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1. Bevezetés

Epidemiologia és etioldgiai hattér

Az emlddaganat vilagszerte a leggyakoribb daganatos megbetegedés a ndk korében,
a noknél fellépd Osszes daganatos betegség 22 %-at alkotja. Vilagirodalmi adatok szerint
nyolc noébodl egynél élete soran biztosan kialakul az emlddaganat valamilyen formaja.
Magyarorszdgon évente koriilbeliill 8000 Uj megbetegedést diagnosztizalnak és mintegy
2800 nd hal meg a betegség kovetkeztében, igy az emld tumorok a harmadik leggyakoribb
daganatos haldlokként szerepelnek. Az emlddaganatok kialakulasaban oki tényezdoként a
genetikai prediszpozicid, a hormondlis egyenstly zavara és bizonyos kornyezeti faktorok
hatasa, a csaladi halmoz6das, BRCA-1 ¢és BRCA-2 (Breast Cancer l-es és 2-es gén)
génmutaciok szerepelnek. Az emldrak létrejottének kockazatat emeli minden endogén vagy
exogén petefészek hormon expozicio, igy a til korai menarche, a késéi menopauza, a

hyperdsztrogénizmus, €és a tobb mint 5 éven at tartd antikoncipiens szedés is.

Morfologia, tiinettan és diagnosztikai modszerek

Invaziv daganat leggyakrabban fajdalmatlan csomoként jelentkezik, melyet a beteg
sajat maga tapint, vagy a kotelezd sziirdvizsgalat soran keriil kimutatasra. A daganat
lymphogen uton attétet képezhet az axillaris nyirokcsomok felé. Az elérehaladott
emlddaganat infiltralhatja a subcutan zsirszovetet, a mellkasfali izomzatot, a bort, illetve a
mammillat is, azokon behtizodést okozva. Hematogén metasztazis elsésorban a csontokban
(70 %), a tiidében (60 %), a majban és a mellékvesékben alakul ki.

Diagnosztikajaban jelenleg a mammografia és az emld ultrahang (UH), valamint
citologiai vizsgalat core biopszids, vagy finomtii aspiracios biopszias (FTAB) mintdkbol az
altalanosan elfogadott modszer. A betegség stadiumat a daganat mérete és az attétes
nyirokcsomok szama vagy a tavoli attétek jelenléte hatdrozza meg. A betegségmentes talélés
¢s az atlagos tulélés szempontjabol az egyik legfontosabb prognosztikus faktor az axillaris
nyirokcsomo statusz, de bizonyitottan prediktiv értékili a szovetek hisztologiai feldolgozasa
soran meghatarozott hormon receptorok (0sztrogén-, progeszteron-, herceptin receptor)
jelenléte vagy hidnya is. Jelenleg a betegség lefolyasanak utankdvetésére a radioldgiai
moédszerek (mammografia, CT, MRI, PET-CT) mellett a vérbdl kimutathatd egyes tumor
markerek (CEA, CA 15.3) hasznalatosak.



Az emlodaganat sebészi kezelése

A XX. szézad 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. {gy a teljes radikalitasra torekvo, csonkold miitéteket részesitették
elényben. A XX. szdzad végére kialakult az ugynevezett biologiai szemlélet, mely szerint az
emlorak szisztémas betegség, ezért szisztémasan kell kezelni, és nem 6nmagaban a mitéti
radikalitds hatdrozza meg a talélést. El6térbe kertiltek a csokkentett radikalitast igynevezett
emlOmegtarté miitétek (EMM). Nagy klinikai tanulményok kimutattak, hogy a mastectomia
¢és az irradiacioval kiegészitett EMM kozott nincs kiilonbség sem a helyi recidivak, sem
pedig a hosszl tava talélés szempontjabol.

Amennyiben sziikséges az emld teljes eltavolitasa, akkor a jelenlegi gyakorlatban a
modositott radikalis mastectomia a "gold standard" technika, melynek soran az emld mellett
csak az I-es és Il-es szintli axillaris nyirokcsomok keriilnek eltavolitasra. Korai stddiumu
invaziv tumorok esetén az onkoldgiai radikalitas mellett az esztétikum is fontos szerepet
jatszik az emlé tumorok modern sebészi gyogyitasaban, ezért az egészséges emléallomany
lehetdség szerinti minél nagyobb megtartdsdra toreksziink, sectoralis excisiot —
emlOmegtartd mutétet végziink. EMM utdn mindenképpen sziikséges a maradék
melynek soran ugy tavolitjuk el a mirigyadllomanyt, hogy kozben az emld borét
megkiméljiik. Csak abban az esetben ajanlott ez a miitét, ha szabad, vagy nyeles lebennyel,
implantdtummal, vagy expanderrel torténd azonnali emldérekonstrukcidval ér véget a
beavatkozas.

Az axillaris nyirokcsomok ellatasaban is felmeriilt az igény a radikalitas
csokkentésére a teljes axillaris nyirokcsomd blockdisszekcid miatt gyakran kialakuld
lymphoedema ¢és idegfunkci6 zavar miatt. Bevezetésre keriilt a Sentinel (6rszem)
nyirokcsomo biopszia mddszere, melynek segitségével lehetséges szelektiven eltavolitani a
regionalis attétek legvaldsziniibb helyét. Ha ez tumormentes, akkor nem sziikséges az 0sszes
hoénalji nyirokcsomo eltavolitasa.
neoadjuvans kezelésének meghatarozasa radiologus, patologus, onkologus és sebész
szakorvosokbol 4ll6 "onko-team" feladata. A sebészi ellatas radikalitasat a daganat mérete

¢s az axillaris nyirokcsomok érintettsége hatdrozza meg.



Onkologiai kezelési lehetoségek
Adjuvans kezelés

Adjuvans kezelésként posztoperativ irradidcid, kemoterapia vagy receptor statusz
alapjan hormonkezelés, illetve HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) pozitiv
esetekben biologiai kezelés jon szoba. A besugarzds a tumor agyban még megbivo,
¢letképes tumoros sejtek elpusztitdsaval harmadara csokkenti a lokalis recidiva
kialakulasanak kockazatat. Az emld daganatok esetén a kemoterapids kezelés alapjat az
antracyclin és a taxantartalm@ szerek hasznalata képezi. Osztrogén receptor (ER) pozitiv
daganatok esetén célunk, hogy a receptorokhoz eljutd 6sztrogén szintjét csokkentsiik, erre a
GNRH analogok , az aromataz inhibitorok (Al), az anti-6sztrogének, valamint a tamoxifen
(Zitazonium®) hasznalataval nyilik lehetéség. A csokkent hormonszint kovetkeztében
gatlodik a daganatos sejtek burjanzasa. A progeszteron érzékeny daganatok esetében a
terapia kiegészithetd luteinizalé hormont felszabadité hormon (LHRH) anal6gok adéséval,
amelyek tovabb csokkenthetik a nemi hormonok elvalasztasat.

A HER2 nagy mennyiségben taldlhaté bizonyos daganatos sejtek felszinén, ahol
serkenti a daganatos sejtek novekedését. A trasztuzumab (Herceptin®) szelektiven kotdik a
nevezett receptorhoz, megéllitva a sejtek novekedését és pusztulasukat okozza. Szintén
hatasos gyogyszer a bevacizumab (Avastin®), melynek hatésara a daganat erezettsége, igy

oxigén és tapanyag ellatasa csokken, sorvadni kezd.

Neoadjuvans terapia

Miitét elott adott kemoterapids kezelést - mas néven neoadjuvans terdpia vagy primer
szisztémas terapia (PST) — valamennyi betegnek felajanlhato, akinél posztoperativan
adjuvans kemoterapids kezelésre lesz sziikség. Elonye, hogy a szisztémds kezelés a
diagnozist kovetden a legkorabbi iddpontban megkezdddhet. A daganat regresszido mértéke
alapjan informéciot kapunk a terdpia hatisossagarol, illetve hatastalansdga esetén
modosithatd a kezelés. A neoadjuvans kezelés eredményeként a daganat mérete csokken,
igy az irreszekdbilis daganat reszekalhatova valhat, illetve az eredendden reszekdbilis
daganat zsugoroddsa miatt bizonyos esetekben az EMM is szoba johet. Tovabbi eldnye,
hogy a kemoterapids kezelés megkezdését nem késlelteti az esetleges posztoperativ
szOvodmény, valamint a PST in vivo hatdsossaga utal a betegség késObbi prognozisara is.

Hatranyok koziil kiemelendd, hogy a betegek egy része sajnos nem reagal a kezelésre.



2. Az emlédaganatos betegek neoadjuvans (PST) kezelése

Bevezetés

A neoadjuvéans kemoterapiat, vagy mas néven primer szisztémas terapiat jelenleg a
lokalisan elérehaladott emlérak (Locally Advanced Breast Cancer: LABC) és a gyulladésos
emlérak (mastitis carcinomatosa) kezelése mellett, az operabilis emldrakok bizonyos
eseteiben is rutinszeriien hasznaljuk. A PST célja a tumoros szovetek életképességének a
csokkentése, az ér- és lymphaticus tumorsejt invazié megakadalyozédsa, valamint a
mikrometasztazisok elpusztitasa altal a lokalis kitijulas esélyének csokkentése. PST hatasara
a tumor mérete csOkkenhet, ezéltal irreszekabilis daganatok reszekalhatéva valhatnak,

illetve az emlémegtartd miitétek aranya is szignifikdnsan novelhetd.

Célkitiizés

Jelen vizsgélatunkban retrospektiv . modon dolgoztuk fel a 2007-2012 kozott
klinikankon emldé tumor miatt operalt és primer szisztémdas 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 emlOmegtartd miitét
- tanulméanyozni, hogy a PST-re adott valasz és a szdvettani tulajdonsagok kozott milyen
Osszefliggés van
- felmérni az axillaris nyirokcsomo attétek preoperativ vizsgalatanak hatékonysagat, és

- attekinteni az altalunk kezelt betegek tulélési adatait

Betegek és modszerek

Retrospektiv kutatdsunkba 2007. marcius és 2012. szeptember kozott a Pécsi
Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont (PTE KK), Sebészeti Klinikdjan emlé daganat miatt,
preoperativ kemoterapiat kovetden mitétre keriildé 204 beteget vontuk be. A betegeket
stadiumuk szerint két csoportra osztottuk: az egyik résziik eldrehaladott irreszekdbilis
daganat vagy mastitis carcinomatosa miatt részesiilt PST-ban (24,5 %, n=50) és igy az
ugynevezett konverzios kemoterdpia hatasara valt operalhatova. A masik csoportba a

primeren is reszekabilis daganattal rendelkezd betegek (75,5 %, n=154) keriiltek.



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.) kombinacioju kezelést kapott 6 cikluson keresztiil. A kemoterapia
3. ciklusa utdn radiologiai kontroll vizsgélat tortént. Regresszid, vagy stagnalas esetén tjabb
3 ciklus kemoterapia kovetkezett, progresszio esetén viszont azonnal mitétre keriilt a beteg
¢s mastectomiat végeztiink. A kisméretli (T1c-T2), kiterjedt DCIS komponens nélkiili, vagy
jol reagdlo daganatok esetén EMM-t, vagyis szektoralis exciziot végeztiink. Az eredendden
nagyméretli daganatoknal (T3, LABC) és a mastitis carcinomatosa eseteiben a remisszid
mértékétdl fliggetleniil mastectomidt végeztiink. Ha a betegnél kezdeti staging soran nem
sikertilt igazolni attétes axillaris nyirokcsomot, akkor a miitét soran Sentinel biopsziat
végeztiink, és az axilla tovabbi ellatasat ettdl tettiik fiiggdvé. Ha a kemoterapia el6tt mar
attétes nyirokcsomo igazolddott, akkor axillaris blockdisszekciot végeztiink a radiologiai
regresszid mértékétol fliggetleniil.

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 eltadvolitott 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
cellularitds csokkenés latszott. A beteg nem reagélt a kezelésre (non-responder), ha a

proliferacids aktivitas nem csokkent, a tumor mérete stagnalt vagy esetleg tovabb nott.

Eredmények

A szdvettani kép alapjan a T staddium tekintetében a betegek 20 %-nal (n=41)
komplett remissziot, mig 25,5 %-nal (n=52) jelentds remissziot talaltunk. A betegek tovabbi
33,8 %-nal (n=69) a neoadjuvans kezelés hatasara mérsékelt regresszio kdvetkezett be, mig
21 %-uk (n=42) nem reagalt (non-responder) a kezelésre.

Receptor statusz tekintetében a PST kezelésre a HER2+ betegek reagéltak a
legjobban, 36 %-uknal komplett patologiai remissziot (cPR) és tovabbi 17 %-nal jelentds
remissziot sikeriilt elérni. A trippla negativ betegek korében is igen magas volt a komplett

remisszid aranya (24 %), viszont a non-responderek aranya is ebben a betegcsoporban volt
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a legmagasabb (38%), valamint tovabbi 38 %-ukndl csak mérsékelt remisszid volt
megfigyelhetd. Az ER+ és PR+ receptor statuszi daganatok esetén fordult el6 a legritkdbban
cPR, de ezen betegek 32 %-4andl is jelentds remissziot észleltiink.

A PST-t és a mitétet kovetden és a miitét utdn a patologus altal megallapitott staddium
tekintetében jelentds eltolodast észleltiink az alacsonyabb T stadiumok felé (down-staging).

A mitéti tipusok megoszlasat az 1. tablazatban szemléltetjiik.

1 tablazat. Miitéti megoldasok

n %

Szektoralis excisio 71 35

Mastectomia 129 63

Subcutan mastectomia 4 2
Re-excisio

aranya 33 16

oka
- tumor vagy DCIS éltali érintettség 15 45
- keskeny reszekcids sz¢l 18 55

A kezdeti axillaris statuszt Gsszevetve a miitét utani patologiai eredményekkel, az
attétes axillaris nyirokcsomoval rendelkezd betegek szama, a kezdeti 69 %-rol (n=141) 52,5
%-ra (n=107) csokkent a PST hatasara.

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), és
ez szignifikans kiilonbségnek bizonyult.

Az 5 éves tulélés az eldrehaladott emlérakos betegeink esetén 65,1 %, mig a
primeren reszekabilis emlédaganatos betegek korében 83,7 % volt, ami szintén szignifikans

kiilonbség (p=0.01171).

Megbeszélés

Vizsgalatunk sordan a PST hatékonysdgat monitoroztuk azaltal, hogy a
preoperativ staging vizsgalatok eredményeit hasonlitottuk Ossze a miitéti specimenbdl
meghatarozott patoldgiai staging eredményeivel. Szovettani vizsgéalat alapjan a betegek 20
%-anal komplett remissziot taldltunk, és ez a rata az irodalomban kozolt tartomanyba esik
(5-30 %). A betegek 25,5 %-anal jelentds remissziot tapasztaltunk és tovabbi 33,8 %-anal
mérsékelt regressziot értiink el. A betegek 21 %-a nem reagalt a kezelésre, a proliferacios

aktivitds nem csokkent, a tumor mérete stagnalt, esetleg tovabb nétt.
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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 ritkédbban 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 reagélt. A trippla
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, komplett remissziot észleltiink. Retrospektiv
vizsgalatunk eredménye Osszhangban van Starver és mtsai adataival, akik multivarians
analizissel bizonyitottdk, hogy a cPR egyetlen szignifikdns prediktor faktora a daganat
receptor statusza.

A mitéti ellatas tekintetében nincs konszenzus vagy kialakitott kritériumrendszer
arra vonatkozoan, hogy pontosan mi definidlna neoadjuvans kezelés utan az emlémegtartd
miitét 1étjogosultsagat. Tekintettel arra, hogy a neoadjuvans kezelés az in situ komponensre
gyakorlatilag nincs hatassal, ezért azoknal a betegeknél, akiknél a daganatot radioldgiailag
is igazolhatdan kiterjedt DCIS veszi koriil még cPR vagy kifejezett down-staging ellenére
sem javasolhatd biztonsaggal az EMM, ugyanis a késdbbi tumor recidiva alapjat ezek a
sejtek teremtik meg.

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 igazolddott, egy tijabb miitét soran eltavolitottuk az I-1I. szintli axillaris
nyirokcsomokat is.

A PST-ra adott valaszt a daganatok lokalizaciojanak 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% reagalt rendkiviil jol a kezelésre (komplett €s 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.
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A neoadjuvans kezelés utdn 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 hatdsdra primeren irreszekdbilis
stadiumbol operalhatova (konverzids kemoterapia). Az emlddaganatok multimodalis
kezelését, valamint a neoadjuvans terapia létjogosultsagat eredményeink nagyban

alatamasztjak.



3. Az emlodaganatos betegek vérplazmajanak DSC vizsgalata

Bevezetés

A differencial pasztazd kalorimetria (DSC) egy termoanalitikai modszer, amely
alkalmas kismértékli homérséklet-valtozasok észlelésére ¢s nyomon kovetésére a vizsgalt
minta és a referencia anyag kozott, igy bioldgiai struktirak vizsgalatara is alkalmas. A
hémeérséklet valtoztatasaval elérhetjiik azt a pontot, ahol az adott anyag kémiai formédja,
kristalyszerkezete megvaltozik. Detektalva az atalakulas hdmérsékletét, illetve az ekdzben
elnyelt/felszabadul6 termikus energiat, azonosithatjuk az anyag kémiai szerkezetét. A DSC
késziilék azt az elektromos teljesitményt méri, ami ahhoz sziikséges, hogy a mintat és a
referencia anyagot felfiitéskor vagy lehiitéskor azonos hdmérsékleten tarthassuk. A DSC
termogram értékelésekor arra kapunk vélaszt, hogy a gorbén a homérséklet novelésével
hogyan valtozott a h6aram, vagyis idéegység alatt az anyagon atdramlé hdmennyiség.

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 beliil is az egyes stddiumok vonatkozasaban mutatnak
eltérést. Garbett és munkatarsai 2009-ben irt dsszefoglaldé kozleményiikben a vérplazma
termikus valtozasait vizsgaltdk DSC technikéaval és azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a
vizsgalt tumoroknak, ill. betegségeknek egyedi, ujjlenyomatszerii termikus gorbéje lehet. A
legujabb kutatasok tehat felvetik annak lehet6ségét, hogy a DSC onkologiai betegségek
esetén is hasznos informacioval szolgalhat a hagyoményos diagnosztikus eljarasok mellett,

de emlétumoros betegeknél végzett korabbi DSC vizsgalatrél irodalmi adatok nincsenek.

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

korrelaciot a betegség stadiumaval €s progresszidjaval?

Betegek és modszerek
Prospektiv kutatasunkba 19, operabilis emlédaganatos ndbeteget vontunk be, akik a
PTE KK Sebészeti Klinikdjan kertiltek miitétre. A betegeket a tumor legnagyobb atmérdje

(5-75 mm) és az axillaris nyirokcsomo-€érintettség mértéke (0-10 db) szerint csoportositottuk.
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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 periférias
vértmintakat vettliink. Ezt kovetden a plazma frakciot 4 °C-on elkiilonitettiik a vér sejtes
elemeitél. A plazma termikus denaturacigjat SETARAM micro DSC-II kaloriméterrel
hatdroztuk meg. A kalorimetrikus entalpiat a hdabszorpcids gorbe alatti teriiletbdl 2-
feldolgozasa ASCII konverzié utan Origin (ver. 6.0) program (Microcal Software Inc,
Northampton, USA) segitségével tortént.

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.

Eredmények

Az egészséges kontroll személyek és az emlddaganatos betegek DSC gorbéit
Osszehasonlitva, a mérések eltérd termikus doméneket (T, és a gorbék lefutasa alapjan)
mutattak a tumor méretétdl és az attétes nyirokcsomodk szamatol fliggden is a denaturaciod
alatt. A tumor nagysagaval 0sszefliggésben a betegség progressziojaval azonos tendenciaju
eredményeket taladltunk. Ez foként a 11-20 mm-es (2. csoport) és ehhez képest kétszeres
tumoratmérdji csoport (4. csoport) esetén volt a termogrammokban jol érzékelhetd.
Méréseink alapjan a T3 és a Tia jO indikatorai lehetnek a betegség progresszidjanak. Egy
Uj csucs, a Tra 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
célszerti kiterjeszteni, de az egyes csoportok kozotti eltérés jellege (trend) azonban igy is jol
lathat6. A DSC adatok alapjan tehat a masodik és harmadik olvadési hdmérséklethez tartozo
szerkezeti egység modosuldsa a daganatos mintdkndl az attétes nyirokcsomok szamanak
novekedése szempontjabol a betegség sulyossagat jol monitorozé tényezonek tekinthetd. A
Tma €s a Tys termikus paraméterek csak a daganatos betegeknél voltak detektalhatok, az

egészséges kontrollcsoportban nem jelent meg.
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Megbeszélés

Tanulmanyunk az emlddaganatos betegek vérplazmajaban 1étrejott termikus
valtozasokat vizsgalta DSC moddszerrel a daganat méretének ¢€s a metasztatikus regionalis
nyirokcsomok szdmanak fiiggvényében. A 19 beteg termogramjait attekintve egyedi
karakterisztikat figyeltiink meg az egészséges személyek gorbéihez képest. Osszehasonlitva
az egészséges kontroll személyek DSC gorbéit az emlddaganatos betegekével, a mérések a
Tma €s T3 termikus domének eltérd, a tumor nagysagaval €s ezzel a betegség stlyossagatol
fliggd gyakorisagat jelezték. Csak a betegek vérplazmajaban volt ijabb denaturacios dtmenet
(Tima) 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 T3 atalakulasi csucs szignifikansan eltéré homérsékletet mutatott
a kontroll csoporthoz képest. Mindezeken tilmenden a Tpa 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 stlyossagaval, de az
alacsony esetszadm miatt ez az eredmény csak az 1-3 attétes nyirokcsomdju betegeknél volt
szignifikans.

Eredményeink tobb okbol is fontosak. Egyrészt a DSC vizsgéalat nemcsak ez emldrak
jelenlétét tisztazhatja, hanem alkalmas lehet a kiilonb6z6 stadiumok elkiilonitésére, illetve a
betegség lefolyasanak monitorizalasara is. Masrészt 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 jelentésége emlodaganatos betegeknél

Bevezetés

Az emlbrak etioldgiaja multifaktorialis, a genetikai prediszpozicid mellett a
legismertebb rizik6 faktorok (életkor, obezitds, gyogyszerek, hormonok, stb) az emld
mirigyallomanyanak sejtszinti oxidativ kdrosoddsaval hozhatoak sszefiiggésbe. Az oxigén
eredetli szabadgyokoknek (Oxygen Free Radicals: OFRs) kulcsszerepiik van a
carcinogenesis soran, beinditjak és segitik a tumor progressziot, valamint a szisztémas tumor
invaziot. Az OFRs egyik {6 forrdsa a polymorphonuclearis leukocytak (PMNs), amelyek
direkt moédon OFRs-t bocsatanak ki, valamint egy lizoszémalis myeloperoxidaz enzim
(MPO) hatasara indirekt modon is fokozzak a gyoktermelést. A daganat sejtek a normal
sejtekhez képest joval tobb OFRs-t termelnek. Az oxidativ stressz karos hatdsat
ellensulyozhatjak non-enzimatikus (pl. redukalt glutathion: GSH; szulfhidril csoportok: -SH

csoportok) és enzimatikus (pl. szuperoxid dizmutaz: SOD; kataldz: CAT) antioxidansok is.

Célkitiizés

Jelen vizsgalatunk célja az volt, hogy emlddaganatos betegeknél kiilonb6z6 tumor
méret, nyirokcsomd érintettség, receptor statusz, mitotikus aktivitds és kemoterapids
kezeléssel 0Osszefiiggésben detektdljuk a vérplazmaban mérhetdé oxidativ stressz és

antioxidans paramétereket.

Betegek és modszerek

Prospektiv vizsgalatunk soran 40 ujonnan diagnosztizalt operabilis emlddaganatos
nébeteget vizsgaltunk. A betegeket daganat atméré (T), metasztatikus regiondlis
nyirokcsomok szama (N), proliferaciés aktivitds (MIB-1), receptor statusz, valamint az
alapjan osztottuk csoportokba, hogy kaptak -e vagy sem neoadjuvans preoperativ
kemoterapiat. A daganat &tmér6 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
aktivitas alapjan négy csoportot alakitottunk ki: MIB-1 (n=15), MIB-2 (n=8), MIB-3 (n=10)
¢s MIB-4 (n=7). 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.
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Periférias vérmintakat gy(ijtottiink a miitét kezdetén a betegektdl (n=40), valamint
26 és 60 év kozotti egészséges noktdl (kontroll, n=20). Meghataroztuk a PMN leukocytak

szabadgyok termelését €s a szabadgyok képzddés cstics értékét 6sszehasonlitottuk a betegek

crer

crer

koncentraciot, a plazma -szulthidril (-SH) csoportok mennyiségét, a SOD aktivitast,

valamint a katalaz enzim aktivitasat is.

Eredmények

A teljes OFRs termelddés szignifikansan emelkedett az emlddaganatos betegben,
szemben az egészséges kontrolloknal mért értékekkel. Ez a tumor mérettel, valamint a
metasztatikus nyirokcsomok szdmaval ardnyosan ndvekedett (5,5+1,5 AU) (p<0,05;
p<0,01). A proliferacios aktivitds az egészséges kontrollokkal dsszevetve parhuzamos és
szignifikans emelkedést mutatott (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Tovabba termelddése
szignifikansan magasabb volt a Mib4 (17,69+1,73 AU) csoportban, a Mibl csoporttal
(10,14+0,92 AU) és a Mib2 csoporttal (9,48+1,23 AU) osszehasonlitva. A PMN leukocytak
OFRs kibocsatasa a receptor statusz tekintetében szignifikdnsan magasabb volt minden
csoportban a kontrollokéhoz képest (p<0,05). Az OFRs termelddés enyhén emelkedett a
neoadjuvans kemoterdpiat nem kapott (-Kemo) betegeknél a kontroll csoporthoz képest, de
szignifikansa valt az emelkedés a kemoterapiat kapott (+Kemo) betegcsoportban is.

Ehhez hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd a MPO aktivitds valtozasaban is. A
periférids vérmintdkban mind a plazma MDA, mind a hemolizdtum MDA értékei
szignifikansan emelkedtek a legtobb esetben az egészségesekéhez képest (p<0,05; p<0,01;
p<0,001). Az értekek szignifikdnsan valtoztak a betegség sulyossagaval aranyosan,
Osszefliggésben a tumor nagysagaval, az attétes nyirokcsomok szamaval, és azzal, hogy
kaptak -e neoadjuvans kemoterdpiat a betegek.

Az antioxidans enzimek koziil a SOD és a CAT szignifikdnsan csokkent szintet
mutatott minden csoportban a kontroll csoportban mért aktivitashoz képest (610+34 vs.
960+40 TU/ml; 1578467 vs. 2400+£82 BU/ml, p<0,001). A proliferacios aktivitast (Mib1 és
Mib2 vs Mib4) tekintve a SOD értékek, valamint a kemoterapias csoportok esetén a SOD és

a CAT aktivitasok is szignifikansan valtoztak a betegség sulyossagaval ardnyosan.
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Megbeszélés

Az utobbi években egyre tobb vizsgalat igazolja, hogy az OFRs altal keltett oxidativ
stressz fontos szerepet jatszhat az emlddaganat kialakuldséban. Jelen tanulményunkban a
periférias vérmintak vizsgélata azt mutatta, hogy a lipidperoxidacio, a total OFRs kibocsatas
¢s a PMN leukocytak MPO aktivitasa szignifikdnsan nagyobb volt emlétumoros betegek
esetén, mint az egészséges kontroll csoportban. Ezen paraméterek a betegség stilyossagaval,
tehat a tumor méretével, az attétes nyirokcsomok szamaval és a proliferacids aktivitassal
parhuzamosan emelkedtek. Ezt okozhatja az emelkedett OFRs képzddés, ami a sejtek
minden molekuldjat karosithatja (pl. lipideket, fehérjéket és DNS molekulat), masrészrol
csokkentheti, vagy kimeritheti a sejtek antioxidans kapacitasat. Eredményeink megegyeznek
mas szerzOk altal emlddaganat sejtkultirakon mért értékekkel, illetve a kevés klinikai
vizsgalat publikalt adataval.

Szamos vizsgalat megerdsitette, hogy korrelaciéo van a pro-oxidans statusz és az
emlddaganat disszeminacidjanak mértéke kozott. Vizsgdlatunkban a pro-oxidans
paraméterek szintjének jelentds emelkedését a nyirokcsomod pozitiv betegcsoportban
mértiik. Irodalmi adatok is rdmutatnak , hogy az OFRs tultermelés okozta megnovekedett
pro-oxidans szint nem csak oka és kovetkezménye, hanem egyben fontos fenntartd faktora
az emlédaganat novekedésének ¢és szorodasanak.

Jelen tanulmény igazolta, hogy az antioxiddns enzimek koziil a SOD és a CAT
aktivitdsa csokkent az emlddaganatos betegeknél az egészséges kontrollokhoz képest. Az
alacsony molekulasulyt antioxidansok, mint a GSH és -SH csoportok nem véaltoztak
szignifikdnsan jelen vizsgéalatunk soran. Tanulmanyunkban megfigyeltik, hogy a
preoperativ kemoterdpia novelte a pro-oxidansok szintjét és csokkent antioxidans kapacitast

eredményezett a betegekben, azokhoz képest, akik nem kaptak kezelést.
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5. Mikro-RNS (miRNS) expresszio vizsgalata emlé tumorban

Bevezetés

A miRNS-ek kisméretli, kb. 19-22 nukleotid hosszusdgi, nem koédolé RNS-ek
csaladjat képezik, melyek kiilonb6zd biologiai folyamatok szabalyozasadban vesznek részt,
ideértve a génexpresszi6 finom hangolasa révén a fejlédést, a sejtosztodast és
differencidlodast, a proliferaciot, az apoptdzist, az anyagcserét és Osszességében a sejt
homeosztazisanak fenntartasat. Szabalyozo funkcidjukat azaltal latjak el, hogy messenger-
RNS-hez (mRNS) kapcsoldodva poszttranszkripcios géncsendesitést (gene silencing)
végeznek. Ezaltal szabalyozzdk vagy teljesen blokkoljadk a DNS-bdl szarmazd eredeti
a miRNS-ek megvaltozott expressziojat kiillonboz6 daganatokban, normal és daganatos
emldszovetbdl készitett sejttenyészetekben kimutattdk a normal és tumoros sejtek miRNS-

expresszids mintazatanak markéns kiilonbségeit.

Célkitiizés

Elérehaladott emlécarcinoma miatt operalt betegekbdl nyert daganatmintdk miR-21,
miR-34a, miR-221, és miR-383 mikro-RNS-ek expresszios mintazatat hataroztuk meg, majd
ezt vizsgaltuk a daganat nagysaganak, a nyirokcsom¢ attétek szamanak, a tumor receptor

statuszanak, valamint a daganat stadiumanak fliggvényében.

Betegek és modszerek

Vizsgalatunkba 24 emldcarcindmas nébeteget vontunk be, akiknél direkt modon,
magabol a daganat szovetbdl vettiink mintat az emlémtét soran 2014 janudarja és novembere
kozott. A kivalasztott betegek mindegyikének jol tapinthato, eldrehaladott emlédaganata
volt. A betegeket a végleges hisztologiai leletek alapjan életkoruk (50 alatt és felett), a
daganatméret (40 mm alatt és felett), a nyirokcsomok 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. A PTE AOK Orvosi Népegészségtani Intézetének
kozremiikodésével a tumoros szdvetmintdk mikro-RNS expresszidjanak kimutatdsat

kvantitativ real-time PCR segitségével végeztiik el.
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Eredmények

Az emldédaganat mérete és a miR-21, miR-34a, miR-221, mikro-RNS-ek
expresszioja kozott szoros korrelaciot talaltunk. A miR-21 kifejezddése a 40 mm feletti
tumorokban (n=18) tizendtszor nagyobb expresszios értéket mutatott, mint amit a 40 mm
alatti (n=6) daganatokban mértiink. Mig a miR-34a ¢és miR-221 expresszidja kimutathatd
volt a 40 mm feletti daganatoknal, addig a 40 mm alatti daganatos csoportban egyaltalan
nem volt detektalhat6. A miR-383 expresszidja nem volt mérhetd sem a 40 mm alatti, sem
az ettl nagyobb tumorok esetén.

Elérehaladott emlétumor esetén a daganatszovetben mért mikro-RNS expresszio
szoros korrelaciot mutatott az attétes nyirokcsomok szamaval is. Azokndl a betegeknél,
akiknél a szOvettani vizsgalat tobb mint harom axillaris nyirokcsomdban igazolt metasztazist
(n=9) a daganatban mért miR-21 és miR-34a kifejez0dése hatszoros emelkedést mutatott,
mint amit az ennél kevesebb pozitiv nyirokcsomoval rendelkezd betegeknél (n=14) mértiink.

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.

Megbeszélés

Ma mar tudjuk, hogy az egészséges és a daganatos szovetek miRNS mintézata eltérd.
Ha a sejtek normal életfolyamatainak barmely teriiletén valtozas kovetkezik be, a miRNS-
ek egymdashoz viszonyitott ardnya és a miRNS-ek mennyisége megvaltozik. Sejtszinten a
miRNS-ek viselkedhetnek onkogénként (onkomir), illetve tumorszupresszor génként is,
mindez attdl fligg, hogy mely gént regulaljak.

Az egyik elsé onkogénként azonositott mikro-RNS a miR-21 volt. Szdmos daganat
tipus esetén mind a szérumban, mind magiban a daganatszovetben is emelkedett
expresszidjat mutattak ki. Vizsgalatunk sordn azt talaltuk, hogy ennek értéke szoros
korrelaciét mutatott az emlétumor méretével, és a metasztatikus axillaris nyirokcsomok
szamaval. A daganat receptor statusza tekintetében drasztikus expressziéo novekedés HER+
betegeknél volt kimutathatd. Mérési eredményeink tobb ponton dsszhangban vannak mas
szerzOk adataival, melyben emelkedett miR-21 expressziot irtak le Ki-67+, HER2+, ER+ és
PR+ receptor statusza betegeknél. Sejtkulturdkban és kiilonboz6 tipust human malignus
szoveteken (glioblastoma, lymphoma, melanoma, stb) végzett vizsgalatok megerdsitették,

hogy a miR-21 onkogénként funkcional és gatlasa terapias célpont lehet a jovoben.
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Vizsgalatunkban a miR-34a és a miR-221 kifejezddése a 40 mm-nél nagyobb
tumorokban és a 3 v. tobb nyirokcsomo érintettség esetén emelkedett, valamint az
elérehaladott II-es és I1l-as stadium esetén egyarant megjelent a tumoros szovetben. A miR-
34 csalad tagjai szupresszor hatastak, ami a Sirtuin-1 (SIRT1) nevii fontos tumorszupresszor
gatlo fehérjét gatolja a miikddésében. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a fokozott miR-
34 expresszio6 eliminalhatja a daganat dssejteket néhdny malignus tumor esetén. A miR-221
egy daganat invaziora specifikus, onkomir hatasi miRNS, mely az apoptozist gatolja. A
mikro-RNS-ek koziil a miR-221 és miR-222-r6l korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy részt

Mind in vitro human emlddaganat sejtekben, mind egér embrionalis dssejtekben is
kimutattak, hogy a miR-383 jelenléte emeli a DNS kérosodasra valo érzékenységet, de
vizsgalatunk soran ennek expresszidja nem mutatott dsszefliggést a tumor méretével, az
attétképzidéssel, a receptor statusszal vagy a betegség stadiumaval.

Eredményeink esetén az alacsony mintaszam miatt statisztikailag szignifikans szintt
eltéréseket nem talaltunk, de a mikro-RNS expresszio és az elérehaladott emlétumoros
esetek klinikopatologiai jellemzdi kozott tendencidzus Osszefliggéseket igen. Mindez a
miRNS-ek korai biomarkerként val6 diagnosztikai felhasznalasa mellett felveti az esetleges
késdbbi terapids alkalmazasuk lehetdségét is az onkologiai betegellatasban. A jelatviteli utak
feltérképezése és megértése nagy fokban hozzéjarulhat -a jelenleg is alkalmazottak mellett-

a még effektivebb, molekularis célterapiak kidolgozasahoz.

18



6. Uj eredmények

1. Eldrehaladott irreszekébilis 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. Kiilonboz6 stadiumil, 19 operabilis emldédaganatos betegek vérplazmajanak differencial
scanning calorimetrids vizsgéalata sordn kimutattuk, hogy a termogramok &atmeneti
hémérsékleteinek a valtozdsa és a kalorimetrids entalpia-valtozas Osszefliggést 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 neoadjuvéans kemoterapia,

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

4. Eldrehaladott emlécarcinoma miatt operalt 24 betegtdl nyert daganatszovet mintak mikro-
RNS expressziojanak meghatarozéasa soran kimutattuk, hogy a miR-21, a miR-34a és a miR-
221 kifejezédése szoros korrelaciot mutat a tumor méretével, a metasztatikus nyirokcsomok

szamaval, a daganat receptor statuszaval és a betegség stadiumaval.
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Hélaval tartozom Dr. Horvath Ors Péter professzor tirnak, aki a kezdetetektdl
biztatotott a tudomanyos tevékenységre, és lehetdvé tette szamomra, hogy az
emlddagantos betegek gyodgyitasaval foglalkozhassak. Dr. Vereczkei Andrés professzor
urnak, aki a szakmai és tudoméanyos munkédmban is tdmogat, az értekezés elkészitésé¢hez
értékes tanacsokkal latott el.
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