiv faktor a beteg tilélése szempontjabol.''™!"® Tovabba egyre tobb bizonyiték van arra
nézve, hogy az OFRs tlltermelés okozta megndvekedett pro-oxidans szint nem csak oka és
kovetkezménye, hanem egyben fontos fenntarté faktora az emlddaganat novekedésének és
szorodasanak.'”

Jelen tanulmany igazolta, hogy az antioxidans enzimek koziil a SOD és a CAT
aktivitasa szignifikansan csokkent az emlédaganatos betegeknél az egészséges kontrollokhoz
képest. Mas szerzok is megerdsitették, hogy a SOD és CAT aktivitasa csokkenést mutatott az
emlé carcindmds betegeken, aminek hatterében emelkedett OFRs szint all, mikdzben az
antioxidans védelmi mechanizmus gyengiil.'”®'”” Emellett a vizsgalatok igazoltak, hogy
exogén antioxidansok alkalmazésa (N-acetylcysteine/catalase) csokkentette az oxidativ stressz
mértékét emlédaganatos sejtvonalon.'”” A legujabb kozlemények rakmegeléz6 kezelésként
javasoljak az E és C-vitamin, valamint a karotinban gazdag olajok hasznalatat.'*'

Ennek a magyarazata tobbrétli: egyrészt a daganat sejt egyre tobb és tobb OFRs-t termel,
masrészt a tumorsejtek antioxidans enzimjeinek szintje de novo alacsony. Az intracellularis
“redox homeosztdzis” kapacitas aktudlis allapotat elsédlegesen a GSH koncentracié hatarozza
meg. Az alacsony molekulasulyt antioxidansok, mint a GSH és -SH csoportok nem valtoztak
szignifikdnsan jelen vizsgalatunk sordn. Néhany tanulmény beszamolt csokkent értékekrdl, de
Osszességében kevés az irodalmi adat erre vonatkozéan.'*

Jelen tanulméanyunkban megfigyeltiik, hogy a preoperativ kemoterapia ndvelte a pro-
oxidansok szintjét és csokkent antioxiddns kapacitast eredményezett a betegekben, azokhoz
képest, akik nem kaptak kezelést. A neoadjuvans kemoterdpia jelenleg egy altalanosan
cyclophosphamid, doxorubicin ¢és 5-fluorouracil tartalmi gydgyszerkombinacidt kap.
Kiilonboz6 tanulméanyok megerdsitik a mi eredményeinket, és leirjak azt az ellentétes hatést,
hogy ezek a kemoterapids szerek tovabbi OFRs felszabaduldst generdlnak és fokozzak az

oxidativ stresszt nem csak tumoros sejtekben, hanem az egészségesekben is.''2*1%
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5. Mikro-RNS expresszio vizsgalata emlé tumorban

5.1. Bevezetés

Az elsé mikro-RNS-t (miRNS) 1993-ban irtak le a Caenorhabditis elegans talajlako fonalféreg
fajban. Az elsdként azonositott miRNS-ek szerepét az egyedfejlodés és a sejtdifferenciacio

szabalyozasaban adtak meg,125’126

Ezt kovetéen szdmos 1) miRNS-t azonositottak
ndvényekben, gerinctelen és gerinces allatokban.'?’

A miRNS-ek kisméretii, kb. 19-22 nukleotid hosszusagu, nem kddoldo RNS-ek csaladjat
képezik, melyek kiilonbozd bioldgiai folyamatok szabalyozasaban vesznek részt, ideértve a
génexpresszid finomhangoldsa révén a fejlédést, a sejtosztodast és differencidlodast, a
proliferacidt, az apoptdzist, az anyagcserét és Osszességében a sejt homeosztazisdnak
fenntartasat. Bar a miRNS-eket eredetileg gerinctelenek és a gyiimdlcslégy fejlodésének
szabalyozojaként irtak le, az elmult évtizedek kutatdsai egyértelmiien azt mutattak, hogy mint
evoluciodsan jol konzervalt molekuldk alapvetd szerepet jatszanak az emlésok fejlédésében és
homeosztazisaban egyarant.'>*'*

Szabalyoz6 funkcidjukat azaltal latjak el, hogy a DNS transzkripcidja utdn az
informaciot vive messenger-RNS-hez (mRNS) komplementer modon kapcsolodva
poszttranszkripcids géncsendesitést (gene silencing) végeznek. Ezaltal szabalyozzdk vagy
teljesen blokkoljak a DNS-b6l szdrmazo eredeti informacio fehérjeszintézis (transzlacid) szinti
eredetli kis interferald RNS molekuldk révén johet létre. Az RNS interferencia (RNSi)
jelenségét 1998-ban Andrew Z. Fire és Craig C. Mello, amerikai kutatok irték le.'*° Felfedezésiik
jelentdségét mutatja, hogy 2006-ban megosztva fizioldgiai és orvostudomanyi Nobel-dijat
kaptak. Maguk a mi-RNS-ek is fehérjét nem kodold DNS szakaszokrol, a mikro-RNS génekrol
(MIR gének) irodnak at a sejtmagban. Majd ezekbdl, a kezdetben kb. 60-70 nukleotid
hosszusagu pre-mikro-RNS prekurzorokbol a sejtmagbol kilépve a citoplazméaban enzimatikus
bontas révén alakul ki a végsd, ,,érett” miRNS. A legijabb kutatasok alapjan feltételezik, hogy
a humén genomban talalhaté gének kb. 1 %-a vesz részt a mi-RNS prekurzorok kodolaséban,
illetve maganak a human genomnak is kb. 50-60 %-at a miRNS-ek szabalyozzak.'*'"**

Regulacids hatdsuk miatt a miRNS-ek mara a carcinogenezis, a daganatos progresszio
és a metasztazis képz6dés molekularis szintii kutatasanak kozéppontjaba keriiltek.** A tumor
szovet mikro-RNS expressziojanak direkt kimutatasan til jelenleg a kiilonb6z6 testnedvekben

(nyal, vér, vizelet, anyatej, stb) taldlhat6 szabad miRNS-ek (cell-free microRNA) detektalasara
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is lehet6ség van.”” 7 Szamos vizsgalat igazolta a miRNS-ek megvaltozott expressziojat
tobbek kozott tiidd, epeuti, gyomor ¢€s colorectalis tumorokban, krénikus lymphoid leukémia
esetén, vagy endokrin daganatokban.**'** A kutatasok eddig tobb mint 400 human miRNS-t
azonositottak, de a bioinformatikai becslések szerint szamuk meghaladhatja az ezret."’®
Emlddaganatok esetén a miRNS kutatasok 2005-ben kezdddtek, amikor normal és daganatos
emldszovetbol készitett sejttenyészetekben microarray-el és Northern blottal is kimutattak a

normal és tumoros sejtek miRNS-expresszids mintazatanak markans kiilonbségeit.'*>

5.2. Célkitiizés

Elérehaladott emldcarcinoma miatt operalt betegekbdl nyert daganatmintdk miR-21, miR-34a,
miR-221, és miR-383 mikro-RNS-ek expressziés mintazatat hatdroztuk meg, majd ezt
vizsgaltuk a daganat nagysdgénak, a nyirokcsomo attétek szaménak, a tumor receptor

statuszanak, valamint a daganat stadiumanak fliggvényében.

5.3. Betegek és modszerek

5.3.1. Mintagyiijtés

Vizsgalatunkba 24 elézetes biopszias minta szdvettani vizsgalataval igazolt emld carcinomas
ndébeteget vontuk be, akiknél direkt mddon, magabol a daganat szovetbdl vettiink mintat az
emlOmiitét sordn. A miitétek a PTE KK Sebészeti Klinik4jan torténtek 2014 janudrja és
novembere kozott. A kivalasztott betegek mindegyikének jol tapinthatd, eldrehaladott
emlddaganata volt. A miitétet megeldzéen kemo- vagy radioterapia nem tortént, és valamennyi
betegnél mastectomiat és axillaris blockdisszekciot végeztiink. Egységes eljaras szerint az
emlOmiitét soran a patologus engedélyével, a borfelszinen keresztiil rametszettiink a
specimenre, felkerestiik a jol tapinthat6é daganat szovetet, majd ebbdl 2 x 10 x 10 mm-es vastag
szovetblokkot metszettiink ki szikével. Erre a moddszerre azért volt sziikség, hogy a
mintavétellel a késobbi patologiai feldolgozast - igy a betegek stadium beosztasat - érdemben
ne befolyasoljuk. Nem tapinthatd, korai stddiumi emlddaganatos betegeket nem tudtunk
bevonni a vizsgalatba, mert ezekben az esetekben mintavételiink megzavarhatta volna a
biztonsagos hisztologiai feldolgozast.

A betegeket a végleges hisztologiai leletek alapjan életkoruk (50 alatt és felett), a
daganatméret (40 mm alatt €s felett), a nyirokcsomo érintettsége (3 attétes nyirokcsomonal tobb
v kevesebb), receptor statuszuk (ER+, Her2+, és Tripla negativ csoport), és a daganat stadiuma
(II. v III. stddium) alapjan csoportositottuk, és ezen valtozok alapjan vizsgaltuk a mikro-RNS

eltéréseket.
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5.3.2. A miRNS kimutatasanak folyamata
A PTE AOK Orvosi Népegészségtani Intézetének kozremiikodésével a tumoros szovetmintak
mikro-RNS expressziojanak kimutatasat kvantitativ real-time PCR segitségével végeztiik el.

Teljes RNS izolalas. A mintakat a mitétet kovetden azonnal -80 °C-ra fagyasztottuk le.
A teljes nukleinsav izolalds menetét a szovetmintak izolalt homogenizalasaval kezdtiik 60 pg
kiindulési szovetbdl, melyhez 150 pl lizis puffert adtunk (High Pure miRNA Isolation Kit, No:
05080576001, Roche, Mannheim, Németorszag). Mintdinkat MagNA Pure Green Beeds
(Roche) kerdmiagyongyds homogenizald csovekbe mértiik, és MagNA Lyzer (Roche) razo
homogenizator segitségével homogenizaltuk. Ezt kdvetéen a nukleinsav izoldlaskor a Roche
High Pure miRNA izolécios kit vegyszereinek felhasznalasaval és a hozz4 tartozé hasznalati
utmutatonak megfelelden jartunk el. Az igy nyert teljes RNS mindségét abszorpcios
fotometriaval ellendrizziik (260/280 nm A>1,9). Mindségi ellendrzést kdvetden a mintdinkat
azonnal felhasznaltuk a tovabbi vizsgélatainkhoz.

Reverz transzkripcio. A miRNS frakciokat reverz transzkripci6 soran irtuk at cDNS-re.
Universal cDNA synthesis kitet (Quiagen, Woburn, MA, USA) hasznaltunk, random hexamer
priming alkalmazasaval, amely a kitben szerepelt.

Quantitativ real-time PCR (polimeraz-lancreakci6). A teljes szoveti RNS-rdl atirt cDNS
mintakat kvantitativ PCR rendszerben (Roche LC480 rendszer ¢és LightCycler 480 SYBR
Green I Master Kit, Roche) amplifikaltuk. A vizsgalt miRNS-eknek megfeleléen specifikus
primereket alkalmaztunk az universal miCURY LNA primer setbdl (Exiqon, Vedbaek, Dénia)
human specifikus hsa-miR-21, -34, -221, -383 primereket. Referencia kontrollként az universal
miCURY LNA U6 snRNS-nek megfeleld specifikus primereket hasznaltunk. A PCR
reakcidoldat minden esetben 2 pl primer mixet, 8 ul cDNS templatot és 10 ul LC480 SYBR
Green I Master mixet tartalmazott 20 pl ossztérfogatban. Az amplifikacié 8 x 12-es plate-en

tortént, az altalunk tervezett forma szerint: PCR futasonként a plate 6 daganatspecifikus

crer

crer

vizsgaltunk. A real time PCR soran kapott expresszios értékeket az LC480-as PCR gépen a
LightCyclerExor4.0 szoftver segitségével a referencia gén expresszidjahoz viszonyitva relativ

kvantifikacios analizissel szamoltuk ki (ACp modszerrel).
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5.3.3. Statisztikai analizis
Az egyes csoportok miRNS expresszidjanak egymashoz vald Osszehasonlitisahoz az

alacsony mintaszam miatt Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk.

5.4. Eredmények

Az emlddaganat mérete és a miR-21, miR-34a, miR-221, mikro-RNS-ek expresszidja kdzott
szoros korrelaciot talaltunk (14. abra). A miR-21 kifejezddése a 40 mm feletti tumorokban
(n=18) tizendtszor nagyobb expresszids értéket mutatott, mint amit a 40 mm alatti (n=6)
daganatokban mértiink. Mig a miR-34a és miR-221 expresszidja kimutathato volt a 40 mm
feletti daganatokndl, addig a 40 mm alatti daganatos csoportban egyaltalan nem volt
detektalhatd. A miR-383 expresszidja nem volt mérheté sem a 40 mm alatti, sem az ettdl

nagyobb tumorok esetén.

Tumor méret
H miR-21
3.5 E miR-34a
M miR-221
B miR-383
3.0
2.5+
2.0
1.5
1.0
0.5-1 I
0.0-{ i - - = -
T T
40 mm alatt 40 mm felett

14. abra. A tumor szovet mikro-RNS expresszios értékei 40 mm-nél kisebb és 40 mm-
nél nagyobb elérehaladott emlérak esetén. Az y tengely az egyes miRNS-ek U6 snRNS-
hez viszonyitott relativ expressziojat abrazolja.

Elérehaladott emld tumor esetén a daganatszovetben mért mikro-RNS expresszio
szoros korrelaciot mutatott az attétes nyirokcsomok szdmaval is (15. abra). Azoknal a
betegeknél, akiknél a szovettani vizsgalat tobb mint harom axillaris nyirokcsomoban igazolt

metasztazist (n=9) a daganatban mért miR-21 és miR-34a kifejez6dése hatszoros emelkedést
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mutatott, mint amit az ennél kevesebb pozitiv nyirokcsomoval rendelkezd betegeknél (n=14)

mértiink. A miR-221 szinte azonos mértékben expresszalodott mindkét betegcsoportban.

Nyirokcsomo statusz

11

10

9+

-
‘ *

L %
...

H miR-21

EmiR-34a
I miR-221
M miR-383

B

T
3 nyirokcsomonal kevesebh

T
3 nyirokcsomonal tobb

15. abra. A daganat miRNS expressziojanak értéke 3 vagy tobb metasztatikus axillaris
nyirokcsomod érintettség esetén. Az y tengely az egyes miRNS-ek U6 snRNS-hez
viszonyitott relativ expresszidjat abrazolja.

Receptor statusz tekintetében ER pozitivitas esetén (n=17) a miR-21, a miR-34a és

a miR-221 expresszié mutatott emelkedést, mig HER pozitiv esetekben (n=6) a miR-21

mértéke volt a legkifejezettebb. Egy tripla negativ daganattal rendelkezd beteg szerepelt a

vizsgalatban, az ¢ esetében mindharom miRNS kifejezett emelkedést mutatott, a miR-221

esetén ilyen foku emelkedést egyetlen més tényezdvel szemben sem talaltunk (16. abra).
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Receptor statusz
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16. abra. A miRNS expresszios értékek alakulasa az emlodaganat receptor statusza
szerint. Az y tengely az egyes miRNS-ek U6 snRNS-hez viszonyitott relativ expresszidjat
abrazolja.

A vizsgélt daganatok a TNM beosztés alapjan II. és III. stddiumunak feleltek meg.
Az elérehaladottabb klinikai stddiuma daganatok 2-3-szor magasabb miR-21 kifejezddést
mutattak, mint a II. stddiumuak. A miR-34a, valamint a miR-221 kifejez6dése pedig a

kevésbé elorehaladott stadiumra volt jellemz6 (17. abra).

Stadiumbeosztas

H miR-21

3.5 E miR-34a
M miR-221
M miR-383
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17. abra. Mikro-RNS kifejezodése elérehaladott emlédaganatok TNM stadiuma (I1.
staidium, III. stidium) szerint. Az y tengely az egyes miRNS-ek U6 snRNS-hez

crer
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5.5. Megbeszélés
Az eml6daganat a leggyakoribb tumoros megbetegedés és vezetd haldlok a ndk esetén. Bar
a diagnosztikdban ¢és a terdpidban az utobbi évtizedekben tortént fejlddés nagyban
csokkentette a mortalitast, de vilagszerte ma is kb. évente 1,3 millié nénél diagnosztizalnak
emlSrakot és megkozelitdleg 500 000 beteg hal meg emlddaganat miatt.'*”'*® Szamos
carcinogenetikus faktor novelheti az emlddaganat kifejlodésének kockazatat, koztiik
hormonalis  rendellenességek, stressz, genetikai mutacidk, valamint csokkent
immunfunkciok. Ennek eredményeként a daganat képzddéséhez ¢és kifejlodéséhez
hozzajaruld osszetett molekularis mechanizmusok pontos folyamata tovabbra sem ismert.'*’

A miRNS-ek akkor keriiltek a daganat kutatas reflektorfényébe, amikor kutatok
igazoltdk, hogy adenin-timin (A-T) repetitiv szekvencidkban gazdagok, ezért rendkiviil
sériilékenyek, valamint az ismert human MIR gének 50 %-a a genom egyébként is fragilis
részein helyezkednek el és deléciokkal, amplifikaciokkal, transzlokaciokkal tumorgenezist
képesek kivaltani. Karosodasuk alapjaiban zavarhatja meg a sejtek egészséges miikodését és
ez tobbféle modon is carcinogenezishez vezethet. A miRNS diszregulaciéo megnyilvanulhat
mind genetikai, mind epigenetikai szinten, példaul dnmagiban a miRNS nukleotid lanc
polimorfizmusa (single-nucleotide polymorphisms, SNP) révén, az mRNS-hez k&tddo
szekvenciaban, vagy aberrans DNS metilacio és hiszton fehérje modifikacio révén egyarant.
Mindez eltéréseket okozhat az mRNS transzlacidban, ami a fehérjék, a jelatviteli utak

150,151

A miRNS-ek kezdeti kimutatasa oOta eltelt 20 évben szamtalan vizsgélat tortént a
sejtregulacio pontos feltérképezésére €s egyre inkabb ugy tlinik, hogy ezek a kis molekulak
kétel fegyverként miikodnek. Ma mér tudjuk, hogy az egészséges és a daganatos szovetek
mRNS-t tobbféle miRNS is szabalyozhat. Ha a sejtek normal életfolyamatainak barmely
teriiletén valtozas kovetkezik be, a miRNS-ek egymashoz viszonyitott ardnya és a miRNS-
ek mennyisége megvaltozik. Pontosabban a miRNS-ek szabalyozd képességének
moédosuldsa, karosoddsa vezet élettani funkciok megvaltozadsdhoz - tehat gyulladésos
folyamatokban, szovetkarosodas sordn, daganatos betegségekben detektalhato ez az eltérés.
Osszességében sejtszinten a miRNS-ek viselkedhetnek onkogénként (onkomir), illetve
tumorszupresszor génként is, mindez attl fiigg, hogy mely gént regulaljak.'>'>?

Az egyik elsé onkogénként azonositott mikro-RNS a miR-21 volt. Szamos daganat
tipus esetén mind a szérumban, mind magiban a daganatszovetben is emelkedett

expresszidjat mutattdk ki.'"™* Gatolja a sejtciklus szabalyozasaban résztvevé p53 tumor
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szupresszort. Gatlas hatdsara a sejt nem all meg a sejtciklus G1 fazisdban, hogy a sziikséges
repair mechanizmusok megtorténhessenek, hanem egymast kovetd mitotikus ciklusok sora
jatszodik le, ami miatt genetikai 4lloméanya konnyebben sériil.

Elérehaladott emlérakban szenvedd nék miitétekor eltavolitott tumor szovet miR-21
expresszidjanak meghatdrozasakor azt talaltuk, hogy ennek értéke szoros korrelaciot
mutatott a tumor méretével. 40 mm-nél nagyobb tumorokban kifejez6dése mintegy
tizenOtszorose volt az ennél kisebb daganatokéhoz képest. Az onkoldgiai folyamatok
progresszidjat jelzé metasztazisképzddést tekintve a miR-21 expresszid hatszoros
emelkedést mutatott a 3 vagy tobb nyirokcsomo pozitivitast mutatod esetekben. A daganat
receptor statusza tekintetében ez kissé emelkedett az ER+ tipusokban, mig drasztikus
expresszid novekedés HER+ betegeknél volt kimutathatd. A miR-21 kifejezédése mar a
betegség II. stadiuméban is detektalhatd volt, de ez jelentds mértékben a III. stadiumu
betegeknél volt megfigyelhetd. Mérési eredményeink tobb ponton 6sszhangban vannak mas
szerzOk adataival, melyben emelkedett miR-21 expressziot irtak le Ki-67+, HER2+, ER+ és

PR+ receptor statuszu betegeknél.'>

A témaéban a legels6 és legnagyobb beteganyagon lorio
¢s munkatarsai végeztek vizsgalatot. Normal emld sejtek és 76 daganatos emlészovet mikro-
RNS mintazatanak attekintése utdn megerdsitették, hogy a miR-21 egy onkomir tipust
miRNS." A kutatis nem tért ki a daganat stadiumara vagy egyéb klinikopatolgiai
jellemzdkre. Sejtkultirdkban ¢és kiilonbozé tipust human malignus szdveteken
(glioblastoma, lymphoma, melanoma, stb) végzett vizsgalatok megerdsitették, hogy a miR-
21 onkogénként funkcional és gatlasa terapias célpont lehet a jovében.” ">
Vizsgalatunkban a miR-34a és a miR-221 kifejezddése a 40 mm-nél nagyobb
tumorokban és a 3 vagy tobb nyirokcsomd érintettség esetén emelkedett, valamint az
elérehaladott II-es és Ill-as stadium esetén egyarant megjelent a tumoros szovetben. A miR-
34 csaladd tagjai szupresszor hatdsuak, ami a Sirtuin-1 (SIRT1) nevli fontos tumor
szupresszor gatld fehérjét gatolja a miikodésében. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a
fokozott miR-34 expresszid elimindlhatja a daganat Ossejteket néhany malignus tumor
esetén, illetve ennek megfelelden CD44+/CD24- emlddaganat dssejtekben csokkent miR-
34a és emelkedett SIRT1 szinteket mértek.'” A miR-221 egy daganat invaziora specifikus,
onkomir hatdst miRNS, mely az apoptdzist gatolja. A mikro-RNS-ek koziil a miR-221 és
target génjiikkon keresztiil, mint példaul a TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3)

esetében.'® A transzkripci6 aktivator STAT 5A a miR 221/222 cél génjei kozott szerepel.
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miR-221/222 taltermelédést malignus daganatok, igy emlddaganat esetén is kimutattak.''
Ismert, hogy az aktiv STATS5 szint korrelal a eml3daganatok differencialtsagi fokaval.'*>'®

A miR-383 expresszidja vizsgalatunkban nem mutatott Osszefliggést a tumor
méretével, az attétképzodéssel, a receptor statusszal vagy a betegség stadiumaval. Korabbi
tanulmanyok azonban igazoltak, hogy a miR-383 a Gadd45g negativ regulatora. A Gadd45g
(growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma) egy stressz valasz fehérje, ami részt
vesz szamos biologiai folyamatban, ideértve a sejtciklust, a sejt differenciaciot és a DNS
repair mechanizmusokat is. Mind in vitro human emlddaganat sejtekben, mind egér
embriondlis dssejtekben is kimutattak, hogy a MiR-383 jelenléte emeli a DNS kérosodasra
valo érzékenységet.'®*

Az irodalomban kordbban is szdmos tanulmany foglalkozott a mikro-RNS-eknek az
emlddaganat kialakuldsa sordn betoltott szerepével. A jelatviteli utak feltérképezése és
megértése nagyban hozzajarulhat a jelenlegieknél hatdsosabb molekularis célterapiak
kidolgozasdhoz. Eredményeink esetén az alacsony mintaszdm miatt statisztikailag
szignifikans szintii eltéréseket nem talaltunk, de a mikro-RNS expresszio és az elérehaladott
emldtumoros esetek klinikopatologiai jellemz6i kozott tendencidzus dsszefiiggéseket igen.
Statisztikailag értékelhetd esetszam eléréséhez tovabbi vizsgalatokat terveziink.

A mikro-RNS széleskort kutatasa soran 2008-ban Hunter és munkatarsai irtak le,
hogy ezek a molekulak a szérumban, a nyalban és més testnedvekben is jelen vannak.'®
Ezek a szabad, érett miRNS-ek kis méretilk miatt endonukledzokkal szemben nagyon
ellendlloak ¢és stabilak, igy laboratoriumi koriilmények kozott reprodukalhatoan
kimutathatok. Szilard szerkezetiikhoz hozzédjarulnak egyéb mechanizmusok is, igy
specifikus fehérjekotések, metilaciods, adenilacidos modifikaciok vagy mikrovezikulédkba valo
integracio.”> """ Az, hogy milyen médon keriilnek a testnedvekbe ma még nem teljesen
tisztazott. Erre vonatkozoan tobb hipotézis is van. Ismertek sejt-sejt interakciok, mely soran
miRNS-mRNS csere jatszodik le, mintegy megvaldsitva a sejtek kozti kommunikéciot.
Szovetkarosodaskor, apoptoziskor felfigyeltek a miRNS passziv kiaramlasara, am
vezikuldkbol torténd aktiv szekrécidjukra is van tudomanyos bizonyiték. Mindez a miRNS-
ek korai biomarkerként valo diagnosztikai felhasznalasa mellett felveti az esetleges késdbbi
terapids alkalmazasuk lehetdségét is az onkologiai betegellatdsban. A reménykeltd és
varakozas teli eredmények mellett a daganatkezelés sordn génszintli szabélyozasi
folyamatokba valé beavatkozésnak jelentés kockazatai vannak. Melo 2011-es
kozleményében Ovatossdgra is int, ezt roviden igy fogalmazta meg: Dysregulation of

microRNAs in cancer: playing with fire."”!
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6. Uj eredmények

1. Eldrehaladott irreszekabilis emlétumor, mastitis carcinomatosa, és primeren reszekabilis
daganattal rendelkezd, 0sszesen 204 beteg primer szisztémas terapiat és miitétet kdvetd
retrospektiv vizsgalata soran kimutattuk, hogy az emlddaganatos betegek esetében a
neoadjuvans kezelés kifejezetten hatasos volt a daganat méretének csokkenésére, mig a
nyirokcsomostatusz tekintetében kisebb hatast tapasztaltunk, illetve a centralis
elhelyezkedésli emlddaganatok szignifikdnsan jobban reagaltak a kezelésre, mint mas

lokalizaciojuak.

2. Kiilonbozd stadiumu, 19 operabilis emlddaganatos beteg vérplazmajanak differencial
scanning calorimetrids vizsgélata sordan kimutattuk, hogy a termogrammok &atmeneti
hémeérsékletei és a kalorimetrias entalpia-valtozas dsszefliggést mutatott a tumor méretével,

valamint az attétes axillaris nyirokcsomo érintettségének mértékével.

3. Operabilis emldcarcindmaval kezelt 40 beteg periférids vérmintainak vizsgalata soran
kimutattuk, hogy a betegség stlyossagéaval aranyosan jelentdsen emelkedik a pro-oxidans
statusz (lipidperoxidacio, totdl OFRs kibocsatds, MPO aktivitasndvekedést), mig a sejtek
antioxidans kapacitdsa (SOD, CAT) dramai mdédon csokken. A neoadjuvans kemoterapia,

mint ,,kétéll fegyver” az oxidativ stresszt szignifikansan fokozta.

4. Elérehaladott eml6é carcinoma miatt operalt 24 betegektdl nyert daganatszovet mintak
mikro-RNS expressziojanak meghatarozasa soran kimutattuk, hogy a miR-21, a miR-34a ¢és
a miR-221 kifejez0dése szoros korrelaciot mutat a tumor méretével, a metasztatikus

nyirokcsomok szdmaval, a daganat receptor statuszaval és a betegség stddiumaval.
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