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1. Roviditések jegyzéke

APC: adenomatosus polyposis coli

AJCC: American Joint Committee on Cancer
ATM: ataxia teleangiectasia mutated

ATR: ATM and RAD3-related

BRAF: v-raf (rapid accelerated fibrosarcoma) hurhé@moldgja

CDK: ciklin dependens kinaz

CDKNZ1A: ciklin dependens kindz 1A
CIMP: CpG island methylator phenotype
CIN: chromosome instability

CK: cytokeratin

COX: ciklooxigenaz

CTNNBL1: B-catenin gén

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

DCC: deleted in colon cancer

DFS: disease free survival

DNS: dezoxiribonukleinsav

EGF: epidermal growth factor

EGFR: epidermal growth factor receptor
EMA: epithelial membrane antigen
ERCC1.: excision repair cross complementation grbup
FAP: familial adenomatosus polyposis coli
FISH: fluorescens in situ hibridizacio
5-FU: 5-fluorouracil

GIST: gastrointestinal stromal tumour
GSK3h: glikogén szintaz kindz 3b

GTP: guanozin trifoszfat

GDP: guanozin difoszfat

HER: human epidermdlis ndvekedési faktor csalad

HMB45: melanoma associated antigen antibody- humelanoma black clone

HNPCC: hereditary non polyposis colon cancer

IHC: immunhisztokémia



Inil: integrase interactor 1

INK: inhibit CDK

Ki-67: proliferacios marker

KSH: Kozponti Statisztikai Hivatal

LCA: leukocyta common antigen

MAPK: mitogen activated protein kinase

MERT: malignant extrarenal rhabdoid tumour
MIB-I: Ki-67 ellenes monoklonalis antitest klonzélse
MMR: mismatch repair

MRRT: malignant renal rhabdoid tumour

MSI: microsatellite instable

MSS: microsatellite stable

MmTOR: mammalian target of rapamycin

NER: nucleotide excision repair

NfkB: nuclear factor kappa B

NSCLC: non small cell lung cancer

OS: overall survival

PAS: periodic acid Schiff reagens

PCR: polimerase chain reaction

PFS: progressio free survival

PI3K: foszfatidil inozitol-3 kinaz

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted onatsome 10
RAS: onkogén csalad (rat sarcoma utan elnevezve)
RB: retinoblastoma

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chainioeac
SMA: smooth muscle actin

SMADA4: mothers against decapenthaplegic homolog 4
SNP: single nucleotide polymorphism

TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer factor
TGF: transforming growth factor

TMA: tissue microarray

TS: timidilat szintaz

WHO: World Health Organisation

Wnt: wingless and a related gene termed int 1



2. Bevezetés

A rosszindulatl daganatos megbetegedések kdzotstagbélrak a nyugati vilagban és
hazankban is az egyik leggyakoribb, valamint a mié&skeggyakoribb daganatos halalok a
fejlett orszagokban [1,2]. Bar a tulélés az 6sszgépai orszagban javul, mind a férfiak, mind
a mk esetében, fuggetlenil a lokalizaciotdl és az kétebl, tovabbra is jeletis
népegészségugyi probléma. Az utébbi évtizedekbeywérnyi irodalmi adat dgiit dssze a
colorectalis carcinoma biologidjarél. A klinikaineretek mellett ma mar a molekularis
patogenezis tekintetében is hatalmas informacichalndll rendelkezésre. Fearon és
Vogelstein mara mar klasszikussa valt koézleménya ar tankényvi adat, hogy a
colorectalis carcinoma kialakulasa soklégcfolyamat, mely soran kilonféle, tobbnyire mar
jol definialt és jellemzett genetikai valtozasok vktkeznek be a colorectalis mucosa
hamsejtjeiben, mig a malignus sejtkibn megjeleBijk A genomot éririt valtozasok mellett
az epigenetikai valtozasok jeléségéél is egyre tobb adat glik 6ssze [4]. Az is ismert,
hogy a colorectalis carcinoma genetikai szemponti®h egységes korkép, hanem tdbb
csoportba sorolhat6 a jelen &f6bb molekularis jellegzetességek alapjan [5,6]. Atagbél
carcinoma kezelésében dénelentsédi az iddben elvégzett radikalis sebészeti beavatkozas.
Azonban meég a korai stadiumu betegség esetédfmaill a daganat kiGjulasa, metastaticus
betegség megjelenése. Ma mar a metastatizalo babtak) kezelésében is tobb Uj terapias
tamadaspont jelent meg, melyek a tumorbioldgiaiplalgatas mindennapi Klinikai
gyakorlatba tortéh atultetésének eredménye. Ismert adat, miszerirke®WB2- stage |l
colorectalis tumoros betegekben az 6t éves OS 668k, €s a betegek egy részében
metastasis alakul ki. Ebben a stadiumbani@émutani adjuvans kemoterapias kezelés, az
altalanosan elfogadott 5FU béazisu protokollok ser legtébb irodalmi adat szerint nem
eredményez szignifikans javulast az OS tekintetébgh9]. Ismertté valt az is hogy az Gjabb,
biologiai thmadaspontu terapiak nem hasznalnak emirimbtegek esetéberét sok betegben
egyaltalan nem muthato ki terapias valasz. Ma mamss, a bioldgiai terapia hatékonysagat
elérejelzs faktor ismert [10,11].

Mindezen tények mellett igen komoly az igény a ikian onkoldgia részét, egyrészt
olyan prognosztikai faktorokat keresni, melyek tsgjével direvetitheb, hogy a korai
stadiumu betegek kozul kinél fog a betegség kiijulietve attét fellepni. Masrészt a

prognosztikai faktorok mellett a terapids proballsik hatékonysagatoetjelzs prediktiv



faktorok irant is jelerits érdekbdés mutatkozik. A megbizhaté prediktiv faktorok a
jelenleginél eredményesebb beteg szelekciét bthimtsiak, és igy a colorectalis carcinoma
terapiaja individualizalhatéva valik.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Epidemiologiai adatok

A rosszindulatl daganatos megbetegedések kdzotstagbélrak a nyugati vilagban és
hazankban is az egyik leggyakoribb, valamint a miksteggyakoribb daganatos halalok a
fejlett orszagokban. Az USA-ban 2013-ban a beadidttok szerint mintegy 142000 Uj eset
mellett 50000 beteg fog meghalni colorectalis rékbezzel a daganatos erddétalalozas
15%-at eredményezve [1]. Ezzel az adattal a vaétagtarcinoma a daganatos
megbetegedések incidenciajat és a daganatos hadaltekintve a 3. helyen all az 6sszes
daganatos betegség kozott. A betegség incidersdajas megoszlast mutat, a legmagasabb a
nyugati vilag orszédgaiban, a legalacsonyabb Indiada WHO adatai szerint évente kb.
945000 0 eset kerul felismerésre, illetve kb. 43Ren halnak meg colorectalis
carcinomaban [12,13]. Magyarorszagon a daganattegdégek kozott a colorectalis rak
eléfordulasi gyakorisaga mind férfiakban, mindékben a masodik helyen all (a
bérdaganatokat nem szamitva), mig a daganatos hasileorrendben mindkét nem
figyelembe vételével, valamint adket és a férfiakat kulon-kilén vizsgalva is a maksod
helyet foglalja el. A daganatos halalozasi stakabtan férfiaknal ésdknél is a tlidrak ebzi
meg, a Bk esetében az ethlcarcinoma a harmadik helyre szorult vissza. A Nsimz
Réakregiszter illetve a KSH adatai alapjan Magyarégen 2003-ban 8658, mig 2005-ben
0sszesen 9062 ujonnan felfedezett colorectalisirmar@t jelentettek be, ebb2003-ban
4551 férfi, 4107 &, mig 2005-ben 4859 ferfi, 42036inbeteget. Ugyanezen években a
colorectalis rak okozta halalozas 2003-ban férika787, wknél 2311 eset, 2005-ben
férfiaknal 2462, Bknél 2095 eset volt [2, 14]. Az utdbbi 25 évbenodorectalis carcinoma
abszolut szamban kifejezett hazai haldlozasa, dr#lai gyakorisdga és standardizalt
halalozasi gyakorisaga mind a férfiak, mind & korében jeleritsen rétt, bar a ndvekedés
Uteme a legutobbi néhany évben meérsdidt [15]. 2011-ben Osszesen 9952 (] esetet
jelentettek be, akik kozott 5394 férfi és 4558 wolt. (Orszagos Onkologiai Intézet
Rakregisztere, informalis kozlés) Eurdpai adatokekintve, 1995-ben a vastagbélradk
incidencia 3340004f volt, mig a vastagbélrak okozta halalozas 189@D@dlt, mindkét
mutatot tekintve a masodik a daganatos betegségesittk Ugyanezen évben az europai
orszagok kozott a magyarorszagi vastagbélrakosozakaferfiak esetén a 2.$nesetén az 1.

helyen allt [16]. Eszak-Kelet Magyarorszagon jebgnévente 100000 lakosra szamitva 50-60



Uj megbetegedéssel kell szamolni. Hazankban efttai&tunk az éifordulasi gyakorisagban

az orszag nyugati és keleti része kozott (a nyugstzen tdbb a beteg). Egy folyamatos
jobbratolédast figyelhetiink meg a daganatok lokaigjat illeben. A tulélés az dsszes

eurdpai orszagban javul, mind a férfiak, mindé& Bsetében, figgetlenil a lokalizaciotol és
az életkortdl. Az Egyesult Allamok rakregiszteréraglatai szerint a colorectalis réak 5 éves
tulélése az 6sszes beteg atlagat tekintve a 197%b%, 2008-ban 65% volt [1]. 2008-ban
lokaliz&lt tumoroknéal 90%, regionalisan 6ethaladott tumoroknal 70%, tavoli attétes

tumoroknal 12% volt az 5-éves OS.

3.2. A colorectalis rak kialakulasa, molekularis bolégiaja

3.2.1. A colorectalis rak szubtipusai a molekularipatogenezis alapjan
A vastagbél carcinoma kialakulasa tobbléscsfolyamat, mely soran tdbb onkogén
aktivalodasa illetve tumor szuppresszor gén inakiivasa mutathato ki. Fearon és Vogelstein
klasszikus kozleményiikben az akkor ismert genetikameényeket a vastagbél carcinogenesis
morfologiai 1épcsivel allitottak parhuzamba, ezaltal megalapoztawma évtizedes mdltra
visszatekinh adenoma- carcinoma szekvencia elméletet és agbedtak kialakuldsanak
tobblépcés modelljét [3]. A mar klasszikussa valt kozlemémggjelenése Ota a vastagbélrak
molekularis hatterél robbanasszéen fejlbdtek az ismeretek, igy ma mar kdnyvtarnyi
irodalom foglalkozik a vastagbél carcinogenesiss&l. klasszikus adenoma-carcinoma
szekvencia modelit elindulva ma mar joval komplexebb médon latjuk vastagbél
carcinoma kialakulasat. Az is elfogadott, hogy t@bblekularis utvonal is ismert, melyek a
vastagbél carcinoma kialakulasaban szerepet j&k4ah Az egyes molekularis utvonalakon
eltér genetikai hattér daganatok alakulnak ki, melyek tébbnyire hasonlorfoidgiai
fenotipust mutatnak. Kivételt képez a MSI Utvonaképzdé daganatok csoportja, melyek a
tobbi tumortol némiképp eltémorfoldgiat és klinikopatologiai sajatsdgokat ntoigék [17].

Mai ismereteink alapjan a vastagbél carcinomabatelégenomikus és epigenetikai
eltérések négysfcsoportba sorolhatok:
1. Kromoszomalis instabilitas. 2. Mikroszatellitasiabilitas. 3. CpG sziget metilator
fenotipus. 4. Globalis DNS hipometilacié [5].

Ezek kozul leggyakoribb a kromoszomalis instatsli¢@€IN). A vastagbél carcinomék
mintegy 85%-aban megtalalhatdé. Aneuploidia, szamkedmoszomalis eltérések, vagy

multiplex szerkezeti eltérések mutathatok ki [B8]CIN serkenti a carcinoma progresszidjat,



fokoz6dd klonalis diverziéval. A CIN kialakulasanaska valtozatos lehet. Az egyik

potencialis lehéiség az APC gén mutacioja, mely ezen csoportbarrgyaimutathato [19].

A mikroszatellita instabilitds (szoktak emlitenplieatios error, RER, vagy mutéator
fenotipusként is) a colorectalis tumorok kb. 15%falnmutathatd ki [20]. Ezen daganatok
normal kariotipussal jellemeziélt Hatterében a mismatch repair gének inaktivacéja
vagy aberrans metilacié vagy szomatikus mutaciémd21, 22]. Az MSI esetek egy részének
hatterében a mismatch repair (MMR) gének germlin¢acioja all- ezek az esetek a HNPCC
vagy Lynch-szindromas colorectalis carcinomak. A ROC a leggyakoribb 0Oroklott
colorectalis carcinoma szindréma, amely az dssatweactalis carcinoma 2-4%-at teszi ki
[23]. A korkép hétterében az MMR gének- MLH1, MSHERISH6, PMS1 és PMS2
valamelyikének germline mutacioja all. Tovabbi dgén@MLH3, EXO1) szerepét is
feltételezik, mivel bizonyos HNPCC-s csaladokbaryilegfenti génben sem mutathat6é ki
patogén mutacid. Az esetek 99%-aban azonban a MM$H2 vagy MSH6 érintett [24]. A
szindrbma autoszomalis dominans oroklésmenetet tmdtamutaciot hordoz6 egyének
valamennyi szomatikus sejtjében jelen van a muadla mig a masik allél elvesztése az élet
soran a colon epithel sejtekben kdvetkezik be,icagenesishez vezetve. A mismatch repair
gének mutaciojanak kovetkezménye a DNS hibajavikasosodasa. Emiatt az 1-6
nukleotidbdl &ll6  rovid, isméid6 szekvenciakat tartalmaz6 DNS-szakaszok, a
mikroszatellitak replikacié soran instabilla valpaks ezaltal megrovidilhetnek, vagy
meghosszabbodhatnak. A microsatellita instabilkésutatasara a nemzetkozi ajanlasok
(Bethesda guideline) alapjan 5 mikroszatellita regsd all6 panel hasznalata javasolt.
(BAT25, BAT26, D5S346, D2S123 és D17S20) A tumovstkbl DNS izolalds utan PCR-
reakcioval amplifikaljak a mikroszatellitakat és femgment hosszat gélelektroforézissel
detektaljak. Amennyiben a tumor a vizsgalt markekékil legalabb kefre pozitiv, akkor
MSI-high, ha egyre pozitiv MSI low kategoriaba Ketda nem észlelhétegyik markerrel
sem pozitivitds, ugy a tumor mikroszatellita stadl, MSS-nak tekintedd[25]. A MSI a
HNPCC-es tumorok tdbb mint 90%-aban kimutathatég mai sporadikus colorectalis
carcinomak 15%-aban is kimutathatd mikroszateltisiabilitas. A sporadikus MSI esetekben
az MMR inaktivacio legtobbszor az MLH1 aberransitaeidja révén torténik. A sporadikus
MSI tumorok kialakuldsa a serrated neoplasia Utmé&drténik. Gyakori a BRAF V600E
mutécid, mig a HNPCC-s tumorokban gyakorlatilagceiBRAF mutacié [26, 27].

A CpG sziget metilator fenotipus (CIMP) vagy a DNBbalis hypomethylatioja

epigenetikus instabilitast eredményez. Az epig&aetnstabilitas soran a sejt génallomanya,
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a genotipus, a gének szerkezete nem valtozik, anoab egyes gének transzkripcidja zavart
szenved. Ennek kovetkeztében olyan gének is aitéantilhetnek, melyek aktuélisan nem
szliikségesek a sejiikbdéshez, pl. onkogének, vagy épp elledlexy, tumor szuppresszor
gének atirasa maradhat el. A DNS metilacidos statusmy meég inkabb mintazat
jelentbségével kapcsolatban egyre tobb adat kerll kozl@8e 29]. A metilacié soran a
citozin 5. szénatomjahoz kapcsolodik metilcsopdkt. reakciét DNS-metiltranszferazok
irdnyitjak. Human sejtekben a DNS-bendéitozin-guanin dinukleotid szekvencidk- (CpG-
szigetek) 60-65%-a metilalt. A géntranszkripcigbramoter régio metilaltsaga szabalyozza,
igy leegyszdisitve, a metilaltsdg mint egy kapcsoldikidik a gén atirasban. Tébb tumor
szuppresszor gén inaktivacidja figg o0ssze promoigiojuk hipermetilaltsdgaval, pl. a
gyomorrak kialakulasaban szer@mUNX3, vagy a pl6. A mar fentebb emlitett MLH1ais
hipermetilaltsag miatt veszitheti el aktivitasatsporadikus MSI tumorokban [30]. CIMP

esetén gyakori a BRAF V600E mutacio, bar ennekgmsterepe még nem ismert [31].

3.2.2. Specifikus génhibak, jelatviteli utak coloretalis carcinomaban

A colorectalis carcinogenesisben tobb specifikushg# is leirasra kerult, illetve ismertté
valt tdbb szignal utvonal szerepe.

A B-catenin és az E-cadherin szerepe ismert a sejadbgzioban [32]. A sejt-sejt
adhézidoban & mediator cadherin csalad tagja a 120 kDa molsuisanszmembran
glikoprotein E-cadherin, melyet a 16922 kromoszomiass CDH1 gén kodol. Az
extracellularis domén kalcium figgmaddon kapcsoldédik a szomszédos sejt cadherin
molekuldjahoz [33]. Intracellularisan azcatenin,p-catenin ésy-catenin az E-cadherinnel
képez komplexet és biztositja az actin cytoscedepmbteinhez vald kapcsolodast [34,35]. Az
E-cadherin- B-catenin komplex a sejtmembranban a zonula adhee&nsnegfelelen
helyezkedik el. (1. abra) Az E-cadherin intracdltid doménjéhez kapcsolédik még a p120
protein is, melynek pontos szerepe még nem isr6it A tumor metastasis kéfires egyik
fontos Iépése az intercellularis kapcsolatok felldman Szamos tumor esetében kimutattak

mar, hogy ebben szerepet jatszik a fenti protemekbran expressziéjanak csokkenése.
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1.4bra. Az E-cadherinf-catenin szerepe a sejt adhéziéban (van Roy és[8#tha

Az intercellularis kapcsolatokban betoltott szereplett af-catenin a Wnt szignalizacidban
is szerepel [37,38,39,40]. A Wnt név a Drosophilingless- Wg- gén és a murin int-1
onkogén elnevezéébszarmazik, melyek ortolog felépitiek. Ez a szignaldtvonal kulonleges
a tobbi foszforilacios kaszkad, vagy second messesgintézissel funkcionalé jelutakhoz
képest. A normdlis sejt folyamatosan szintetizalfacatenint, és folyamatosan le is bontja, a
szignalut inaktivitasa esetén. Az APC protein a \Vdaignalizcié negativ regulatora.
Normédlis Wnt szignalizacié esetén nem stimuléltbssj (receptor ligand hianydban) az
APC/GSK3b axin destrukciés komplex megkétiBaatenint, mely foszforilalédik és igy
lehetivé valik a degradacioja [41]. MB-catenin degradaci6 APC dependens ubiquitin-
proteasoma réven torténik. A receptor- ligand kalgckas esetén a GSK3 gatldsa utdi a
catenin kiszabadul a destrukciés kompléxbs a szabag-catenin bejut a magba, ahol
kotédik a TCF/LEF transzkripciés factorhoz. A TCF —éshhégy tagbol all (TCF1, LEF1,
TCF3, TCF4). A képads komplex aktivalja a c-myc és cyclin D1, matrix ail&iproteinase?,
CD44 transzkripcidjat [42]. (2. &bra) FunkciondldP@ protein hidnydban &-catenin
szabalyozatlan intracellularis akkumulécioja és-myc és cyclin D1 gének konstitutiv
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expresszidja torténik. A vastagbél nyalkahartyalsanwvnt szignalutvonal a crypta ham
folyamatos megujulasdban jatszik szerepet. Minteisma cryptak bazisan lévossejtek
aszimmetrikus osztdédasa révén keletkegyik leanysejt fog a cryptdban felfelé haladva
differencialodni és colon epithelsejtté, enteroegtaalakulni. Ezen epithel sejtek a
nyalkahartya felszinén levalva elpusztulnak. A Wgandot a bazison lévissejtek koruli
mesenchymalis sejtek termelik. A differencialodgtten bekapcsolédik az apoptosis és a
Wnt ut gatlodik. Az APC vesztés vagyfacatenin tultermelés inaktiv allapotban tartja a
differencialédas és apoptosis programjat [43,44,A5lutvonal résztvesi kdziul az APC a

fé célpont vastagbélrakban, a sporadikus coloreatakis’0%-aban észlellieAPC mutacio
[46]. Az APC mutéacié korai esemény, mar az adenstadiumban kimutathatd. Ritkabban a
B-catenin CTNNB1 mutécidja ismert. Ez gyakoribb amaékban (12.5%), mint invasiv
rakokban (1.4%), ami arra utal, hogy a CTNNB1 midtdatiordozé adenomak kevésbhe
hajlamosak invaziv rakka féfini [47]. igy az APC mutécioi a carcinogenesisbeuntatott
hatasukat tekintve nem egyenétiék a catenin mutacidkkal. Ez a tény is arra utatjyhaz
APC tovabbi szerepekkel is rendelkezik, a destiagkdiomplexben betoltétt feladatan tul.
[48]. A colon epithelium homeostasisa, a crypta Zkégs, azossejtek aszimmetrikus
osztodasa, és a leanysejtek vandorlasa, diffedédéiga tovabbi 6sszehangolt intracellularis
tevékenységeket is feltételez, melyek egy részéceotubulus- cytosceleton rendszert érinti,
és felteheten ebben is fontos funkcitt tolt be az APC.pAcatenin CTNNB1 mutacija

gyakoribb HNPCC carcinomaban, mint sporadikus carcidkban [49].
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2. abra. A B-catenin-Wnt szignalutvonal sematikusan (White BD]]
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A B-catenin nagy kozponti régioval rendelkezik, mely&t, egyenként 3 hélixib allo
ismétbdések alkotnak (armadillo ismétlés). Ehhez a struktirdhoz kapcsolédik a cadherin,
illetve a szignalizacios szerep esetén a TCF. AeproN termindlis vége foszforilaldédik a
destrukciés komplexben, illetve az ubikvitinalagtisorténik [38].

Intenziv kutatasok folynak ezen szignalitvonal sggdomasainak célzott gatlasanak
lehetiségei utan (3. abra). Jelenleg még csak in vitsérldti stddiumban Iévvegylletek
ismertek, melyek potencidlisan befolydsolhatjdk etutpt. Antitestek késziltek a Wnt
receptorok ellen. Masik tamadaspont a TCF pésatenin komplex keégaés [50,51].
Nehézséget okoz, hogy a &biely atfedést mutat az E-cadherin dtillyel, mely a fentiek
alapjan fontos szerepet tolt be az intercellul&aapcsolatokban. Ismert tény, hogy a COX
gatlok csokkentik a colorectalis carcinoma kialdsukockazatat, FAP-ban a COX-2 gatlé
celecoxib az FDA altal engedélyezett gyogyszer. BXe2 gatlok egyeb hatasaik mellett
befolyasolhatjak a Wnt jelutat is, mivel a prosiadinok gatoljak a sejtben [&catenin
lebontasat [52].
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3. abra A p-catenin-Wnt szignalutvonal potencialis farmakoédgibefolydsolasdnak
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Korabbi k6zlemények alapjan ismert, hog-aatenin és intranukleéaris akkumulaciéja és az
E-cadherin membranexpressziojanak cstkkenése stej@szik a tumor progresszidban
colorectalis rakban [53,54,55].

Tovabbi fontos, a colorectalis carcinogenesisberrefet jatsz6 szignalat a
transzformalé growth factor- TGF [56]. A TGH sejtfelszini membran receptorral
rendelkezik, melynek extracellularis doménje f&deh ligand kotésért. Intracellularis doménje
szerin/treonin kindz aktivitdssal rendelkezik. ligakotés utdn a TGF1. és 2. receptorok
heterodimert képeznek, elinditva a szignaltranszidak A kovetked lépc® a SMAD
fehérjék aktivalasa, majd a SMAD2/4 vagy SMAD3/4mglex jut be a sejtmagba, ahol
gének transzkripciéjat szabalyozza. Célgénjei kézidiklin dependens kinaz inhibitorok
jelensek, mint a p15ink és a p21CIP, de tovabbi szamas ig szabalyoz. A jelut tovabbi
tobb esemény is @dézheti, pl. a receptor inaktivalodas, ami MSI twokban térténhet meg.
Vastagbél carcinoma 30%-aban kimutathaté a recapiatécidja és az esemény a &és
MSI tumorokban, de a MSS tumorok 15%-aban is kithat® [57,58]. A SMAD2, vagy
SMAD4 mutacidja is kimutathatd vastagbél carcinobzk [59]. A SMAD4 génje a 18g-n
helyezkedik el, mely kromoszéma régié delécidja kgga kimutathaté vastagbél
carcinomaban. A SMAD4 expresszid immunhisztokémgpiis kimutathatd, és néhany
tanulmany szerint az expresszios szintje Osszefifigggéutat a nyirokcsomo attétek
megjelenésével és a tumor prognozissal [60], vaiaar 5-FU terapiara adott valasszal [61].

18qg deléci6. Ez a kromoszdéma alteraci6 a leggybkoitogenetikai eltérés a
vastagbél carcinomaban. A 18-as kromoszéma hosarj@nkk delécidja a colorectalis
carcinomak kb. 70%-aban kimutathatd. Ezen a kroomsz szakaszon talalhato tobbek
kozott a SMAD4 illetve a deleted in colon canceC@ génje, de a SMAD2 és SMAD7
génje is itt helyezkedik el. igy ezen kromoszomdktécio feltehéten- legalabbis részben a
fentebb emlitett TG szigndlltvonal deregulacioja révén jatszik szerepe colon
carcinogenesisben. A 18q delécio rossz prognozigsall [62].

A p53 (TP53) egy tumor szuppresszor gén, melynetaonija a colorectalis rakok
tobb mint felében kimutathatd [63]. A sejtciklusbbetdltdtt szerepe miatt a gendirzsje
nevet is kapta. DNS karosodas esetén megakadalymzzejt sejtciklusba |épését és az
osztddast mindaddig, mig a hibat a sejt ki nemtjjavAmennyiben nem lehetséges a hiba
javitdsa, ugy az apoptosis programot inditja bermdb sejtekben a p53 féléletideje igen

révid, mintegy 20 perc, majd lebomlik. DNS karosed#@atasara a p53 poszttranszlacios
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modositason esik at, mega féléletideje és transzkripcios faktorként aktdék. A p53 altal
indukalt gének kozul a legfontosabbak sejtciklagpst okoznak [64]. Ez a stop a G1 fazisban
kovetkezik be és a CDKN1A transzkripcidjaval janngek terméke a CDK inhibitor p21. A
p21 ciklin dependens kinazokat képes inaktivalligtvie megakadalyozza az RB protein
foszforilaciojat [65]. Az RB protein a sejtcikluzabalyozasaban kulcsszerepet tolt be.
Mitogén szignal hatasara a ciklin dependens kin&gdivalédnak, és hiperfoszforilaldédik az
RB protein, mely ennek hatasara inaktivalodik, Zalsadul az E2F transzkripciés faktor. A
sejt végigmegy a sejtcikluson és megtorténik a Dbidikacidé. M fazisban az RB protein
defoszforilalodik, mely a sejtciklus terminalasaheazet [66]. A p53 DNS karosodast
felismel képességének mechanizmusa nem ismert, de kétrpkindz, az ATM és ATR-
ataxia teleangiectasia mutated proteinek szerefpdieane. DNS hiba esetén ezen kindzok
foszforilaljadk a p53-at és DNS hibajavito fehérjglaktivalva ezaltal azokat. A p53 mutacio,
ha mindkét allél inaktivacidjaval jar, ezen hatéssksét eredményezi [67]. P53 mutacié az
carcinogenesisben, és bér kiterjedt kutatdsok dklyeziranyban, nem igazolédott sem
prognosztikus, sem prediktiv szerepe [68,69,70].

EGFR szignalatvonal. Az epidermalis ndvekedési daldzignalltvonal az elmult
években a legismertebb intracellularis transzdukditvonalla valt az onkolégidban, lévén
hogy tébb, az atvonalat szelektiven blokkolni képegyuletet fejlesztettek ki, melyeket
sikerrel alkalmaztak olyan gyakori daganatokbamtraivastagbélrak, gyomorrak, tiidk és
embrak. Az EGFR a human epidermalis ndvekedési fatdoeptor csalad (HER-erB) tagja
[71]. A receptor csalddnak négy tagja van: EGFR/HEBR A receptor egy tirozin-kindz
aktivitdssal rendelkéz transzmembran protein. Aktivalédasa kulcseseménytumor
novekedésben és progresszidban, beleértve az angsigt, invaziot és metastasis képzést.
Ligand koétés nélkil monomerként helyezkedik el anmménban. Ligand kapcsolodas utan
mintegy 5-10 percet télt a membranban a receptajd @ membranbal internalizacioval kerdl
be a sejt belsejébe. Az endosomaban is kifejtheivddd hatasat. Az internalizalt receptor
lysosomakban lebomolhat, de lelstg van defoszforilaciéra és az inaktivalt receptor
ismételt membranba kerulésére is [72,73]. Ligakdséizil a legfontosabbak az EGF, a TGF,
az amphiregulin és az epiregulin [74]. A HER2 nemdelkezik liganddal. A receptor-ligand
kapcsoldodas a receptor dimerizacidjat eredményetiejohet homodimer is, de leginkabb
heterodimer formalddik. A dimerizacié okozta szeste valtozasok teszik lehiaté az
intracellularis domain aktivalédasat és a tirozinak aktivalédasat [75]. A receptor- ligand

kapcsolodas mitogen szignalizacios kaszkadot ieldit ligand és a dimerizacids partner,
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valamint esetleges internalizacio fliggvényében ssantvonalon, tébbek kozott a RAS-

MAPK, PI3K-Akt és foszfolipaz C utvonalakon. A sm#jtranszdukcié eredménye a

sejtproliferaciét stimulalé transzkripcios faktoraktivalasa, példaul a Myc, RSK, NF-

kappaB [76,77]. Az EGFR overexpresszidja szamo®tuipusban kimutathaté és altalaban
rossz prognozist jelez [78]. A tumorokban az EGRR®omal tobbféleképpen kerilhet ki a

szabalyozas aldl. Részben maganak az EGFR moddjadaeredményeképp, példaul a

receptor és/vagy a ligand fokozott expresszidjeemévamit példaul a gén amplifikacioja

eredményez [79]. Masik lelisteg az EGFR gén mutacioja, mely kovetkeztébendigpaitkil

is képes a szignalutvonalat aktivalni. Esetlegamdiularis részt nem tartalmazo- trunkalt
receptor jelenléte révén. Az EGFR mutaciok tulnyaésre a 18., 19., 21. exonban talalhato,
€s a tirozin kinaz gatlék iranti érzékenységereléed mutaciok 99%-a is itt talalhato [80,81].

A rezisztencia mutaciok, példaul a T790M a 20. éantalalhato [82]. Ezek a felsorolt

mutaciok a colorectalis rakban ritkak. Az Gtvonidingacidjanak gyakoribb oka a jelatvitelben

résztvev tovabbi komponensek aktivacioja.

Az EGFR duatvonal legismertebb gatléi magat az EGREReptort gatoljak. Két
csoportjuk ismert: 1. az extracellularis domén rellenonoklonalis antitestek, mint a
chimericus cetuximab és a teljesen human pamiturbuaaz intracellularis tirozin kinaz
domént gatldé kismolekulaju vegyuletek, mint a geilit és erlotinib. Ez utdbbi vegylletek
alkalmazasa 6képp a NSCLC kezelésében hozott eredményeket, migoaoklonalis
antitestek a metastatizalo colorectalis carcinomzelésében hasznalatosak [83]. Az EGFR
receptor ligand kapcsolddasa, tbbb szignalizaciesnalat indit el. Ezek a szignalatvonalak
intracellularisan  szoros interakciokat mutatnak, lymea tumorsejteknek escape
mechanismusokat- menekulési Utvonalakat kinalhaantscmakoldgiailag blokkolt szignalut
.-megkerilésére”, mely a terapia rezisztencia oketl¢ll]. A szamos terapia rezisztens eset
miatt igen fontos olyan biomarkereket azonositamelyek képesek é&tejelezni a terapias
hatést, és igy kijeldlhetik azon betegeket, aki€kott terapidbdl profitdlhatnak. A terapias
valasz &djelzésében tébb marker szerepét is vizsgaltédk. dsratesen legidzor az EGFR
kimutathatosagat vizsgaltak. Az EGFR immunhisztakékimutatasa (IHC) azonban nem
alkalmas a terapias valaszorgjelzésére. Kezdetben a tumorsejtek 1%-anak EGFR-
pozitivitasat elegertthek vélték, azonban objektiv terapias valasz olhao is kimutathato
volt, ahol a tumor IHC-val EGFR negativnak bizony84]. Ennek szamos oka lehet: 1. Az
IHC nem ugyanazt az epitépot mutatja ki, melyet eadpias antitest felismer. 2. A
tumorszovet feldolgozasa okozta kimutathatésagbrisegek. 3. Az IHC szemikvantitativ

modszer, nagy interobszerver variaciokkal. 4. I$peogy a primer tumor €s a metastasis
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EGFR expresszidja kozott kiulénbség lehet [85]. 7. BAGFR lehet alacsony és magas
affinitdsd, melyeket az IHC nem tudja elkilonitg86]. 6. Az EGFR foszforilacids statusz is
befolyasolja a szignalut aktivitasat, melyet Guggtan nem tud kimutatni a hagyomanyos
IHC. 7. Végul az EGFR altal aktivalt szignalutakiedeusai miatt is éifordulhat, hogy az
EGFR jelenléte nem eredményez terapias valaszE®@ER gén aktivalo mutacidi, melyek
egyéb daganatokban pl. NSCLC-ban gyakoriak, igdsdkivastagbél carcinomaban [80,81].
A vastagbél carcinomak kis részében kimutathatééam gmplifikacioja, mely FISH-el
detektalhato [79]. Eddigi adatok szerint azon betegkiknél a tumorban haromnal kevesebb
EGFR génképia mutathaté ki, kicsi a terapias valealbszitisége, mig az emelkedett
képiaszam esetén magasabb az EGFR-targeted terdpsr ardnya, és a PFS is hosszabb
[87]. Az EGFR gén koépiaszam ugyanakkor onalld posgtikai jelentséggel nem
rendelkezik. A fentiek mellett a jelatviteli ut thballomasat is vizsgaltdk. A KRAS a ras
géncsalad tagja, egy GTP-&Oproteint kédol, amely az egyik fontos szignaltmahser
molekula, mely 6nmagat inaktivalni képes, a GTP-Gi#foszforilacio révén [88]. A ras
protein GTP kaidés utan aktivalodik, és a szignalkaszkad kovétkagjat aktivalja: a RAF,
majd a MAP2K aktivalddik. Aktivalédhat a PI3K is,szignalutak kapcsolédasa révén [89].
Vastagbél carcinomak 56%-ban mutathatd ki mutaciKRAS, BRAF, PI3K gének

valamelyikében.(4. abra)
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4. abra. Az EGFR szignalut és a leggyakoribb mutéciok igredaton (Pritchard és mtsa
[83])

A KRAS mutéacié edfordulasi aranya 35-45%, ez a legnagyobb gyakahisggnmutacio a
fentiek kozul. A KRAS mutéacié leggyakoribb a 2-esoe 12. (82%) vagy 13. (18%)
kodonjaban. Ezek a mutaciok a katalitikus centrdiimyezetében eredményeznek valtozast.
A mutans KRAS gén altal kodolt RAS protein a GTRékkonformécidban rogzil, a GTPaz
aktivitas kiesése miatt elmarad a defoszforilacdéaéprotein folyamatos szignaltovabbitast
végez [90]. A KRAS mutacio az adenoma- carcinonmekeznciaban az APC mutacié utan
kovetkezik be, de még mindig korai esemény a caganesisben [91]. A primer tumor és
metastasisanak KRAS statusza konkordans, csak dlisiszazalékban lehet kilonbség [92].
Ez a tény nagyon fontos, mivel az esetek tébbségéietastatizaldo tumoros betegségben a
primer tumor szévetmintaja all a molekularis patidd vizsgalatok rendelkezésére, és csak

ritkan van lehdiség a metastasist vizsgalni. Szamos tanulmany ligaaoKRAS statusz
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jelentbségét az EGFR-targeted terapia hatasossagafieljetdésében. A cetuximab vagy
panitumumab hatasossaganak a KRAS mutacios statftsprediktora. A KRAS mutacio
esetén szignifikansan alacsonyabb a PFS, mint atipadl KRAS esetén. Az OPUS és
CRYSTAL study-k végeredmeényei bizonyitjdk, hogy ®UFOX/FOLFIRI kemoterapia
kiegészitése cetuximabbal KRAS mutacio esetén mamn hatasos [93,94]. A fenti KRAS
mutéciok negativ prediktiv értéke igen magas, aaord 12/13 kodonban vad tipusi KRAS
mellett is csak a betegek 30%-aban hatékony az EGgeted terdpia, mely tovabbi
biomarkerek szerepére utal. Az egyik ilyen térydehet még a KRAS 61. vagy 146.
kodonjaban lé§ mutacio is [95]. Colorectalis carcinomaban a BRAHEtaciok gyakorisaga
10-15% kordli. A BRAF és KRAS mutéacié egytttesemrferdul eb, igy vad tipusi KRAS
esetén 10-15% a BRAF mutacié gyakorisdga. A BRARagiak talnyomo része a V600E
jelzédi, mely egy baziscsere révén egy glutamat-valinétseredményez a proteinben. A
BRAF mutacié gyakoribb MSI tumorokban, itt 50% kibréaz ebfordulasa, mig MSS
tumorokban 5% kortli. Azonban a HNPCC-es esetekdyakorlatilag nincs BRAF mutacio
[26]. Egyes kdzlemények szerint a BRAF V600E mudtitartalmazo tumorok esetén az
EGFR-targeted terapia hatastalannak bizonyult [9%].multikindz inhibitor sorafenib
helyredllithatia az EGFR inhibitorok iranti szenzthst BRAF-mutans colorectalis
carcinoma sejtvonalakban. Kombinalt sorafenib daximab terapia hatékonysaga vizsgalat
alatt all. PI3K mutaciok gyakorisaga vastagbél icenmaban <20%. Leggyakoribb a p110alfa
katalitikus subunitot érigt mutaciok. Aktivaldo PI3K mutacidk, vagy a jelutaegativan
regulaldé PTEN expresszio elvesztése cetuximab zterisiaval jarhat [97,98]. Cetuximab
rezisztens vastagbél carcinoma sejtvonal esetéxiogib és mTOR inhibitor everolimus
helyredllithatja a cetuximab iranti szenzitivit§9]. Colorectalis carcinoméban a PI3K vagy
BRAF mutacio gyakrabban forduléehékben.

3.2.3. A vastagbél carcinoma csoportositasa a molééris jellegzetességek alapjan

A fentebb leirt, illetve a tovabbi szamos, nem leiszett epigenetikus és genetikus eltérések
egy adott colorectalis tumorban nem mind fordulredk A fenti genetikai események

bizonyos csoportokban jelennek meg, és a vastagir€inoma molekularis sajatossagai
alapjan val6 csoportositasara ad lékéget [5,6]. Ezen molekularis patogenezis alapjan

kulonbo® csoportok kimutatasa bizonyos prognosztikai épiarprediktiv szereppel is bir.
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Mindezen ismeretek tikrében ma ugy vélik, hogy stagbél carcinoma esetek tulnyomo
része, mintegy 80-85%-a a klasszikus adenoma-nmana szekvencian keresztil &gjik ki.
Ezen tumorok genetikai hatterére jellégma kromoszomdlis instabilitds, a mikroszatellita
stabil megjelenés. A kromoszomalis instabilitasttroakogének és tumor szuppresszor gének
mutacioi illetve delécidi halmozddnak fel. A |épestesen felnalmozddd genetikai eltérések
jellegzetes morfolégiaval tarsulnak. Jellegzetegsakesemény az APC mutacié és a
Whnt/catenin szigndlat érintettsége, majd a KRAS auidt gyakori elfordulasa. Kovetkez
esemény lehet a 18921 delécio, végul a p53 mutacioj

A colorectalis carcinoma esetek fennmaradd mintegyl5%-a a mismatch repair gének
eltérései révén alakulnak ki. Jelletna mikroszatellita instabilitas, és ugyanakkor a
kromoszoma stabilitds. Ebbe a csoportba tartoHN®CC-Lynch- szindréma, mely a MMR
gének valamelyikének germline mutacioja miatt aldkués az egyik leggyakoribb 6roklott
vastagbélrak tipus [100]. Az MSI utvonalon &eip colorectalis carcinomak kialakulasanak
morfolégiai Iépcéi a serrated neoplasia Gtvonalon helyezkednek el.

A kromoszomalis instabilitas, mikroszatellita idstéas iletve CpG sziget metilator
fenotipus, valamint a KRAS és BRAF, p53 mutaciokenite alapjan a colorectalis
carcinoma 6 genetikai alcsoportja kulonithek

1. MSS/CIMP- (30-35%): férfi predominancia, KRAS téaci6, CIN negativ.

2. MSS/MSI-low-CIMP-0: (40%): CIN pozitiv, vad tipdh KRAS, BRAF, nincs nemi
predilectio.

3. MSI-L/MSS/CIMP high (5-10%): isb 5k, BRAF mutacio, vad tipusu p53, CIN negativ.
Rosszul differencialt, rossz prognozis.

4. MSI-H/CIMP high (10%): MLH1 metilaci6, BRAF mut#®, vad p53 és megtartott p21
expresszid, CIN negativ- a klasszikus sporadikud Migorok, idbsebb bk, proximalis
colon, j6 progndzissal.

5. MSI-H CIMP low/0 (5%): ez a csoport foglalja nédg a HNPCC-es eseteket is, de van
ebben a csoportban is sporadikus forma.

6. MSI-L/CIMP low (5%): MGMT metilacio, KRAS mutagi[5,6].

3.3. A colorectalis carcinoma csaladi halmozddasa

A colorectalis carcinoma patogenezisét, molekuldfmusait attekintve, befejezésul az

oroklodés kérdésével kell foglalkozni.
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Klinikai adatok alapjan régota ismert tény, hogwastagbél carcinomak a csaladi
halmozo6das szempontjabdl harom csoportba sorolhaték
Az elsy csoportba tartoznak a sporadikus vastagbélrakalyek a colorectalis carcinoma
esetek tulnyomo részét, mintegy 70%-at teszik kief/a mutatnak csaladi halmozédast. Ezen
daganatok az egyén életében a colon epitheliumb&il@nféle kérnyezeti faktorok, és
carcinogének eredményezte genetikai eltérésekdratatakulnak ki.
A colorectalis carcinomak masodik csoportjaba t@artesetekben familiaris halmozottsag all
fenn. Familiaris halmozottsagrél akkor beszélirk légaldbb egy edéoku rokonnal ismert
colorectalis carcinoma, de nem bizonyitott az dtddseg. (10-30%)
A harmadik csoportba tartoznak az 6l colorectalis carcinoma szindromak, melyek a
csaladban mendeli szabalyok alapjan recessziv dagynans modon oréédinek [101].
Az Orokletes colorectalis carcinoma szindromak kdeggyakoribb a HNPCC vagy mas
néven Lynch-szindréma, melyben valamelyik MMR gérngline mutacidja mutathaté ki
[100]. Ez a csoport teszi ki az 6sszes colorectalisinoma 2-4%-at. A HNPCC-re jelletha
colorectalis tumorok csaladi halmozddasa, mas skeaganatainak tarsulasa-éelegesen
endometrium, huagyuti, vékonybél és ovarium carciabnmegjelenése. A HNPCC-es
paciensek colorectalis tumora tébbnyire fiatalabdikérban jelentkezik, mint a sporadikus
tumorok, gyakoribbak a jobb colonfélben, gyakosyamchron vagy metachron tébbes tumor
tumort infiltrald lymphocytak jelenléte. Az altakab kedvedtlennek tartott széveti tipus
ellenére a prognodzis tébbnyire jobb, mint a spdnagivastagbél carcinomakra jelledr{d7].
Li-Fraumeni-szindrbma: autoszomalis dominans Osikiénettel jellemezhé&t korkép,
melyben a p53 germline mutécidja igazolhat6. A tatkmeni-szindromas betegekben
kialakul6 tumorok 7%-a vastagbélrak. Az ily modoial&kulod colorectalis carcinomak 45
eves kor korul jelentkeznek, 1:5 férfié arany észlelhét[102].
Familiaris adenomatosus polyposis coli szindromAP:FA FAP az 0sszes colorectalis
carcinoma kevesebb mint 1%-&t teszi ki, gyakorisd&000-1/30000 Uujszulott per év.
Hatteréeben az APC gén (5g921-22) germline mutacidjatathatd ki, és autoszomalis
dominans oroklésmenet jellemzi. Klinikailag a nagiymd, akar tobb ezer adenomatosus
polyp megjelenése jellemzi, mar a 10-20. életéviok. Colorectalis carcinoma kialakulasa
a 40. életévre csaknem 100% val68zéti, de a carcinoma rizikd 20-25 éves korban is mar
1-6%. Tovabbi manifesztacioi: desmoid tumorok, ¢semostosisok, endostosisok, fog
abnormitasok. Variansai a Gardner-szindroma, melybaltiplex epidermalis cystak is jelen

vannak és Turcot-szindroma, melyben agytumorokik@ss is jelen van [103,104].
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Juvenilis polyposis. A juvenilis polyposis gyak@uga mintegy tizede a FAP gyakorisaganak.
Szintén autoszomalis dominans 6roklésmenet jelletagiobbszér a SMAD4/DPC4 tumor
szuppresszor génben van mutacié. A gastrointestitraktusban multiplex juvenilis polyp
lép fel. Colorectalis carcinoma mellett fokozott ezelti, duodenum és pancreas tumorok
valoszirisége is. A colorectalis carcinoma rizikéja 30-408%, leginkabb 34-45 év kozott
jelentkezik. Egyéb tapcsatornai rak kockazata 1%.,1Bnelyek 58 év korul jelentkeznek
[105].

A Cowden-szindréma autoszomalis dominans oroklésifidadrkép, melyben PTEN mutacio
mutathaté ki, és Kklinikailag multiplex hamartomakellépése jellemzi. Bfordul
trichilemmoma, hamartomatosus vastagbélpolypok, éerfibroadenomak, carcinoma,
pajzsmirigy follicularis adenoma illetve carcinofd@6].

Peutz-Jeghers-szindroma: autoszomalis dominanslésriknet korkép, melyet STK11
(LKB1) mutacio jellemez (19p13). Ez egy tumorszggszor gén treonin-kinaz aktivitassal.
A mutacié a kinaz domént érinti. Klinikailag muctéan pigmentacié, a gyomorban,
vékonybélben és a colonban megjéldramartomatosus polypok jellemzik [107]. Fokozott,
csaknem 100%-0s a malignus tumor rizikd, leggyditoaz emd, colorectalis, gyomor és
pancreas carcinomasébrdulasa [108].

A polyposis szindromak kozé tartozd Cronckhite-Gmszindroma emliteddvegil, mely
azonban nem mutat 6rédklést. Alopécia, kérom rendellenességek, liperpigmentacio, és

hamartomatosus polypok mellett fokozott colorestaeéircinoma riziko jellemzi.

3.4. Prognosztikai faktorok, prediktiv faktorok

A kombinalt sebészi, kemoterapias és irradiaciGelés ellenére a vastagbélrakos betegek
jelentbs része a daganata kovetkeztében hal meg. A kegelégsetben tehat nem vezet
eredmeényre. Emellett szdmos betegben sulyos mebi&kbkat okoznak a kemoterdpias
szerek. A betegek adjuvans kezelése a tumor aratostadiuman alapul, ennek
fuggvényében indikaltak jelenleg a kemoterapiasgialok. A 6 hOnapos posztoperativ
adjuvans kezelés lll. stadiumu colon carcinomasdektben 33%-kal csokkenti a halalozasi
aranyt. Az 5FU leucovorinnal kombindlt oxaliplatiizonyult a leghatékonyabb adjuvans
kezelésnek (3 éves DFS 78%, 5 éves DFS 73,3 %,8948 éves OS) [109]. A Il. stadiumu
betegség kezelését ilkein az irodalmi adatok ellentmondasosak [7,8,9].e&ekés gyakran

hatastalan, a terapias valasz illetve a sulyos ékigditasok fellépése nem josolhaté meg.
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Ennek hatterében a fentebb emlitett éltérolekularis- patoldgiai jellenék allhatnak. A
tumorok kilonbo# molekularis patologiai statusza befolydsolja aikhi kimenetelt. Az 5
éves tulélés |. stadiumban 93,2 %, II/A stadiumB4rv %, II/B stadiumban 72,2 %, llII/A
stadiumban 83,4 %, IlI/B stadiumban 64,1 %, llIAddsumban 44,3 % és IV. stadiumban
8,1%. Az AJCC Uuj stadiumbeosztasanak tekintetébdh/A stadiumu betegek tulélése
szignifikAnsan jobb mint a 11/B staddiumu betegekiét0,001]110].

A kemoterdpia csak 1-5% os tulélésbraft tud adni. Sem a terapiara adott valasz, sem az
esetleges sulyos, nemritkan életveszélyes mellékbktebrejelzése nem megoldott [111].
Tovabbi prognosztikai e€s prediktiv faktorok kerésésvan szikség, hogy ki lehessen
valasztani azon betegeket, akiknekngis lehet az adjuvans kezelés, és akiknél kicsi a
valészirisége a kemoterapia nemkivanatos sulyos mellékliaafsaAz utdbbi évtized
molekularis bioldgiai €és molekularis patologiai &tdtsai szamos Uj informacidval szolgaltak a
daganat kialakulassal és progresszioval kapcsolatbahetvé valt a carcinogenesisben
szerepb bizonyos intracellularis szignalutvonalakba toétéfarmakologiai beavatkozas,
melyek célzott kezelés- targeted terapia, illetiddgiai tAamadaspontu kezelések révén valtak
ismertté. A daganat prognosztikai faktorok olyarrkeeek, melyek a betegség viselkedéseét,
kimenetét jelzik dire, azaz az adott tumor progndzisat mutatjak megm®s faktor valt
ismertté, melyek 6sszefliggést mutatnak a tumopitma adott valaszreakciojaval, igy terapia
prediktiv faktornak tarthatok. Mindkét csoport kata hatalmas irodalommal rendelkezik.
Napjainkban, az egyre szélesebb kdrben hasznalbttddezelések miatt- értliemaodon a

figyelem a prediktiv faktorokra teaott.

3.4.1. Klasszikus prognosztikai faktorok

A colorectalis carcinoma klasszikus prognosztikditérai kozé tartozik a tumor stadium. Jol
ismertek a stadium csoportokra lebontott tuléléktak. Dukes A: 90%, Dukes B: 60%,
Dukes C: 40% és Dukes D: 10% [1].

A stadiumon belul egyértelima nyirokcsomo statusz szerepe. Negativ nyirokcsstatsz
esetén a vizsgalt nyirokcsomok szama befolyasolget®. A legtébb adat arra utal, hogy 12-
nél kevesebb vizsgalt nyirokcsomoé alapjan kimondottkes B stadiumban rosszabb a
prognozis, mintha tdbb nyirokcsomé vizsgélatavahteetdk meg a stadiumot [112, 113].
Ebben szerepet jatszik az is, hogy a nyirokcsor@iekt tobb mint 30%-a 5 mm-nél kisebb

nyirokcsomoban jelentkezik.
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Prognosztikai faktor az életkor- rosszabb a prognéZiatal és iéiskori tumorok esetén.

A nem tekintetében a5k kilatasai szignifikAnsan jobbak.

A tumor lokalizacié prognosztikai szerepét ifleh megoszlanak a kozolt adatok. Altalaban a
bal oldali tumorok rosszabb prognézisuak, illetweeum tumorok rosszabb prognozisuak.
Tovabbi prognosztikai tényék: a sebészi szél tumormentessége, tumor deposilietve
tumor regresszios grade, perineuralis és a nyirokérér invazio jelenléte, tumor szél és
inflammatoricus reakcié jelenléte, a szovettanusigs gradus. Ez utébbival kapcsolatban
erdemes megjegyezni, hogy példaul a mucinosus magréorossz prognozist jelez, azonban
ha HNPCC-ben jelenik meg, akkor még jobb is a pdagna konvencionalis colorectalis
raknal. A perforatio vagy az obstructio is rossagmosztikai jel [114,115,116].

A morfologiai jellem®k sorét vizsgélva, a szdvettani tipusok is ismesgposztikus
hatasuak. A szovettani megjelenést tekintve ismert mucinosus, medullaris,
pecsétgiiriisejtes, illetve kissejtes tipus rossz prognozisakamvenciondlis (NOS)
adenocarcinomahoz képest. A tumorsejtek rhabdaidtfigusa killénésen rossz prognozissal
jar. 1978-ban irtdk le &zo6r a malignus rhabdoid tumort, a Wilms-tumor zoggognozisu
rhabdomyosarcomatoid variansaként [117]. Az azdtalteidében szamos extrarenalis
lokalizacioban is beszamoltak rhabdoid fenotipustiarok ebfordulasarol, tobbek kozott
lagyrészekben, agyban, hugyholyagban, prosztatabhgerusban és a gastrointestinalis

traktusban is.

3.4.2. Molekuléris prognosztikai faktorok

Fenti klasszikusnak tekinthiiet morfoldgiai, klinikopatologiai faktorok mellett &mos,
molekularis markert vizsgaltak az utobbi évekbenjon rendelkeznek-e prognosztikus
hatdssal. Kulondésen a Dukes B2- Stagell tumorokébsa nagyon nagy szikség lenne
prognosztikus markerekre és terapia prediktiv nrakke, mert leginkabb ezen betegcsoport
kezelése kérdéses. Nem egyértelmely betegek profitdlnak az adjuvans kemoterapjas
kik azok akiknél feltehéen nem varhato terapias valasz [118]. Mig adredlaladott,
metastatizalé colorectalis carcinoma célzott te&japal kapcsolatban igen sok tapasztalat
gyilt 6ssze a prediktiv markerek szerepét dibet, addig ez a feladat a Il. stadiumu
tumorokban jorészt még megoldatlan. A szamos viasgfddsszegezve, a jelenleg leginkabb
elfogadott prognosztikus ért@&knolekularis markerek: Mikroszatellita instabilithsedve?),
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kromoszoma instabilitas (kedvilen), 18q delécidé (kedvétlen), BRAF V600E mutacio
(kedvedtlen), KRAS mutacid, PIK3CA mutéacio- mindkéttedvedtlen [119,120].

3.4.3. A kemoterapia prediktiv faktorai

A célzott terapia fentebb részletezett biomarkeneilett kutatasok folynak a kemoterapia
prediktiv markerei irdnyaban is.

A colorectalis carcinoma adjuvans kezelésében rmkabtt standard gyogyszer az 5-FU. Az
5-FU az antimetabolitok csoportjaba tartoz6 vegdyiepirimidinbazis modositasaval, az 5.
pozicibban 1é§ hidrogén fluorra cserélésével hoztak létre. Az b-Fatasanak of
mechanizmusa a TS gatlasa. A sejtekben a timidyetlsm de novo forrasa a TS. Mivel a
timidin esszenciadlis a DNS szintézisben, igy a T&laga a sejt proliferatio gatlasat
eredmeényezi. Emellett hatdsdnak méasik mehanizmu&N&-be tortéh beépilése. Mivel a
DNS szintézis a sejtitkddés esszencidlis funkcidja, ezért az evoluciarsedbb anyagcsere
utvonal is kialakult, igy a sejtek potencialisaka#nazkodni képesek az antimetabolitok
hatasahoz [121]. Ez kulondsen igaz a tumorsejteRetyekben a DNS szintézis metabolitjai
de novo és salvage utvonalakon egymast kiegésaitikédik (5. abra). Mivel az adjuvans
kemoterapia szamos sulyos mellékhatast okozhatréiggta fennall az igény arra, hogy ki
lehessen valasztani azon betegket, akiknél feliehetatasos lehet a kemoterapia [122, 123].
5-FU kemoterapia esetén mar ismert a MSI| negaddikiiv szerepe [124]. Emellett tovabbi,
az 5-FU hatast étejelz, potencialis prediktiv markerek is ismertek. Aftegosabbak a
timidilat-szintaz, a timidilat-foszforilaz, dihidparimidin-dehidrogendz és a metilén-
tetrahidrofolat-reduktdaz (MTHFR). A TS express@anémos szefzvizsgalat mar colorectalis
carcinomaban. A fokozott TS expresszié Il. stadiunmorokban a kdézlemeények egy része
szerint rossz prognozissal tarsul. Emellett a Tresszid prediktiv szerepét is vizsgaltak.
Korai kozlemények azt mutattdk, hogy a magas T3esszio esetén kisebb az 5-FU kezelés
hatasa. A legpontosabb eredmények a TS mMRNS-szZIMPER reakcioval tortén
meghatarozasabol szarmaztak. Emellett a TS gém@dizmus illetve a gén esetleges

amplifikacioja is szerepet jatszik az 5-FU reziszta kialakulasaban [125, 126].
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5. dbra Az 5-FU intracellularis metabolizmusa és a TS kagata (Kralovanszky és mtsai
[126])

Lebontas

A metastaticus colorectalis carcinoma kezelésébplatina vegyuletek koézil az oxaliplatin
az egyik standard gyogyszer [127]. Az oxaliplaterapias hatasanak éedjelzésével
kapcsolatban az excision repair cross complementgtioup 1 (ERCC1) protein szerepe valt
ismertté az elmult években. Az ERCC1 a nukleotidizas repair rendszer tagja (NER),
mely tobb mint 30 fehérjé all és a 2-30 nukleotid hosszUsagu szakaszokrddlitasat
végzi, bleg az UV-fény és a kemoterapetikumok hataséat pasolja [128]. Ezenkivil a
gomba alkaloid, az illudin, vagy a dohanyzas s@&zervezetbe kekiipoliciklikus aromas
szénhidrogének altal okozott karosodasokat is jjavih fehérje heterodimert képez a
xeroderma pigmentosum F csoportjaval, és kivagjahkibat. Mikodésének ets |épése a
karosodas felismerése. A NER tovabbi folyamataibatekerik a kérosodott DNS-t,
hozzaférhdivé vélik az endonukledzok szamara. A kivagott 24rBKleotidot a DNS-
polimeraz Ujraszintetizalja (6.abra) [129,130]. BRCC1 gén expresszido meértéke aranyban
all az oxaliplatinra adott véalasszal. Magas ERCC{presszio esetén valds#inaz

oxaliplatinnal szembeni rezisztencia [131,132].
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6. abra. A NER szerepe (Bohanes és mtsai [128])
A. Platina indukalt DNS karosodas létrejotte
B. DNS karosodas felismerése
C. Endonukleazok kihasitjak a karosodott DNS szzka
D. DNS repair szintézis

3.5. Szoveti multiblokk- tissue microarray (TMA) mdadszer

A TMA modszer elnevezés a szoveti multiblokk- tessmicroarray angol kifejezés

kezdbetiib6l szarmazik. Mindezidaig a modszer lényegét jobbsygragadd magyar név

nem sziletett meg, igy a mindennapokban szinterdlem az eredeti angol megnevezeés
roviditése hasznalatos. Ezen metodika viszonylagd rindltra tekinthet vissza. 1986-ban

publikalta Battifora munkacsoportja eredményeike83], majd a metodikdt Kononen és
tarsai tokeéletesitették [134,135]. Az elmult éveklmzamos nagy tanulmany vizsgalta és
igazolta a modszer hasznalhatésagat, mint highgimout metodika a daganat proteomikai
kutatasokban [136,137].
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Bar el$dlegesen proteomikai vizsgalatok céljara fejleseketki, de alkalmas FISH
reakciok segitségével DNS sfintizsgalatok, elésorban génamplifikacidk, vagy delécidk
illetve transzlokaciok vizsgalatara is.

A TMA metodika Iényegét nagyszamu paraffinba agytazadvetmintabdl szarmazé
szovethengerek egy recipiens blokkba 0sszeépitgsezk mely utan a kész multiblokkokon
a szokasos hisztologiai technikak, immunhisztokémiaeakciok és FISH reakciok
elvégezhetek. Egy TMA blokkba akar tébb szaz kulon-kilén Hb&l szarmazo
szovethengerek- core-ok épitbietegybe, igy a modszer segitségével egiiidgjlehet sok
szaz beteg mintajat vizsgalni (7. abra). Ennek #d@mében a technika kiemelkish
kedved koltség-haszon aradnnyal rendelkezik. Azonban neak canyagi (és kényelmi)
megfontolasok szélnak a TMA metodika alkalmazasdlethe hanem az a tény is, hogy
ugyanazon standard reakciokortilmeényeket- antigédrés, reagens koncentracio, inkubacios
id6, hémérséklet- tudja biztositani a vizsgalt mintak neggikénél, ami a kapott eredmények
korabbinal sokkal nagyobb pontossagat eredményezi.

Nem KkertlhetjUk meg a modszer elvi bemutatdsanabiddgiai- tumorbioldgiai
kutatdsokban ugyszintén kodzkedvelt DNS chipek- <hgrray metodikaval tortén
Osszevetest. Mig a DNS-chip moddszerrel egy-egy aban tobb ezer gén expresszioja
vizsgalhato, a TMA modszerben egy-egy gén vagyegerdk vizsgalhatd sok szaz mintaban
(8.4bra) [138].

A

AN

7. dbra: A hagyomanyos metszetkészités (A) és a TMA (B) méd#$sszehasonlitasa
(Krenacs T [138])
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8. abra: A DNS-chip és a TMA modszer 6ssehasonlitasa (Kieimafl38])

A TMA metodika nyilvdnval6 €inyei miatt rovid torténete ellenére is szélesikorelterjedt,
kozkedvelt modszerré valt az utdbbi években a tbiotirgiai kutatasokban. &hyei mellett
azonban szamos hatranya is van a metodikanak. fAnegabb hatranyok a kovetkdz A
metodika elédlegesen paraffinos mintak feldolgozasara szol@#t vannak informalis
adatok és szorvanyos emlitések friss fagyasztottesmintak ilyen jelled vizsgalatarol, a
szamos technikai buktatdé miatt gyakorlatilag nagjban csak paraffinos mintédk jonnek
szamitasba a TMA alapu vizsgalatoknal. Nagyon kgrhakranyakéent emlith&t hogy egy-
egy tumor mintabdl csak egy kis teriilet -core- k&réimelésre és a TMA blokkba beépitésre,
amely nem biztos, hogy ké#n reprezentativ. A kiemelt ,core” nem reprezemtatiltanak
szamos oka lehet. 1. &brdulhat, hogy a leggondosabb tervezés ellenége dere henger
nem tartalmaz tumorszdvetet, vagy csak minimalisimorszovet tartalma. 2. Lehetséges,
hogy tulnyomorészt necroticus tertlet kertl kiersgdé 3. Ismert az intratumoralis
heterogenitas jelensége, mind a tumor fenotipusthd na genotipust illéen. A minta
reprezentativitas kérdésénél nem szabad elfelejteqy a klasszikus, nagy metszeten végzett
immunhisztokémiai reakciok, vagy a DNS alapu vitsgk is a sokszor 4-10 cm
mérettartomanyban lévtumoroknak csak néhany szazalékat vizsgaljak, agyesetleges
intratumoralis heterogenitas miatti eltéréseketlasdzikus vizsgalomoddszerek sem tudjak
teljesen kikliszobdlni. 4. Tovabba a szovettanidigidzas, fixalas, viztelenités és paraffinba
agyazas regionalis egyenetlenségei midifioetiulhat, hogy a kivalasztott szévethenger nem
megfeleb az immunhisztokémiai vizsgalat vagy FISH reak@ara, alnegativ vagy esetleg
alpozitiv reakciot eredmeényezve. Ezeket a hibateégeket kikliszoboleddn, az irodalom
egy-egy tumormintabdl 2-5 kulonb&terilettdl szarmazd szovethenger kiemelését javasolja.
A kész TMA metszeteki core-ok lesodrodhatnak vagy sulyosan karosodkatAa ilyen
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modon elveszett, értékelhetetlen core-ok aranyB5%-kozott olvashatjuk az irodalomban.
Ha az egy tumorbdl szarmaz6 core-ok tobb mint fakékelhetetlenné valt, akkor azon
mintabol Uj core-ok kivétele és Gjabb TMA konstridka indokolt. Esetenként a kész TMA
metszeten valo tajékozédasi hiba eredményezhetafdddokat. A TMA metszetben valo
mindenkor helyes tajékozodast a megtel&bnstrukcioval, illetve a sorok azonositasat
szolgalo jeldanyag beépitésével lehet megoldani. A legutobbkldse lehetségessé Valt és a
legtobb hisztopatoldgiai laborban eléthed kész TMA metszetek digitalizalasa metszet
scanner alkalmazasaval. A beszkennelt metszetekeszamitégép képeréjgn kdénnyedén
lehet az egyes core-okat azonositani.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a TMA-moédszaunka-, anyag- és
koltséghatékony, aminek mértéke az egy blokkbaetpitintdk szamaval aranyos. Tovabba
az azonos reakciokorulmények miatt a moédszer We®tenértéek standardizalast tesz
lehetvé [138].

A colorectalis tumorok vizsgélataban is tébben ptbbztak a TMA modszer alkalmazéséaval,
és tobb kdzlemény is megjelent, melyelg-aatenin- E-cadherin rendszert vizsgaltak ilyen
maédon [139, 140, 141,142,143,144].
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4. Célkitiizések

Alapvet ceélkitizésink korai stadiumd, Dukes B2- Il. stadiumu atalis carcinoma
prognosztikai  faktorainak vizsgalata. Munkankbarbképp TMA metodikat és
immunhisztokémiai vizsgalatokat, valamint FISH gakatot kivantunk alkalmazni.

Vizsgalni kivantuk a kovetkék:

1. Az alatalunk hasznalt TMA metodika megbizhatésag metodika validaciojat HNPCC-es
vastagbél carcinomas beteganyagunkon kivantuk eivégMSH2, MSH6, MLH1 mismatch
repair gén proteinek immunhisztokémiai kimutatasas.

2. Vizsgalni kivantuk, hogy g-catenin és E-cadherin expresszié immunhisztokémiali
kimutatasa segit-e Dukes B2- Il. stadiumu colotectacarcinoma prognézisanak
meghatarozasaban, hasznalhat6-e prognosztikariekiio

Tovabba vizsgélni kivantuk, befolyasolja-e ezen kébtein expresszibja a metastasis
kialakulasanak valsziségét.

3. Nagyobb betegszamu Dukes B2- Il. stadiumu betggartban klasszikus faktorok: életkor,
tumor lokalizacio, nem, szévettani grade, feldolgbnyirokcsomok szama, adjuvans kezelés
szerepe mellett a mar fentebb is emlifetiatenin és E-cadherin expresszid, valamint tovabbi
molekularis markerek: p53, p21, p16, MSH2, MLH1, G TS prognosztikai szerepét is
vizsgalni kivantuk.

4. Az eszlelt 6sszefluggéseket egyrehaladott stadiumban Iévvastagbél tumoros
betegcsoportban is ell@rizni kivantuk. AB-catenin, E-cadherin, p53, p21, MSH2, MSH6,
MLH1, EGFR és TS vizsgalatunkat kiegészitettik &CE1 protein kimutatasaval, hogy
megallapitsuk, az ERCC1 immunhisztokémiai kimutatakalmas-e az oxaliplatin terapias
valasz abrejelzésére.

5. Vizsgalni kivantuk, hogy az altalunk alkalmazdMA metodika leheivé teszi-e FISH
vizsgalatok elvégzését. Ezen dsszefiggésben EGRRamelifikacio kimutatasatirtik ki
célul, parhuzamosan az EGFR expresszi6é immunhiéai@k kimutatasaval.

6. A rutin diagnosztikus munka soran észlelt ritkaabdoid szovettani fenotipusu tumor
részletes jellemzése mellett irodalmi attekintést wégziink, a rhabdoid fenotipus
prognosztikai jelerfiségének meghatarozasa céljabdl.
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5. Betegek, anyagok és mdédszerek

5.1 TMA validéacié

Kordbbi években Klinkankon elke#dott a HNPCC-es vastagbél carcinomas betegek és
csaladjaik vizsgalata. A munkacsoport eredménygimes kdzleményben publikélta [145,
146,147,148,149].

A HNPCC-es betegek azonositasara tobb diagnosztéigeritmust dolgoztak ki. A
Klinikdnkon dolgozé munkacsoport altal alkalmaatitignosztikus panel egyik lé@dska az
Amsterdam kritériumok alapjan szelektalt colorastahrcinomas betegek tumormintaiban a
mismatch repair gén proteinek kimutatasa immunbkszhiai modszerrel [150,151,152,153].
Laboratoriumunk ezen a szinten kapcsolddott be REIBFes munkacsoport vizsgalataiba.
Ezen betegcsoport mintain kivantuk a TMA validaaizsgalatunkat elvégezni.

Az 1996 és 2008 kozott a DEOEC 1. és Il. szamu Sadie Klinikain vastagbélrak miatt
operalt betegek kozul azok kerlltek kivalasztasaiik az Amsterdam és Bethesda
kriteriumoknak megfeleltek. Az igy kivalasztott égek formalinban fixalt, paraffinba
agyazott nitéti anyagat hasznaltuk a mismatch repair gén imeke kimutatasara. A
vizsgalatba 6sszesen 75 beteget vontunk be, kézd#irt és 41 féerfi beteg volt. Minden
beteg szévettani anyagabol hagyomanyos immunhiéat@k feldolgozassal MSH2, MSH6
és MLH1 kimutatasat végeztiink. A kovetkdeépésben ugyanezen betegeltéti anyagabol
szoveti multiblokkot épitettiink.

A TMA blokkok épitésének elsiépése a TMA blokk megtervezése, azaz mennyi sxire
beépitését tervezzik, és azok milyen elosztastsamed& jelen, illetve milyen atmigtiek
lesznek a core-ok. A vizsgalandd tumor blokkokatatablokknak nevezik, mig a core-okat
befogadd TMA blokk a recipiens blokk. A recipienskk olyan paraffinblokk, mely a core-
ok befogadasahoz szikséges nigréehat 0.6-3 mm-es lyukakat tartalmaz. A core-ok
atmebjének és egymastdl valé tavolsaguk fluggvényeberesz KMA blokk tartalmazhat
3x3-tél gyakorlatilag 10x20-ig terjédelosztasban akar 200 core helyet is. Elméletileg
Iényegesen tdbb- akar 1000 is lehetséges- illevéraalmi kézlemények nagyobb core
szamokat is publikalnak, azonban a gyakorlati maglasok ennél kisebb szamokat tartanak
optimalisnak. A TMA blokk épitése torténhet mansaht, félautomata modszerekkel, illetve
teljesen automatizaltan. Sajat munkainkban aut@dlatiTMA épitést végeztink, TMA
Master (3DHistech) készulékkel. Akar manudlisanywaigtomatizaltan torténik a TMA blokk
épités, els |épésként mindig a donor blokkok reprezentativilezeinek kijelolését kell
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elvégezni, az identikus H.E. metszetek alapjant&tetorténik a szévethengerek kiemelése és

a recipiens blokkba, azéek kijel6lt pozicioba behelyezése (9. &bra).

9. &bra: A multiblokk épités menete (Krenacs T [138])

A kész blokkban val6 tajékozédast meghatarozottguzban elhelyezett jetmnyag core, pl
m4j, vese, vagy szivizomszovet core biztositja §boa).

10. abra: Kész szdveti multiblokk
Az elkészilt TMA blokkokat termosztatban &vatosaé Csra melegitjik, majd forro

folyékony paraffinban (70-72 C) olvasztjuk 6sszemavelet nagy figyelmet igényel, mivel a
til hosszu idtartamU Osszeolvasztas a teljes blokk szétfolydasgdményezi, mig a révid
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ideig tarto niivelet esetén az egyes core-ok askés feldolgozas soran kihullhatnak. A kész
TMA blokkok a tovabbiakban ugyanugy kezelékdmint egy egyszérszdévetblokk.

Minden mintabdl 3-3 db 1 mm atnd¢ii core kerilt kiemelésre és 5x10-es elosztasu mwpi
blokkba helyeztik a szovethengereket. Végul ezekerblokkokon is elvégeztik az
immunhisztokémiai reakciokat. Majd a két metodik&agpott eredményeket 6sszevetettik, a

TMA validacié céljabél.

5.2. Rhabdoid szdvettani fenotipus vizsgalata

Esetismertetés:

P.P. 81 éves ferfibeteg. Korabbi betegségei kopdtistata hyperplasia miatti titet,
orrséveény nitét, lagyéksérv miatti fiét szerepel. Ismert vastagbél diverticulosisa. iAmg
pectoris és cardialis decompensatio miatt tobbkebelték belgydgyaszaton, valamint ismert
hasi aorta aneurysméja.

2004. oktébereben subileus, véres széklet miatlyybgyaszati kivizsgalas keé&dott:
gastroscopia, colonoscopia soran nem észleltekrtuimasi CT és ultrahangvizsgalat a colon
descendens kdrnyezetében jelzett tumorra gyanaiadast.

2004. oktéberben ileus miatti exploratioitét soran elzarédast okoz6 tumort talaltak a
vékonybélben, a Treitz szalagtdl 1 m-re, mely afdlasz ki volt tapadva. Ekkor
eltavolitottak a tumoros vékonybélszakaszt és hasfkmmint cseplesz resectiot végeztek.
2005. méarciusdban melaena, gorcstds hasi fajdalmatt mmét nfitét tortént, hasfallal is
O0sszekapaszkodd vékonybél tumort taldltak, két aszadn resecaltdk a vékonybelet és a
tumorosan infiltralt hasfal részletet.

2005. aprilis végén a korabbiiéti heg vonalaban rezisztencia alakult ki, amidsmiitétet
tett szUkségessé. Ez az alapfolyamat progressziggaolta, csak szovettani mintavétel
tortént. A beteg a radikélis sebészi és/vagy ordialokezeléstl elzarkozott. Szupportiv
kezelés és kabito fajdalomcsillapitok alkalmazéas#eth allapota fokozatosan romlott, 2005.
majusaban, a daganat felismerését kimae honappal, keringési eléegtelenségben meghalt. A
csalad kérésére, az alapbetegség ismeretében &smeoh tortént.

Irodalom kutatas:

Rhabdoid jelled tapcsatornai tumorokrol szo6lé kozleményeket kérdsPubmed és Medline

adatbazisokban, vizsgalva a rhabdoid fenotipusrusrjikai jeleniségét.
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5.3. E-Cadherin-g-catenin vizsgalat

Betegkivalasztas

Vizsgalatunkban a DE OEC Sebészeti Klinikain 19964 kozo6tt operalt 79 Dukes B2
stadiumu vastagbél carcinomas betefifatn anyagait hasznaltuk fel. A betegek patoldgiai
adatai az eredeti szdvettani leldtba klinikai adatok a betegek Klinikai rekordjaibé
szarmaztak. A betegek életkora 35-85 év volt, atgor 65,8 év, 39 heés 40 ferfi volt.
Atlagos kovetési i@l 52 hénap volt. Valamennyi beteg, aki high-risk mstba tartozott és
emiatt sziikséges volt, 5FU adjuvans kezelést kapo#ctum tumoros betegek pedig emellett
irradiatioban is részesultek. Metastasis megjekeresetén tovabbi kemoterapia tortént. A
betegek klinikopatologiai adatait az I. tiblazatatja be.

TMA épités

A vizsgalatba bevont tumoros szovetmintak formalmkfixaltak, paraffinba agyazottak.
Valamennyi eset H.E. metszeteit Ujra attekintettidk,diagnozis revidealdsa céljabol.
Kijeloltiink minden esetben harom-harom reprezentatilletet a TMA épitéshez. Az innen
kiemelt 1 mm vastag core-bdl szoveti multiblokkdiskitettiink.(3DHistech TMA Master)
Ebbsl a TMA blokkbol 5 micron vastagsagu, egymast kéveetszeteket készitettlink a H.E.
festéeshez és az immunhisztokémiai reakciokhoz. A tdt@orbdl dsszesen 237 core-t
épitettiink az 5x10-es TMA blokkokba. A vizsgalasokan 12 esetben az egyik vagy mindkét
immunreakcié esetén az egy tumorbdl szarmazé 3-lmare, vagy esetleg mindharom
értékelhetetlen volt. Ez lehetett a core elvesztdwdt, vagy mert a core nem reprezentativ
terlletldl szarmazott, mert necroticus, vagy tul kevés tsmjbet tartalmaz, vagy egyaltalan
nincs benne tumoros szoévet, vagy az immunhisztakiémreakcio nem volt értékellietEzen
esetekben a primer tumorblokkbol Ujabb reprezentatitleteklél kiemelt core-okkal egy
tovabbi TMA blokkot épitettink.

5.4. Prognosztikai vizsgalat

Retrospektive értékeltiik 100, T3NO stadiumu, 199032k6z6tt a DE OEC-en operalt és
kezelt colorectalis carcinomés beteg klinikai ailafabetegek formalinban fixalt, paraffinba
agyazott nitéti anyagat hasznaltuk TMA metodikaval és immunioilsémiai reakciokkal a
p53, p2l-waf, pl6p-catenin, E-cadherin, EGFR, MLH1, MSH2 és TS protexpressziot
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vizsgaltuk. A patologiai adatok az eredeti hisztofimyiai leletekldl szarmaztak, mig a
klinikai adatok a kérlapokbdl szarmaztak. A kapetedményeket 6sszevetettilk a betegek
tulélési adataival (5 éves OS és 3 éves DFS). Etikeaz életkor, tumor lokalizacio, és az
eltavolitott nyirokcsomok szamanak prognosztikarspét is.

Valamennyi paciens kurativ sebészeti beavatkozéasett at, és a sebészi szélek negativak
voltak. Valamennyi paciens, aki kapott kemoterafiiégh-risk betegek), 5FU+LV adjuvans
kezelésben részesiilt.

A betegek tumoranak paraffin blokkjaibol a fenti dné TMA blokkokat épitettiink.

Esetenként 3-3 core henger lett kiemelve és aiemsblokkba helyezve.

5.5. ERCC1 expresszié immunhisztokémiai kimutatasaés prognosztikai faktorok

vizsgalata metastaticus colorectalis carcinomaban

28, a DE OEC Onkolégiai Tanszéken oxaliplatin kesrégppiaban részesilt, metastaticus
vastagbél carcinomas beteg formalinban fixalt, ffial@a &agyazott primer tumoranak
immunhisztokémiai vizsgalatat végeztik el. Mindeetben a primer tumor iitéti anyagat
vizsgaltuk. A betegek a primer tumor eltavolitdg@tetben 5FU alapu adjuvans kemoterapiat
kaptak, majd a metastasis megjelenését Kavetoxaliplatin terdpidban részesultek.
ciklusok szama atlagosan 7 (2-20) volt. A betedekiai adatait korlapjaikbdl kerestik ki. A
hisztopatologiai adatok az eredeti szbvettani b8letts a metszetek ismételt attekintégeb
szarmaztak. Valamennyi tumor paraffin blokkjabdéati médon TMA blokkot épitettiink. A
28 beteg mintéibol dsszesen 84 core kerilt beépitasTMA blokkokba. Ezen TMA
blokkokon immunhisztokémiai reakciokat végeztinkyaen esetben 10 protein expressziojat
vizsgaltuk: p53, p21, MLH-1, MSH-2, MSH-6, EGFR¢c8tenin, E-cadherin, timidilat szintaz
és ERCCL.

A 84 corebdl 6sszesen 8db (9.5%) volt értékellarietlie valamennyi esetben legalabb 2 core

ertékelhet volt, igy Ujabb TMA konstrukcié nem valt szikségges

5.6. Immunhisztokémiai reakciok

Az immunhisztokémiai reakciokhoz mind a teljes metsk, mind a TMA blokkok esetén 5

micron vastagsagu, egymast kdvatetszeteket készitettiink. Az immunhisztokémiakecea
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elvégzésehez a metszeteket deparaffinaltuk, rdhikrdeszallé alkoholsorban. Endogén
peroxidaz blokkolast végeztink 0,5%-0s metanolarogién-peroxid oldattal 30 percen
keresztll, majd desztillalt vizes 6blités utan géni feltarast végeztiink, az adott antitestnek
megfeleb modon. A metszeteket ezutan pH 7,4-es PBS oldati@stuk. A metszeteket a

primer antitesttel inkubaltuk 37 C-on egy oran at.
5.6.1. Alkalmazott primer antitestek, az antitest pecifikaciok

A vizsgalatainkban alkalmazott antitesteket, ékaguecifikacioit a kovetkérztablazatok
tartalmazzak: TMA validacié: |. tdblazat, rhabdosdtvettani fenotipus vizsgélata: II.
tablazat,p-catenin-E-cadherin vizsgalat: Ill. tdblazat, progrtikai vizsgalat: V. tablazat,

ERCCL1 vizsgalat: V. tablazat, EGFR expresszio \letg: VI. tablazat.

|. tAbldzat. TMA validacié soran alkalmazott antitestek

Primer antitest klon higitas gyarto

MSH?2 G219-1129 1:100 Becton-Dickinson
MSHG6 Clone 44 1:100 Becton Dickinson
MLH1 G168-15 1:100 Becton-Dickinson
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Il. tAblazat. Rhabdoid sz6vettani fenotipus vizsgalata soréalralkzott antitestek

Primer antitest klén higitas gyarté

panCytokeratin MNF116 1:50 Dako

Cytokeratin 7 OV-TL 12/30 1:100 Dako

Cytokeratin 20 CK205 1:50 Novocastra

LCA T29/33 1:50 Dako

S100 Polyklonal 1:100 Dako

HMBA45 HMB45 1:50 Dako

SMA 1A4 1:100 Dako

Desmin D33 1:100 Dako

CD34 QBENd/10 1:50 Novocastra

C-kit Polyklonal 1:400 Dako

CD30 Ki-1 1:40 Dako

Bcl6 PG-B6p 1:20 Dako

CD3 PS1 1:50 Novocastra

CD20 L26 1:200 Dako

Ki-67 MIB-I 1:100 Novocastra

Her2 CB11 1:40 Novocastra

Vimentin V9 1:100 Novocastra

Ini-1 H-300 1:400 Santa Cr
Biotechnology

P53 DO-7 1:50 Dako

lll. tAblazat . E-cadherin$-catenin vizsgalat soran alkalmazott antitestek

Primer antitest klon higitas gyarto

B-catenin C19220 1:100 Transduction
Laboratories

E-cadherin 36 1:100 Transduction

Laboratories
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IV. tAblazat. Prognosztikai vizsgalatban alkalmazott antitestek

Primer antitest klén higitas gyarté

B-catenin C19220 1:100 Transduction
Laboratories

E-cadherin 36 1:100 Transduction
Laboratories

MSH2 G219-1129 1:100 Becton-Dickinson

MLH1 G168-15 1:100 Becton-Dickinson

P53 DO-7 1:50 Dako

P21 wafl 4D10 1:40 Novocastra

EGFR EGFR.25 1:15 Novocastra

Thymidilate synthase TS106 1:100 Chemicon

P16 GH12 1:100 Novocastra

V. tabldzat. ERCCL1 vizsgélat soran alkalmazott antitestek

Primer antitest klon higitas gyarto

B-catenin C19220 1:100 Transduction
Laboratories

E-cadherin 36 1:100 Transduction
Laboratories

MSH2 G219-1129 1:100 Becton-Dickinson

MSH6 Clone 44 1:100 Becton Dickinson

MLH1 G168-15 1:100 Becton-Dickinson

P53 DO-7 1:50 Dako

P21 wafl 4D10 1:40 Novocastra

EGFR EGFR.25 1:15 Novocastra

Thymidilate synthase TS106 1:100 Chemicon

ERCC1 8F1 1:50 Neomarkers

VI. Tablazat. EGFR expresszio vizsgalata soran alkalmazottesti

Primer antitest

klén

higitas

gyarto

EGFR

EGFR.25

1:15

Novocastra
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Kétszeri 7,4-es pH-ju PBS oldatban valé mosas ht@zaadtuk a szekunder antitestet: LSAB
(biotinnal kotott 2. antitest, DAKO), majd 20 pegciszobatimérsékleten inkubaltuk.
El6hivashoz EnVision és DAB moddszert, magfestéshezatmylint hasznaltunk, majd

viztelenités és lefedés tortént.

5.6.2. Immunreakciok értékelése

Az immunreakciok értekelésénél kulon vizsgaltuk-@atenin membran és magi@sest, mig
E-cadherin esetében csak a membrabdiést tekintettiik pozitivnak. A normal colon mucosa
epithelsejtjei afs E-cadherin é$§-catenin membran pozitivitast mutatnak. Az egyesteds
festbdését a kovetkéképp értékeltik, a kordbbi tanulmanyok értékelésidszereit is
figyelembe vévep-catenin membran és mag pozitivitas: A tumorseftek0%-a fesidik,
negativ, a tumorsejtek 11-50% f&dik 1+, 51-100 % festlik 2+. E-cadherin esetén a
tumorsejtek 0-75%-a mutat membrandelétst: negativ, 76-90% membrantesis: 1+
pozitiv, 91-100% fegtdés esetén 2+ pozitiv. A Kdsbi statisztikai feldolgozas sordn az 1+

illetve 2 + eseteket vettik pozitivnak.

A normal colon mucosa sejtjei illetve a lamina pragkis lymphocytai MSH2 és MLH1 és
MSH6 pozitivak, a pozitivitas a magban lathat6. Ataciot szenvedett gén kéros fehérjét
termel, ez esetben az immunhisztokémiai reakci@tiegMLH1, MSH2, MSH6 pozitiv, ha

nuklearis fesidés volt a tumorsejtekben.

p53 értékelése:
0-25%-fesbdés 1+

26-50% 2+
51-75% 3+
76-100% 4+

P21 pozitiv, ha a tumorsejtekben nukleariséigss volt.
EGFR score — A DAKO pharmdx egfr kit scoring reretét hasznaltuk, az irodalmi

adatoknak megfeléén [154]. A statisztikai feldolgozasban a score+lf&stidést értékeltik

pozitivnak, a score 0 esetén negativnak.
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Timidilat-szintaz: A fesidé sejtek aranyat és a fédes intezitasat figyelembe véve az
irodalmi adatok alapjan: feégtési intenzitas: mérsékelt 1, kdzepes Bse3. Fesids sejtek
aranya 0-33%-1, 34-66%-2, és 64-100%-3. A két &nekzatabdl kapott ertéket tekintettik a

TS expresszid mértékének.

ERCC1 marker esetében a fakt sejtek aranya alapjan 1+, 2+, 3+ pozitivitastiétigink, ha
0-33, 34-66, illetve67-100% feégtés volt. Negativ a reakcid, ha egyaltalan nem volt

specifikus fegideés.

A kész IHC reakciok értékelése torténhet hagyomangton, de lehéség van a kész
metszetek digitalizaldsara és a reakciok digitaéstékelésére is (3Dhistech- Mirax).

Az immunhisztokémiai reakcio soran legtobb esetbel® pozitiv kontrollként szolgalt a
normal colon mucosa, valamint a nyalkahartyabaenjéé\b lymphocytak. A normal colon
epithelialis sejtek E-cadherirfj-catenin membran pozitivitast mutatnak, MLH1, MSH2,
MSHG6 magpozitivitas lathatd. A jelanyagként a TMA blokkokba épitett m4jszovet seftjei
catenin és E-cadherin membranpozitivitast mutatrak]y ilyen modon kU pozitiv
kontrollként szolgal. Tovabbi esetekben Kiisozitiv kontrollnak biztosan pozitiv tumort

épitettiink a blokkba, a negativ kontrollnal pedégnradtuk hozza a primer antitestet.

5.7. EGFR amplifikacié kimutatasa FISH reakciéval

Az E-cadherinf-catenin study tumormintéin, a kész TMA blokkokoBHER FISH reakciot
végeztunk, PathVysion EGFR Dual color FISH teszRelferencia gén a CEP7. A reakciohoz
valamennyi TMA blokkbdl 5 mikron vastagsagu metsket készitettiink. A metszetek
deparaffindlasa utan Proteindz K emésztést védeatipercig, majd a probe hozzdadésa utan
DNS denaturacié tortént 90 C-on. DNS hibridizaci@ GGon tortént egy éjszakan at
thermobrite manualis FISH platformon. A metszetdtawlitdsa utan posthybridisatios
stringency mosas tortént. Hattérfestésként 4,64diam2-fenilindolt (DAPI, Vysis)
alkalmaztunk.

A kész metszeteket Olympus BX51 fluoreszcens mikdspal, DAPI/orange/green tripla
szirével vizsgaltuk. Minden esetben konszekutivan 20e20) elhatérolédd, jél korulirt
tumorsejtet vizsgaltunk és szamoltuk meg az EGHRsgénalt és a referencia gén szignalt.

Az atlagos sejtenkénti EGFR szignalok szamat osateantroszéma referencia gén szignal
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sejtenkénti atlagaval, megallapithatd, hogy vaném @mplifikacio. Ha a CEP7 jelek
szadméanak sejtenkénti atlaga 2.5-nél tébb, a 7. &asadma poliszomiaja igazolhato.

A FISH reakciokkal parhuzamosan, ezeken TMA blokkoKEGFR immunhisztokémiai
reakciot is végeztiink. A felhasznalt antitest @sakcio értékelése a fentebb emlitett modon

tortént.

5.8. Statisztikai elemzés

Mind az E-cadhering-catenin, mind a prognosztikai studyban valamintCER studyban

kulonféle antigének expresszidjat és egyéb ismengrsztikai faktorokat elemeztink,
O0sszevetve az 5 éves OS és 3 éves DFS adatokkttigztikai feldolgozasban fliggetlen T
prébat, chi négyzet tesztet, Pearson-Spearmanel&oid analizist hasznaltunk. A tulélési
adatokat Kaplan- Meier fliggvényekkel elemeztik. dsgyeredményeinket multivarians
analizisben Cox-regresszios teszttel is vizsgél#kstatisztikai analizist az SPSS 15.0

statisztikai szoftverrel végeztik (Chicago, IL).0R35 tekintettiik szignifikansnak.

A TMA validacios tesztben a kétfajta metodikavap&t eredmények elemzéséhez SPSS-PC
11.0 statisztikai programot hasznéltunk. Az ¢ssgehiitdshoz Kappa-tesztet alkalmaztunk,
mely lehebtvé teszi két (vagy tobb) kiulonb&zmddszerrel, vagy megfigyiel(orvos) altal
végzett diagnosztikus eljaras adatainak konkordaréiekeléesét. A Kappa- mutatdét a
medfigyelt és a véletlen konkordancia becsilt @it#k szamitjak. A mutaté alapjan a
konkordanciat 5 fokozatu skalan fejezik ki. A nhlpotézis (a két modszer vagy értékel

k6zott nincs kilonbség) z-prébaval is tesztdihet
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6. Eredmeények

6.1. TMA validacids vizsgalat

Az immunhisztokémiai reakciok eredményeként mindharmismatch repair géntermék
esetén pozitivitdst a magban kaptunk. A pozititeddeen a tumorsejtek magjaban pozitiv
festbdést észleltink, mig negativ esetekben egyaltal@m nvolt magfesidés a
tumorsejtekben. Az eredmények értekelése soran ramhavizsgalt marker sejtmagi

megjelenését mind a 75 betegnél kilén-kilon elebkezt

MLH1 vizsgalata soran a két modszer 66 esetbenzégye5 esetben eltérést mutatott,

valamint tovabbi 4 esetben valamelyik eljaras nefhértékelhei. (VII. tAblazat)

VII. tAblazat: A két modszer értékelése Kappa-teszttel MLH1 esetén

Hagyomanyos MLH1 Osszesen
n -
TMA + 56 (a) 4 (b) 60 (at+b)
MLH1 - 1 (c) 10 (d) 11 (c+d)
0sszesen 57 (at+c) 14 (b+d) 71 (n)

Mindkét modszerrel pozitivitast 56, negativitast d€etben kaptunk MLH1 vizsgalatanal. A
standardnak vett hagyomanyos modszer altal negadiek kozil négyet nem mutatott ki a
TMA, illetve a pozitivak kozil egyet negativnakdiel 5 esetben tehat eltérés volt a két

modszer kHzott.
Kappa=medfigyelt-véletlen/1-véletlen=0,758

Az MSH2 vizsgéalatakor 72 eset volt értékethetzek kdzil 64 egyezeést és 8 kuldonbséget
talaltunk. A tablazat alapjan kideril, hogy mindkébdszer pozitiv 61 esetben, és negativ 3
esetben volt, ami megadja a 64 egyezést. A TMA m&rd8 esetben nem mutatta ki a
hagyomanyos vizsgélat alapjan pozitiv esetekeamviait 5 alkalommal pozitivitds helyett
negativitast mutatott. 8 alkalommal tehat a két széd kozott eltérést talaltunk. A fenti

adatok alapjan a kappa értéke 0,368. (VIII. tal)aza
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VIII. tablazat: A két modszer 6sszehasonlitasa MSH2-nél

Hagyomanyos MSH2 Osszesen
n -
TMA + 61 3 64
MSH2 - 5 3 8
Osszesen 66 6 72

Az MSH6 kimutatadsa 18 esetben nem volt érteké|ret egyezeést és 3 eltérést tapasztaltunk

49 esetben mindkét médszer pozitivhak, mig 5 atkalal mindkett negativnak bizonyult.

Tovabbi 3 esetben pedig a TMA a standardnak vetydraanyos maédszerrel szemben nem

mutatta ki a negativitast. A kappa érteke 0,784. {@blazat)

IX. tdblazat: A két modszer 6sszehasonlitasa MSH6-nal

Hagyomanyos MSH6 Osszesen
n -
TMA + 49 3 52
MSH6 - 0 5 5
Osszesen 49 8 57
A kappa  értékelése: ha a kappa: 1,00-0,81, az egyezés: unékit
0,80-0,61 jo
0,60-0,41 kbzepes
0,40-0,21 gyenge
0,20-0,00 rossz

MLH1 és MSH6 esetén tehat a kapott kappa értékkjomaig MSH2-nél gyengének

bizonyult. Ezutan a kapott értélbz-probat végeztiink melynek eredményeként MLH1-nél

p<0,001, MSH6-nal p<0,001, mely ésr egyetértést jelent. MSH2-nél a p= 0,002, ami

azonban csak gyenge egyezést jelent.

45



Ez utébbi eredményeinket csak fenntartassal fogadnivel az alkalmazott antitest sok
esetben nem adott értékelhetredményt, ebben az esetben tudtuk a legkevesdatiat m
értékelni, és ezen eredmeények értékével kapcsolaghaltak aggalyaink.

6.2. Rhabdoid szdvettani fenottipus vizsgalata

Az el miitét soran (2004. oktober) 20 cm hosszu vekonybiédsza tavolitottak el, melynek

centrumaban 13 cm-es, a bélfal teljes vastagséigi,&kifekélyesedett tumor volt.

A masodik nfitét soran (2005. marcius) egy 17 és egy 19 cmdesnydélszakaszt resecaltak,
melyekben egy 8x9, illetve egy 4x5 cm-es tumor ,valiely képp a mesenteriumban
helyezkedik el, de a bélfalat is bégzs a nyalkahartyat kifekélyesiti. (11.abra)

Az utolso niitétnél (2005. aprilis) 3 db, 0,8-1,5 cm-es, és &gy cm-es hasfali szovetrészlet
excisioja tortént, melyekben tomott, szirkésfelalyenként bevérzett, illetve necroticus

tumorszovet volt.

11.4bra A tumor makroszkopos megjelenése.

Mikroszkdpos lelet
Mindharom niitéti anyagban ugyanazon szoéveti felégitésmor lathatd. A daganat solid

sejtmesdkbsl all, mirigyképzdés nincs, szamos gocban necrosis és vérzésekolkatlia2.
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abra) Az egyes tumorsejtek széles, egyieeosinophil cytoplasmaval rendelkeznek, a
cytoplasmaban hyalin inclusiok lathatok, a valtosamérei magokban a nucleolus sokszor
prominens. Az oszlasi frekvencia magas, a mitostgdtbsége patoldgias. (13. dbra) PAS
reakcid negativ. Bar a resecalt bélszakaszokbat fémorok exulcerdltak, a kornyg&z

vékonybél mucosaban nem volt dysplasia.

13. abra HE, 400x
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Részletes immunhisztokémiai vizsgalat tortént. Mdusejtek diffiz panCK és vimentin
pozitivitdsa (14.a. és 14. b. 4bra) és fokélis EpbZitivitasa mellett a CK7-, CK20-, LCA-,
S100-, HMB45-, SMA-, desmin-, caldesmon-, CD34-Cékit, CD30-, bcl6-, CD3-, CD20-,

E-cadherin- és p27- ellenes antitestek negativciéaladtak. Ennek alapjan lymphoma,
melanoma, myogen tumor, GIST kizarhaté volt. Kif@stdési index (MIB-1 antitesttel)
magas volt, mely korrelalt az észlelt igen magasoticus aktivitassal. Prognosztikailag
kedvedtlen jelként értékeltik a csaknem diffiz p53 peotidist és a szamottévHer2

reaktivitast (Score ++). Inil ellenes antitestteélmorsejtekben magfégtest észleltiink (15.

abra).
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14 a. abra panCK, 400x
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A szbveti/citoldgiai kép és az immunfenotipus bigtotta, hogy a tumor rhabdoid carcinoma

volt, amely a korlefolyas sordn miggrte ezt a jellegét.
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6.3. E-cadherinf-catenin vizsgalat

79, Dukes B2 stadiumu (pT3NO TNM stadium) colorbstearcinomat vizsgaltunk. 3 beteg a
mitétet koved 6 héten belul elhunyt, sepsis illetve posztoperatowdmenyek miatt.
Tovabbi 6 betedl nem allt rendelkezésre att@t utan tovabbi klinikai adat. Ezeknek a
betegeknek az adatait a &bbiekben nem vettik figyelembe a tulélési adat@histtikai
feldolgozasaban, igy a tulélési adatok csak 70gbesetében voltak értékeltkt Az 5-éves
OS arany 59%, a 3-éves DFS arany 64% volt. A bktddjeikopatoldgiai adatai a X.

tablazatban lathatok.

X. tblazat. A betegek klinikopatolégiai adatai

Betegek szama 79
életkor 65,8 (35-85)
nem

ferfi 40

no 39

Tumor lokalizacié

jobb colonfél 19(24,1%)
bal colonfél 29 (36,7%)
Rectum 31 (39,2%)
Grade

Jol és kozepesen differencialt (G1-G2) 64 (81%)
rosszul differencialt (G3) 15 (19%)
Atlagos kovetési idl 52 hénap

5 éves OS 59%

3 éves DFS 64%

A normal colon nyalkahartya & membranosus féstést mutatott mind f-catenin mind az
E-cadherin esetén. (16. a. és 16. b. 4bra). Merobusfi-catenin expresszio 52 esetben volt
megfigyelhed mig 27 eset negativ volt. (17. 4bra). Nuklefriatenin expresszio 36 esetben
volt detektalhatd, mig 43 eset negativ volt. (I8a@ E- cadherin membranosus éetsts 46
esetben volt, 33 eset negativ volt (19. abra). A fé®tein expresszidés profilja a XI.

tablazatban lathato.
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16.b. abra Normal colon mucosg-catenin fesidés 200x
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18. &bra colorectalis carcinomprcatenin nuklearis fedtlés 200x
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19. abra colorectalis carcinoma E-cadherin membramfiés, 200x

XI. tablazat. B-catenin és E-cadherin fédes, és OS valamint DFS

Membranosus Nuklearis B- | E-cadherin | 5 éves OS 3 éves DFS
B-catenin catenin festbdés
fesdés fesbdés
Osszes beteg  65,8% 45,6% 58,2% 59% 64%
Colon 72,3% 42,6% 61,7% 69% 73%
csoport
Rectum 58,1% 51,6% 54,8% 42% 46%
csoport

A teljes betegpopulécidban, a membrandsuaatenin expressziot mutatd esetek OS jobb volt,

mint ahol nem volt3-catenin expresszié, azonban ez a kilénbség netnstailsztikailag
szignifikans, p=0.280 (20. abra). A DFS tekintetéb®em volt kilonbség, p=0.442. A

nuklearisp-catenin expresszioé vagy az E-cadherin expressniaz OS, sem a DFS-ben nem

tudott kilbnbséget tenni a betegek kozoétt. Mindatahmegfigyelhet volt, hogy ha vagy a

B-catenin vagy az E-cadherin membranosusséstt mutatott, az OS jobb volt, mint azon
esetekben ahol mindkét reakcié negativ volt, azomzaaz eredmény nem volt statisztikailag

szignifikans (p=0.492).
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20. abra B-catenin membranosus fédés és OS, valamennyi beteg

A megfigyelési periodusban 23 betegben alakult ldtastaticus betegség. A metastasis
kialakulasnak nagyobb volt a valésiadége aB-catenin membranosus negativ csoportban,
mint a pozitiv csoportban. A statisztikai analfAsyében (p=0.062) ez a megfigyelés inkabb
tendencidnak tarthatd, mely tovdbbi mégéest igényel. Azon esetekben ahdb-aatenin
nuklearis expressziot mutatott, a metastasis raikdagyobb volt és ez az eredmény
statisztikailag szignifikansnak bizonyult, p=0.02&m lehetett az E-cadherin expresszio és a
metastaticus betegség kialakulasa kdzott kapcsddaboitatni. Ha sem f-catenin, sem az E-
cadherin nem mutatott membranosus d@ést, a metastaticus betegség szignifikAnsan
gyakoribb volt, 6sszevetve azon esetekkel, melyekb@ndkét protein membranosus

expressziot mutatott, p=0.047. (XII. tAblazat)
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XIl. tdblazat. Metastasis kialakulasa éscatenin és E- cadherin fédés, teljes beteg

populéacié
Metastaticus Nem-  metastaticusP érték
betegség betegség
Membranosus  B- | 52,2% 74,4% 0,062
catenin fesidés
Nuklearis B-catenin| 65,2% 36,2% 0,022*
fesdés
E- cadherin fegdés | 52,2% 59,6% 0,369
E- cadherin ésp- | 26,1% 51% 0,047*,
catenin membranosus
fesdés

statisztikai szignifikancia (*) p< 0.05.

48 beteg tumora volt a jobb vagy bal colonfélbererEbetegek atlagéletkora 67,6 év volt
(48-83 év). Ebben a betegcsoportban 23és 25 férfi volt. 39 tumor jol vagy kdzepesen
differencialt volt, mig 9 eset volt rosszul diffacgalt. A betegség klinikai kimenetele, a
prognézis statisztikailag flggetlennek bizonyult pecatenin és E-cadherin expresszios
mintazattol.

Ebben a betegcsoportban 12 betegben alakult kistasia az utankdvetés soran. Nem volt
kulonbség a metastasis kialakulasanak valdsggeben a kilénbézprotein expressziot

mutato betegek esetén (XIII. tAblazat).

XIll. thblazat . Metastasis kialakulasa gscatenin és E- cadherin fédes, colon csoport

Metastaticus nem-metastaticus | P érték
betegség betegség
Membranosus  f- | 66,6% 71,8% 0,504
catenin fesidés
Nuklearis B-catenin| 58,3% 37,5% 0,184
festdés
E- cadherin fesdés | 58,3% 59,4% 0,607
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31 betegben volt rectum carcinoma. Ezen betegelgélttkora 63,1 év volt (35-85 év).
Ebben a csoportban 16 és 15 férfi volt. 25 tumor volt jol vagy kézepeddifierenciélt, mig

6 eset rosszul differencialt volt. A-catenin membranosus expresszidja 18 esetben volt
megfigyelhed (58,1%), 13 eset (41,9%) negativ volt.pAcatenin nukleéaris expresszidja 16
esetben (51,6%) volt detektalhatd, 15 eset (48,A4égativ volt. E-cadherin membranosus
festbdés 17 esetben (54,8%) volt észlethdl eset (45,2%) volt negativ. Az 6t éves OS 42%
volt, mig az atlagos OS 44,3 honap volt. A 3 éveS[36% volt, az atlagos DFS 29,1 hénap
volt. Megfigyelheé volt egy trend, miszerint azon betegeknél, ahomim@nosug-catenin
expresszid volt, mind a DFS és az OS jobb volt,nban ez az eredmény nem ért el
statisztikailag szignifikans szintet [p=0,087 é333] (21. és 22. abra). Nem volt kilonbség az
OS és DFS tekintetében sem a nuklefirsatenin pozitiv és negativ esetek, sem az E-

cadherin pozitiv és negativ betegek kozott.
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21. 4bra Membranosu$-catenin fesidés és OS, rectum csoport
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22. abra p-catenin membranosus fédés és DFS, rectum csoport
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Ebben a betegcsoportban 11 betegben alakult ki Attéhetastasis kialakulas valosisege

szignifikAnsan nagyobb volt azon esetekben melymk mutattakB-catenin membranosus

festbdést, mint ahol volt membranosus expresszio (p4),0Bla a p-catenin nuklearis

expressziot mutatott, a metastasis kialakulas zaldsége szintén szignifikansan nagyobb

volt (p=0,047). Nem taldltunk kapcsolatot az E-cadh expressziés mintazat és a

metastaticus betegség kialakulasa kozott (XIV azZdu).

XIV. tAblazat. Metastasis kialakulasa pscatenin és E- cadherin fédes, rectum csoport

Metastaticus nem-metastaticus | P érték
betegség betegség
Membranosus  f- | 36,4% 80% 0,024*
catenin festdés
Nuklearis B-catenin| 72,7% 33,3% 0,047*
festbdes
E- cadherin fegdés | 45,4% 60% 0,368

statisztikai szignifikan

cia (*) p< 0,05.
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Multivarians logisztikus regressziés analizist \&gek, a betegek életkora, a tumor grade és
lokalizacié, E-cadherififcatenin - membranosus és nuklearis expresszio bs&eala
meghatarozni, melyik paraméterek rendelkeznek ktiedértékkel a metastasis kialakulas
valésziriségének meghatarozasaban. A multivarians analizs rsegitett tovabbi
szignifikans korrelacié kimutatasdban ezen parameit&dzott, dsszevetve az univarians

analizissel kapott eredményekkel. (XV. tdblazat).

XV. tdblazat. Metastasis kockazat multivarians analizis, valamebeteg

Sig. Exp (B) 95.0 % C.I. for

Exp(B)

lower upper
életkor 0,661 0,988 0,938 1,042
Grade 0,249 2,235 0,570 8,774
E-cadherin 0,970 1.022 0,332 3,140
festbdés
Membranosu$- | 0,436 ,581 0,148 2,276
catenin festdés
Nuklearis B- | 0,222 2,256 0,611 8,321
catenin festdés
tumor 0,200 2,070 0,681 6,293
lokalizacio
constant 0,920 1,219

Végezetll, csak a metastaticus betegeket vizsgé@a eset) ebben a betegcsoportban
szignifikansan jobb volt a DFS facatenin membranosus fédést mutatdé betegek kdrében,
mint a negativ esetekben [36,58 hénap vs. 14,55p]6(p=0,011). Az OS is jobb volt a
membranosug-catenin fegtdést mutatdo betegekben (p=0,032). Emellett az Berad
expressziot mutatd betegekben is lathat6é volt eggdncia a jobb DFS és OS tekintetében,

azonban ez nem bizonyult szignifikansnak statiedtly (29,5 hénap vs. 22,7 hénap,
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p=0,851). A membranosus-catenin expresszid elvesztése mellett a metaskasizarabb
jelent meg (27,16 hoénap vs. 13,18 hénap; p=0,05meinbranosus E-cadherin expresszid
elvesztése esetén is korabban jelent meg a mesasesez az eredményink nem ért el
statisztikailag szignifikans szintet (24 honap3&.63 honap; p=0,16).

6.4. Prognosztikai vizsgalat eredményei

Az éatlagos kovetesi 50,86 (+ 30,32) honap volt. Férfifrarany 48:52, atlagéletkor 66,9 (+
11,30) év (35-91) volt és 11% volt 50 évesnél faih, 53% 51-70 év kozotti és 36% volt 70
évesnél idsebb. Szignifikansan kisebb volt a 3 éves DFS azZw¥nél fiatalabb betegek
csoportjaban (43%, p=0,01), illetve ezt kovetteOaévesnél ilsebbek csoportjaban észlelt
DFS (46%). Legkedvéibb 3 éves DFS adatok a kdzépkoru betegek csopairgabrmaztak
(82%). Az 5 éves OS a 70 évesnélsebb betegek csoportjaban volt a legrosszabb (38%,
p=0,002) dsszevetve az 50 évnél fiatalabbakkal j68%@ kozépkoruakkal (70 %). A tumor
lokalizacio is szignifikansan befolyasolta a 3 e#sS-t (p=0,048): jobb colonfél 72%, bal
colonfél 67% és rectum 45%, mig az 5 éves OS (@g40,8 kdvetked volt: jobb colonfél
66%, bal colonfél 60%, és rectum 41%. Az eltavitiiés feldolgozott nyirokcsomok szama 0
és 12 kozott volt, ezt két csoportba osztottuk: @g 5-12 vizsgalt nyirokcsomo.
Szignifikhnsan kedvéibb 5 éves OS volt az 5-12 vizsgalt nyirokcsomojlietek
csoportjaban (50% vs. 75%, p=0,035) és a 3 éves iDk8dvesbb volt (45,1% vs. 70%,
p=0,022). A nem nem befolyasolta a progndzist. Al.XMblazatban lathaték a betegek
klinikopatologiai adatai.
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XVI. Tablazat. A betegek klinikopatologiai adatai

Betegek szama 100
életkor 66,9 év (35-91)
nem

férfi 52

no 48

Tumor lokalizacio

Jobb colonfél 25

bal colonfél 38

Rectum 37

Grade

Jol és kozepesen differencialt (G1-G2) 83

rosszul differencialt (G3) 17

Atlagos kovetési idl 50,86 honap
5 éves OS 55%

3 éves DFS 70%

Az 5 éves OS azon betegeknél, akikben nem alakutickastasis a kovetésididilatt 76,6 %
volt, mig a metastasis ké&fiEssel jard betegekben 14,5 % (p<0,001).

Az esetek 81 %-aban a tumor j6l vagy kozepesemrdificialt volt. Rosszul differencialt volt
a tumor az esetek 19%-aban. A grade fuggvéenyébmnvo# kilonbség a tulélési adatokban
(54,4% vs. 56,6%, p=0,619).

Tovabbiakban vizsgéltuk az 5-FU kezelés hatasatolén tumoros betegek 65%-a kapott 5-
FU adjuvans terapiat. Nem volt szignifikans korc&déaz 5 éves OS eredményekben a kezelt
€s nem kezelt beteg csoportja k6zott (62% vs. 569,461).

P53 expresszidt 89 esetben vizsgaltunk, pozitidtassetek 59%-aban volt jelen. Ezen korai
stadiumu betegeink csoportjdban nem tudtuk a pS#athe prognosztikus értékét igazolni
(59,5% vs. 52,5%), és a kulonbség nem volt szikgnifs (p=0,238).

Az esetek 85%-aban lattunk p21 pozitivitast ésl@édsi kilonbség itt sem volt szignifikans
(p=0,101).

P53 és p21 negativitds a betegek 43%-aban voltnpfativitds p21 pozitivitassal az esetek
39%-aban, p53 és p21 egyitlgjozitivitas 4%, mig egyidéjnegativitds az esetek 10%-aban
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volt lathatd. Az egyidéj p53 és p2l1 pozitiv fesdési mintazat szignifikdnsan rosszabb
tuléléssel jart (p=0,041).

Eseteink 73%-aban volt p16 pozitivitas, de nem thoteott szignifikans tulélési differencia
(p=0,422).

A pB-catenin membran expressziot 91 betegben értekelik esetek 61% mutatott
pozitivitdst. Azon esetekben ahol nem volt észiéltgecatenin membran expresszio, az 5
éves OS alacsonyabb volt (37,4% vs. 66,4%, p=0,82)a 3 éves DFS is szignifikAnsan
kisebb volt (45,5% vs. 70,8% p=0,025). Ez az erednméegedsiti ap-catenin- E-cadherin
vizsgalatban észlelteket.

A metastasis megjelenéseéig eltelh id rovidebb volt azon betegekben, ahol nem lehgtet
catenin membran expressziét kimutatni (11,71 vs23onap, p=0,002). Azon betegek
csoportjaban, ahol a kévetésbidlatt recidiva €s metastasis alakult ki (31%) &Dbsszabb
volt B-catenin membran pozitiv esetekben (11,78 vs. 336@ap) és ez a kilonbség
szignifikansnak bizonyult (p=0,021). Ebben a vétoga betegcsoportban §-catenin
membran negativ esetekben (46%) kisebb volt az € &S, mint g3-catenin pozitiv
esetekben (5,9% vs. 33,3 %) és ez a kulonbség ifizégns (p=0,008). Azokban a
betegekben, akiknél a kovetésbidlatt nem alakult ki attét, p-catenin membran pozitiv
esetek aranya 74,4%, csaknem szignifikans kiulomgetég 5 éves OS-ben (p=0,062).
Nuklearis B-catenin expressziét 90 esetben vizsgéltunk, és W3epozitiv, de nem volt
kulonbség a tulélésben (46,7% vs.61,9%, p=0,173) &xves DFS tekintetében (60,7% vs.
64,1%, p=0,173), €s a metastaticus betegcsopostdrarvolt killonbség ebben a tekintetben.
E-cadherin pozitivitds a vizsgalt 90 eset 55%-abalt, és sem az 5 éves OS nem volt
szignifikans kulonbség (58,5% vs. 51,8, p=0,24&ma 3 éves DFS-ben (69,2% vs. 52,3%,
p=0,367). E-cadherin negativ betegekben a metastasiarabb lépett fel, mint az E-cadherin
pozitiv betegekben, de az eredmény nem szignifikB@$ honap vs. 27,74 honap, p=0,194).
A XVII. tAblazatban lathato B-catenin és E- cadherin fédes, valamint az OS kapcsolata.
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XVII. tAblazat . B-catenin és E- cadherin fédés, valamint az OS kapcsolata

Membranosus Membranosus Nukleéris| Nuklearis| E- cadherin E- cadherin
B-catenin B-catenin B-catenin | B-catenin | festbdés negativ
festbdés negativ festbdés | negativ
0sszes 61% 39% 43% S57% 55 % 45 %
beteg
%0-
ban
5 éves| 66,4% 37,4% 46,7% 61,9% 58,5% 51,8%
oS
3 éves| 70,8% 45,5% 60,7% 64,1% 69,2% 52,3%
DFS

Az EGFR pozitiv betegek aranya 54% volt és nemlp@s$olta a tulélési adatokat (p=0,992).
Vizsgaltuk a tumorok MLH1 és MSH2 expressziojatAz. MLH1 negativ eseteinkben (4%)
sem &ttét, sem recidiva nem kovetkezett be az ond@tési periodusban, és valamennyi beteg
életben volt. MLH1 és MSH2 pozitivitds az eseteRofd@ban volt jelen, de nem mutatkozott
kulonbség a tualélésben (p=0,934).

TS pozitivitast az esetek 29%-aban talaltunk, aaonmem volt prognosztikus értéke
(p=0,476).

A Chi-négyzet teszt haszndlataval szignifikans kafatot észleltink g-catenin és E-
cadherin membran expresszio kozott (p=0,023), eetastasis képrdés és a membranosus
B-catenin expresszid elvesztése kozott (p=0,008pmiat a metastasis kefires és -
catenin nuklearis expresszio megjelenése k6z6a,002). Nem volt kapcsolat az E-cadherin
expresszio €s a metastasis Kejgs kozott (p=0,266).

Spearman’s korrelacios tesztet hasznélva az adelerkzésére, 8s negativ korreléciot
taladltunk a p-catenin membranosus illetve nuklearis expresszid@adttt (R=correlation
coefficient -0,510, p<0,001), valamintBacatenin membranosus expresszioja €s a metastasis
megjelenése kdzott (correlation coefficient -0,2880,007). Efs pozitiv korrelacio volt az
E-cadherin és membranosuyiscatenin expresszid kozoétt (correlation coefficieh®61,
p=0,009), nuklearisp-catenin fedidés és a metastasis megjelenése kozo6tt (correlation
coefficient 0,321, p=0,002), valamint a p21 8ets és a tumor recidiva kdzo6tt (correlation
coefficient 0,331, p=0,005). Eredményeink gyenggatie korrelaciot mutattak a feldolgozott
nyirokcsomok szama és a beteg elhalalozasa kdamiitie(ation coefficient -0,214, p=0,042),
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valamint a feldolgozott nyirokcsomok szama és aastasis megjelenése kdzott (correlation
coefficient -0,203, p=0,050). Végul a membranoptmsatenin expresszid és a beteg halala
kozott is gyenge negativ 6sszefliggés mutatkozotrdlation coefficient -0,259, p=0,013).
Gyenge pozitiv korrelacid6 mutatkozott a pl6 ddss é€s az E-cadherin expresszio kdzott
(correlation coefficient 0,236, p=0,036), valamatgrade és a metastasis képrs kozott

(correlation coefficient 0,212, p=0,044). A kormitis teszt eredményeit a XVIII. tablazat
mutatja.
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XVIII. tabldzat. A vizsgalt faktorok kozotti korrelacio, a Speaniwm correlatios teszt
alkalmazaséaval
Spearman’s |Nuclearis|E- nyirokcsomok életkor nem Grade P53 P21 P16 EGFR TS MetastasEdive | exit
correlation B-cateniricadherinszama
Membranous [R=-0.510|R=0.261R=0.082 R=-0.171|R=0.134 |R=-0.075|R=-0.026R=-0.141]R=0.093 |R=-0.094|R=-0.134|R=-0.280 [R=0.073 |R=-0.259
B-catenin p<0.001 |p=0.009/p=0.415 p=0.090 |p=0.185 |p=0.455 |p=0.802 [p=0.215 |p=0.414 |p=0.411 |p=0.240 |p=0.007 |p=0.496 |p=0.013
Nuclearis R=- R=-0.040 R=0.203 |R=-0.126R=0.178 |R=0.003 |R=0.038 |R=0.139 |R=0.097 |R=0.011 |R=0.321 |R=-0.121|R=0.133
B-catenin 0.067 |p=0.691 p=0.044 |p=0.212 |p=0.077 |p=0.980 |p=0.742 |p=0.221 |p=0.397 |p=0.967 |p=0.002 |p=0.256 |p=0.210
p=0.511

E-cadherin R=-0.161 |R=-0.080|R=-0.035R=-0.178|R=0.080 |[R=-0.142R=0.236 |R=0.081 |R=-0.113|R=-0.117 |R=-0.008|R=-0.157|
p=0.109 p=0.431 |p=0.726 |p=0.077 [p=0.435 |p=0.212 |p=0.036 |p=0.478 |p=0.324 [p=0.271 |p=0.943 |p=0.138
nyirokcsomaék R=0.057 |R=0.120 |[R=0.128 |R=0.040 |R=-0.093R=-0.090|R=0.162 |[R=-0.086|R=-0.203 |R=-0.118|R=-0.214
szama p=0.572 |p=0.234 |p=0.205 [p=0.694 |p=0.416 |p=0.430 |p=0.155 |p=0.455 |p=0.050 |p=0.269 |p=0.042
életkor R=0.044R=0.055 |R=-0.128R=-0.046R=-0.095|R=0.229 |R=0.154 |R=0.169 |R=-0.099|R=0.415
p=0.590 |p=0.590 |p=0.213 [p=0.688 |p=0.410 |p=0.044 |p=0.182 |p=0.110 |p=0.355 |p<0.001
nem R=-0.079R=-0.020 R=0.146 |R=-0.082|R=0.168 |R-0.014 [R=-0.086 |R=0.170 |[R=0.032
p=0.433 |p=0.845 |p=0.198 |p=474 |p=0.140 |p=0.900 [p=0.419 |p=0.110 |p=0.736
Grade R=-0.20[R=-0.002]R=-0.015|R=0.132 |R=0.076 |R=0.212 |R=-0.053|R=0.111
p=0.041 |p=0.985 |p=0.899 |p=0.247 |p=0.510 |p=0.044 |p=0.621 |p=0.294
P53 R=-0.15R=0.098 |R=-0.104|R=-0.020|R=0.047 |R=-0.234|R=-0.105|
p=0.283 |p=0.368 |p=0.368 |p=0.864 |p=0.658 |p=0.027 |p=0.327
P21 R=0.009|R=0.050 [R=0.188 [R=0.062 |R=-0.331|R=0.167
p=0.934 |p=0.663 |p=0.100 [p=0.610 |p=0.005 |p=0.168
P16 R=-0.17IR=0.118 |[R=0.076 |R=-0.031|R=0.059
p=0.133 [p=0.306 |p=0.534 |p=0.801 |p=0.661
EGFR r=0.094 [R=0.064 |R=-0.032|R=0.022
p=0.413 [p=0.596 |p=0.792 |p=0.857
TS R=0.226 |R=-0.032|R=0.142
p=0.062 [p=0.795 |p=0.243
Metastasis R=-0.11R=0.587
p=0.293 |p<0.001
recidiva R=0.144
p=0.175

}
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Az adatokat multivarians analizisben Cox-regressigzttel is kiértékeltik. Az eredmények
a XIX. tabldzatban lathatok. A membranogdsatenin expresszié (p=0,026), a feldolgozott
nyirokcsomok szama (p=0,005) és az életkor (p<Q,@0Aonyult figgetlen prognosztikai

markernek.

XIX. tabldzat. A vizsgélt markerek Cox regresszios analizise.

Variable Relative Risk Cl p
Membranoug-catenin 2,700 1,129-6,454 0,026
Nuklearisp-catenin 1,307 0,572-2,987 0,526
E-cadherin 0,909 0,455-1,818 0,788
nyirokcsomok 4,077 1,518-10,953 0,005
életkor 3,767 1,970-7,203 <0,001
Nem 0,675 0,335-1,359 0,675
Lokalizacio 0,411 0,161-1,048 0,063
p21 0,817 0,289-2,306 0,702
p16 0,401 0,133-1,205 0,104
EGFR 0,737 0,275-1,977 0,544
TS 1,628 0,691-3,835 0,265

6.5. ERCC1 expresszi6 immunhisztokémiai kimutatdsaés prognosztikai faktorok

vizsgéalata metastaticus colorectalis carcinomaban

A vizsgalt 28 beteg kozul 19 ferfi, és @ molt, az atlagéletkoruk 61,5 év. 17 colon és 11
rectumos lokalizacioju esetlink volt. Az atlagofkfs 28 hénap, a metastaticus tulélés 21,5
honap volt és 8% volt az 5 éves tulélés. Az IHQerények értékelése soran a tiz vizsgalt
marker megjelenését mind a 28 betegnél kilén-kélémeztiik.

A p53 esetében az esetek 50%-ban (14 eset) tddgnmitivitast.

Az E-cadherinnél az esetek 50%-ban (14 eset) taldiinembranosus féstést.

A [3-catenin esetében kilon vizsgaltuk a membréatyé a magpozitivitast. Membranpozitiv

az esetek 46%-a volt (13 eset), mig 39%-0s volagpuozitivitas (11 eset).
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Az EGFR esetében csak a membraifiésst vizsgaltuk (23. abra). 28%-o0s (8 eset) a

membranfegtdést add mintak szama.

bra. EGFR 3+ membranpozitivitas, 400x

(O

23.

Az MLH1, MSH2, MSH6 esetében magfédést értékeltiink. Az MLH1 esetében 42%-o0s (12
eset), az MSH 2 esetében 57%-0s (16 eset), és di6MSetében 32%-0s (9 eset) a
magpozitivitast adé mintak szama.

A timidilat-szintadz és az excision repair cross-ptametation group 1 (ERCC1) (24brg
esetében a citoplazmatikus fidst értekeltik.
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24. abra: Az ERCCL1 citoplazmatikus feégtése, 400x

A TS esetén 17%-0s (5 eset) a citoplazmatikusidést mig az ERCC1 esetén 60%-o0s (17
eset).

Az eredmények, mind a 10 vizsgalt marker tekintetéd XX. tablazatban lathatok.

XX. tablazat. A vizsgalt markerek expresszibja

Markerek 0ssz. pozitiveset  0ssz. negativ eset
p53 14 14
p21 0 28
3-catenin mag 11 17
3-catenin membran 13 15
E-cadherin 14 14
MLH1 12 16
MSH2 16 12
MSH6 9 19
EGFR 8 20
ERCC1 17 11
TS 5 23
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Ezen adatok alapjan készilt Kaplan-Meier grafikomdémzéséll azt kaptuk, hogy #-
catenin membranexpresszido és metastaticus tuléézsefiiggését vizsgalva (28brg a
membran pozitiv esetekben jobb eredményeket kagpu#ik132).

0p- =" negativ
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25. abra. A B-catenin membranexpresszio és metastaticus tlékEsti dsszefligges

17 beteg esetében talaltunk intenziv vagy kozepaSE. fesbtdést. Az altalunk alkalmazott
antitesttel és a reakciokorilményeink kozott (admfgltaras, és higitas) az ép nyalkahartya
nem mutat fegidést az ERCC1 esetében.

Az ERCCL1 és az 0ssz tulélés (26. abra, p=0,3463tagtaticus tulélés (27. abra, p=0,098) és
a progresszidmentes tulélésivid28. abra, p=0,240) vonatkozasaban is lathatdy haag

ERCCL1 negativ esetekhez jobb progndzis tarsul.
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27. 4bra. ERCC1 és metastaticus tulélés
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28. abra.ERCCL1 és a progressziomentes tulélési id

Az altalunk vizsgalt tobbi marker (p53, p21, MLHHSH-2, MSH-6, EGFR, E-cadherin,

timidilat szintdz) és a klinikai kimenetel k6zogm talaltunk 6sszefiiggést.

6.6.EGFR amplifikacié kimutatdsa FISH reakciéval

79 tumormintabol épitett TMA blokkokon végeztink EH&G amplifikacio kimutatasra FISH

reakciot. (A vizsgalatot az E-cadherfircatenin study tumormintain végeztik.) A reakcié 74

esetben volt értékelhiet7 esetben észleltiink amplifikaciot (9.4 %). Azléls amplifikacio
mértéke 2-4 kozotti volt. (29. abra)
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29. abra. EGFR amplifikacioé kimutatasa FISH reakcioval

Az amplifikaciét mutatdé esetek Klinikai lefolyasattekintve, megallapithaté volt, hogy
kozuluk 6 esetben sem attét, sem recidiva nemtieeett, az utdnkdvetésiddalatt mind
életben voltak. Atlagos utankovetéséil4 honap (72-124 hénap) Egy betegben jelentkezett
attét, ez a beteg a tumoros betegség kovetkezthenyt. Ezen beteg esetében a DFS 1
honap, az OS 12 hénap volt. igy a génamplifikasiétén az attét kialakulas valossage
14,3%, mig az amplifikaciot nem mutat6 esetekb@neldet) az attét kialakulas valéseége
29,8% volt. (Ezen esetek kdzil 20 volt metastatimieq).

Az EGFR FISH reakciok és az elvégzett EGFR immuatbigmiai vizsgalatok eredményét a
XXI. tablazat tartalmazza. Jelen vizsgalatban igr@gnosztikai studyban észlelthez kozel

hasonl6 ardnyban talaltunk EGFR immunhisztokénoaitpvitast. (55,7%-54%).
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XXI. tAblazat. EGFR FISH és EGFR immunhisztokémiai reakciok ix&alyei

Osszes eset FISH pozitiviEISH negativ, nen
amplifikalt amplifikalt
EGFR IHC score 3+| 3 (3,8%) 1 (14,3%) 2 (3%)
EGFR IHC score 2+| 9 (11,4%) 3 (42,9%) 4 (6%)
EGFR IHC score 1+| 32 (40,5%) 1 (14,3%) 28 (41,8%)
EGFR IHC score 0 | 35 (44,3%) 2 (28,6%) 33 (49,2%)

79

67

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az 6sszesars&BGFR IHC pozitivitas éfordulasi

aranya 55,7%-0s volt, a score 2-3+ esetek aranyi2d golt. EGFR génamplifikacio esetén

71,4% volt az IHC pozitivitds, a score 2-3+ értdlakprisaga 57,1% volt. Nem amplifikalt
tumorokban 50,7% volt az IHC pozitivitas, mig a rec@-3+ 9%-0s gyakorisagu volt.

Ugyanakkor az is lathatd, hogy az amlifikalt esetékott volt score 1+ és score 0 IHC s,

valamint forditva, a nem amplifikalt esetekbenlif@dult score 2-3+ IHC eredmény is.

A vizsgalat eredményeképp megéallapithato volt, hamggltalunk alkalmazott FISH metodika

alkalmas TMA metszeteken tortg&felhasznalésra is.

Vizsgalatunk éképp a FISH reakcié TMA blokkon tortérkivitelezhetsege céljabol készult.

Statisztikai feldolgozasban ezek az adatok nem epefiek, és eredményeinket nem

publikaltuk.
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7. Megbeszélés
TMA valid&cié

A TMA validacioés tesztink az irodalomban olvashatdrmegfeled eredménnyel zarult
[152]. Ez alapjan ugy itéltik meg, hogy a kidolgtbznetodikank alkalmas a célul &aott
prognosztikai faktor vizsgalatra.

A TMA metodikat Hector Battifora irta le @&zor [133], majd Kononen és tarsai
tokéletesitették [134,135]. Az elmult években szamagy tanulmany vizsgalta és igazolta a
modszer hasznalhatdsagat, mint high troughput met@daganat proteomikai kutatdsokban
[137]. A colorectalis tumorok vizsgalataban is tébbprébalkoztak a TMA maodszer
alkalmazasaval, és tobb kozlemény is megjelentyaked p-catenin- E-cadherin rendszert
vizsgaltak ilyen médon [139-144]. Sokan a TMA meltadhibajanak tartjak, hogy csak a
tumor kicsiny részét vizsgalja. Ezt igyekeztink isia tobbi munkacsoporthoz hasonléan,
azzal kivédeni, hogy egy-egy tumorbdl, tobb repnéatdv teriletBl kiemelt core-okbdl
allitottuk 6ssze a TMA blokkokat. Nem szabad ejfelg, hogy a klasszikus, nagy metszeten
végzett immunhisztokémiai reakciok, vagy a DNS alajzsgélatok is a sokszor 4-10 cm
mérettartomanyban lévtumoroknak csak néhany szézalékat vizsgaljak, dgyesetleges
intratumoralis heterogenitas miatti eltéréseketlasdzikus vizsgalomoddszerek sem tudjak
teljesen kikiiszdbdlni. Minél tdbb core, illetve minnagyobb keresztmetsidetore kerl
beépitésre egy-egy tumorbdél a TMA blokkba, annajyobb lesz a reprezentativitas.
Parhuzamosan csokken a nem értékélhetetek aranya (kilénésen a keresztmetszet
novelésével). A core keresztmetszet ndveléséveikesbhet a csak necroticus terletet,
illetve csak kdiszovetet tartalmazé core-ok aranya. Ugyanis kie &eresztmetszet esetén, a
leggondosabb core kijelolés esetén fartulhat kiterjedt necrosisokat tartalmazo6 tumor
vagy kivalé poszt- kemo-radioterdpias regresszidtand fibroticus tumor esetén, hogy a
kiemelt core nem tartalmaz értékelhetumorszovetet. Azonban ezzel egyidefy a
hatékonysagot csokkentjuk. Igy egy optimalis kozépukell talalnunk a TMA
konstrukcioban, mely biztositja a reprezentativigs az értékelhéséget, de nem vész el a
modszer high througput jellege sem. A TMA metodikaasik oriasi dinye a
reakciokorilmények nagyfoku standardizalasabaikrejs a legtobb szefzegyetért abban,

hogy ez az éhyoket és hatranyokat mérlegelve, a TMA javéara idélrd kérdést.
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Mivel a TMA metodikaval, a TMA validaciéval kapcsdban mar szamos kdzlemény jelent
meg, eredményeink nem szolgéltattak Uj informa@&@nért nem publikaltuk szakfolydiratban,
csak egy hazai kongresszuson mutattuk be.

Rhabdoid szovettani fenotipus vizsgalata

A rutin diagnosztikus tevékenység soran az isnettdietegben egy igen ritka tumort
eszleltink. A részletes immunhisztokémiai vizsgédata fel a daganat valodi tipuséat. 1978-
ban irtdk le a Wilms tumor ritka, monophasisos dsolvagy rhabdomyosarcomatoid
varidnsaként a rhabdoid tumort [117], melyet jedgnkilon entitdsként malignus renalis
rhabdoid tumorként (MRRT) neveznek. Feltéeet a vese medullaban Evprimitiv
pluripotens sejtekdl szarmazik, nem mutat myogen differenciaciéra dutaltrastrukturalis
vagy immunhisztokémiai jeleket. Agressziv visell&ddéumor, mely tobbnyire mar a
diagnézis idpontjaban metastaticus terjedést mutat. skbshasonld fenotipusd tumorok
eléfordulasardl szamoltak be, szamos extrarenalis likd@oban, t6bbek kozott
lagyrészekben, agyban, pancreasban, majban, hiygg@n. Ezeket a daganatokat, melyek a
vesében leirt rhabdoid tumorral azonos citolog@asokat mutatnak, malignus extrarenalis
rhabdoid tumorként emlitik (MERT [155]). A koézpontdegrendszerben, gyermekkori
eléfordulasu atypusos rhabdoid/teratoid tumorban isohkb citolégiai jellegzetességek
figyelhettk meg [156]. Az el§ leirds Ota szaznal tobb MERT eset kerilt publi&aa A
malignus rhabdoid tumor és az atypusos rhabdoaddier tumor gyermekkori éfordulasu,
igen agressziv bioldgiai viselkedégumor, melyek hisztogenezise bar ismeretlen, de
felteheten hasonld neoplasmaknak felelnek meg. Atypusosatdidirhabdoid tumorban
kimutattak a 22g11.2 lokalizaciéju hSNF5/INI1 tunmsauppresszor gént érinkromoszoma
delécidt, mint karakterisztikus eltérést [157]. Eza@togenetikai eltérés kimutathaté FISH
reakcioval. Az INI1 BAF47 protein elleni antitestiegzett immunhisztokémiai reakciéval
szadmos normal sejttipusban lathatd nukleéri$dést, mig a rhabdoid tumor sejtei negativak.
Belss pozitiv kontrollként szolgalnak a reakcidhoz adathel sejtek és a lymphocytak [158].
El6fordulhat szekunder fenotipusos megjelenéskéntddidbkomponens szamos egyéb,
tobbnyire feldttkori distinctiv tumorban, mint adenocarcinoma, Idaiéle sarcoma,
melanoma. Felteh&tn rosszul differencialt tumorok heterogén csopadtjvan sz6, melyek
k6zos hisztoldgiai tulajdonsagok mellett jetenkilonbségeket mutatnak a renalis rhabdoid
tumorokhoz képest. A rhabdoid vonasok itt csak mamisikus fenotipust jelentenek, mely

szadmos tumorban, igy carcinomékban is megfigyélHé69,160]. A MRRT-ban leirt
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jellegzetes cytogenetikai eltéréshez hasonlétaleirtehany MERT esetben is [161], de a
composit rhabdoid fenotipust tumorok tobbségében nmutattak ki ezen cytogenetikai
abnormitast, a rhabdoid meningeomak kivételével. esetiinkben észlelt Inil nuclearis
festbdés 6sszhangban van az eddig kdzo6lt adatokkal nfposit rhabdoid tumoros esetekben
immunhisztokémiai vizsgalattal nem mutathatd killil fesivdés hianya, mely, AT/RT
tumorok esetében diagnosztikus éiitgk58,162]. A hSNF5/INI1 funkcié befolyasolja az
actin-cytosceleton rendszert, mely magyarazatoataahabdoid jellegre [163]. Siratsuchi és
kollégai kimutattak rhabdoid tumorban a cytokerati®@ gén mutatigjat, mely
intracytoplasmaticus intermedier filamentum inolusképzdést eredményez [164,165].
Lehetséges, hogy a rhabdoid morfologia a hisztagstiefliggetlendl, hasonld molekularis
mechanizmussal jon Iétre [162].

A rendelkezésre all6 szamitdogépes adatbazisokirdtitskvel 22 korabbi, gastrointestinalis
eléfordulasu rhabdoid carcinomat talaltunk, melyek (k6Z, a jelen kozolt esettel egyitt
minddsszesen 8 volt primer vékonybél erédd60,166,167,168,169,170]. (XXII. tablazat).
A tovabbi 15 eset kozil 3 oesophagus, 7 gyomor, 4ésvastagbél tumor volt
[160,171,172,173,174,175,176,177,178,179].  (XXlItdbldzat). Az irodalomban 4
vastagbélben éfordul6 rhabdoid tumor ismert. Ezen eseteket nesniisiz megoszlasa 2 ferfi
és 2 6. Atlagéletkor 76,7 év (72-84) volt. A tulélés nrmlis, 3 beteg 3 hénapon beliil

meghalt, a negyedik 1 évet élt a diagndzis utan.
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XXII. tAblazat. Primer vékonybél rhabdoid tumorok

eset| Szeidstudy Eletkor/ | Lokalizaci6 | Metastasis Tulélési | Eletben
nem idé van
(hénapok) | (hdnapok)
1 Chen et al [166] 54/M jejunum regionalis 2 -
nyirokcsomo,
maj, peritoneum
kismedence,
sigmabél serosa
2 Al-Nafussi [167] | 65/M jejunum mellékvese, 3 -
cervicalis
nyirokcsomo
3 Lee et al [168] 58/M duodenum vékonybél, <1 -
mediastinalis
nyirokcsomo
4 Amrikachi et al 70/F vékonybél retroperitoneum 10 -
[160]
5 Abdulkader et al 58/M vékonybél maj, mko. meghalt | -
[169] mellékvese posztopera
tive
6 Abdulkader et al 56/M ileum nincs - 18
[169]
7 Kunze et al [170]| 52/M jejunum mellkasfal, mk@ hét -
mellékvese,
nyirokcsomok,
tidoé
8 Jelen eset 81/M jejunum peritoneum, 7 -
hasfal, ileum
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XXIII. tAblazat. Tovabbi, nem vékonybél lokalizaciéju gastrointestis rhabdoid tumorok

eset| Szedstudy Eletkor/| Lokalizaci6 | Metastasis Tulélési | Eletben
nem idé van
(hénapok) | (hdnapok)

1 Amrikachi [160] 73/M nyelcss nincs - 9

2 Amrikachi [160] 61/M nyelcsd mellkasi folyadék| 3 -

3 Ng WC [171] 49/M nyelcss nyirokcsomok 12 -

4 Amrikachi [160] 52/M gyomor maj, 4 -
nyirokcsomok

5 Read et a[172] 59/F gyomor maj, éud 4 -

6 Pinto et al [173] 73/F gyomor koldok régid 3 -

7 Ueyama et al[174] 63/M gyomor méj 2 -

8 Ueyama et al[174] 60/M gyomor nem igazolt - 49

9 Ueyama et al[174] 68/M gyomor nincs - 60

10 | Ueyama et al[174] 58/M gyomor nincs 6

11 | Chetty etal [155]| 72/F colon maj, 3 -
nyirokcsomok

12 Marcus et al [176] 84/F colon nem igazolt - 12

13 | Yangetal [177] 75/M colon nyirokcsomok <1 -

14 | Nakamura et al76/M colon maj, pancreas3 -

[178] vese,

nyirokcsomok

15 | Ohgaki [179] 41/M | mesenterium| nem igazolt 2 hét -

Az extrarenalis rhabdoid tumorok tébbnyire gyernmkleléfordulast mutatnak, mig az eddig

kozolt gastrointestinalis lokalizaciéju rhabdoidlggii carcinomék idskorban jelentkeztek,

atlagéletkor 64,4 év (49-84) volt. Mig a MERT eketemi megoszlasa a kdzolt legnagyobb

sorozatokban kozel egyén[155], addig a gastrointestinalis rhabdoid tumofékiiakban

gyakoribb ebfordulasuak (férfi: 6 arany 3,4:1). A primer vékonybél rhabdoid tumorok

esetén az atlagéletkor 61,7 év (52-81év), a neminizmegoszlasban kifejezett férfi tulsuly

(férfi: n6 arany 7:1) tapasztalhatd. A gastrointestinalisszen beltl vékonybél lokalizacioju
rhabdoid tumorok, hasonl6éan a tobbi MERT és MRR@tlesz, agressziv viselkedék, a
progndzis rossz, a betegek tbbbsége (75%) a diagndivett 6 hdnapon belil meghalt.
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Specifikus kezelés jelenleg sem ismert. Jelen koeékt szOvettani megjelenésében és
immunfenotipusdban, valamint klinikopatoldgiai saggagaiban megegyezett a korabban
leirt esetekkel. Megtalalhaté volt add&ges eosinophil cytoplasma, nagy nucleolusok.
Ugyszintén kdz6s a mar ezidaig bemutatott esetekkely igen magas proliferacios aktivitas
mutathat6 ki, Ki-67 magas féstési indexet mutat. Immunfenotipusat tekintve elié a
panCK és vimentin koexpresszid, fokélis EMA poziéigsal. Tovabbi specifikus
cytokeratinok- CK7, CK20 negativak. LCA, S100, HMB4ymphoid markerek negativak.
Az SMA, caldesmon, desmin, CD34, C-kit negativitghsarcomakat zarja ki. Esetiinkben is
immunhisztokémiai vizsgalattal csaknem valamenmyndrsejt p53 nuklearis pozitivitast
mutatott, amint az kimutathat6 szamos MERT és MEBRWilms tumor esetében [180].
Osszefoglalva, a rhabdoid jeliegyastrointestinalis tumorok ritkak. A rhabdoid fépos
rossz prognozissal tarsul, az ilyen tumorok nengakeak a konvencionalis kezelésekre. A
korabban kozo6lt, nem gastrointestinalis lokalizATIMERT eseteld jelentbsen kilonboa
életkori ebfordulds, és az igen kifejezett férfi tulsuly idzje hogy a MERT a tumorok
heterogén csoportja. Ugyanakkor felvethehogy a gastrointestinalis rhabdoid tumorok
onallé szubtipust képeznének a gastrointestinareirtomakon belul. Ennek igazolasara
természetesen az eddig kozolt esetek 6sszehasordlekularis patoldgiai vizsgéalata lenne

szlkséges.
E-cadherin p-catenin vizsgalat

Az irodalomban szdmos tanulmany foglalkozott az (dinasaknem két évtizedben az E-
cadherin-B-catenin expresszio colorectalis carcinogenesidisiltott szerepével. Ma mar
tankonyvi adat, hogy a vastagbél tumorok genetgailheterogének. A molekularis
pathogenesis szerint alapéet két & csoportba sorolhaték. Tobbségukre (80%) a
kromoszOma instabilitas jelleiz mig kisebb csoportjuk esetén a mismatch repanekyé
mutécidja és microsatellita instabilitas jell@inAz el csoport tumorai esetén jol jellemzett
génhibdk halmozodnak fel a colorectalis carcinogenestadiumaiban, melyek egyik
legfontosabbika az APCB-catenin rendszert érinti, €s ez mar a carcinogenksrai
szakaszaban kimutathato [5,6]. Az irodalomban dla&s kdzlemények eredményei nem
egységesek, és sokszor ellentmondodak az altalunizggalt proteinek prognosztikai illetve
prediktiv szerepét illéen. A legtdobb kdzlemény szerint, facatenin illetve E- cadherin
membran pozitivithsa esetén jobb a betegség pragmohosszabb tulélési ddvarhato,

ritkabb a metastasis megjelenése [181-185].p-8atenin nuklearis expresszidjat rossz
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prognosztikai faktornak tartjak [186]. Ezen eredyedkel sajat vizsgalataink megallapitasai
részben dsszhangban vannak.

Eredményeinket attekintve és 0sszegezve a kovelekiezllapithattuk meg. A teljes
beteganyagunk tekintetéberp-&atenin membran expressziojanak elvesztése eseterabb
volt az OS, mint membran pozitivitas esetén, a miggég azonban nem bizonyult
szignifikansnak. Nem sikertilt szignifikans kapcsadalalni az E-cadherin expresszidja és a
vizsgalt klinikai paraméterek, tehat az OS és DB30K. Az dsszes beteg esetéber- a
catenin membran negativitas és nuklearis pozigvitéllett gyakoribb az attétké&jes, es ez

a kapcsolat a nuklearis expresszio esetén szigngikAz is lathatd volt, hogy ha sem az E-
cadherin, sem R-catenin nem mutatott membran tidst, akkor gyakoribb volt a metastasis
megjelenése, mint ha mindkét protein membrardfiEstt mutat.

A betegeket a tumor lokalizacioja alapjan két cswpobontva, mar jeleis kilénbségek
voltak tapasztalhatok. A colon tumoros betegeinkztkd gyakorlatiiag nem mutatkozott
0sszefliggés prcatenin- E-cadherin expresszios valtozdsok éseODFS kozott. Ezekben
a betegekben nem mutatkozott kapcsolat a metastagjgelenése ésfacatenin, valamint E-
cadherin expresszios mintazat k6zott.

A rectum tumoros csoportban eleve kisebb volt azé®@% DFS. Ezen tulméan nagyobb
aranyban észleltik gecatenin és E-cadherin membranexpresszié elvesigesé 3-catenin
membran negativitds esetén rosszabb OS volt, nzelgb@n nem ért el szignifikans értéket.
Ebben a csoportban a metastasis megjelenése gagseén gyakoribb f-catenin membran
expresszio elvesztése esetén, illetve szintén ifik@gmsan gyakoribb @-catenin nuklearis
expresszidja esetén.

Végul az is megdllapithatd volt, hogy a metastatibetegek csoportjdban fcatenin
membran negativitas esetén szignifikansan hamgeddibt meg az attét, valamint a DFS is
rosszabb. E-cadherin membran negativitas esetbanmrabb jelentkezett attét, azonban ez
nem volt szignifikans.

Eredményeink kozil hangsulyozandd, hogy ndképp a rectum tumoros betegek
csoportjaban tudtunk & kapcsolatot kimutatni g3-catenin- E-cadherin expresszios
mintazata és a betegség kimenetele kdzo6tt, miglantoonoros betegeknél csak tendencia
volt, vagy egyaltalan nem talaltunk 6sszefliggéstolb- illetve bal colonfél tumoraiban
észlelt adatokat nem értékeltik kilén, részben g csoportokban lévrelative kis
betegszam miatt. Tehat az alcsoport analizis alapjaectum tumoros csoport betegeiben
lathatok szignifikans osszefliggések. igy a teljetedcsoport tekintetében a szignifikans

0sszefuggések hatterében részben az ebben azaatbsmoplatott korrelaciok allhatnak. Ez a
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megfigyelés is alatdmasztja, hogy a colorectalisicama genetikailag heterogén betegseg. A
jobb- illetve bal colonfél, valamint rectum tumarak patogenezise eltér egymastol. Az
altalunk megfigyeltek szerint a rectum tumorok tk#pzésében kiemelkédjelentsédi
szerepet jatszik g-catenin- E-cadherin rendszer.

A prognosztikai vizsgalat betegcsoportunk idevooatkeredményei is alatamasztottak az E-
cadherin-B-catenin vizsgalat soran észlelt megfigyelésekat, dzen betegcsoportban nem
vizsgaltuk részleteiben kilén a colon-, illetve ddiila rectum tumoros betegek expresszios
mintazatat és annak kapcsolatat a klinikopatologeiaméterekkel. Ebben a vizsgéalatban
azonban mar nem csak tendencia vditatenin membran expresszié és a prognozis kozott,
hanem a membran pozitiv esetekben szignifikandalm yolt mind az OS és a DFS is. Cox
regresszios teszben [Ecatenin membran expresszié fuggetlen prognosztikitornak
bizonyult.

Tanulmanyunkban a Spearman’s correlatios teszthi#sn reegativ korrelaciot talaltunk f&
catenin membranosus €és nukleéris daése kozott, valamint &-catenin membranosus
expresszidja és a metastasis kialakuldsa kozdts. fozitiv korrelacio volt az E-cadherin és
B-catenin membranosus fédése kozott, g-catenin nuklearis expresszioja €s a metastasis
képzdes kozott.

Ha nem észlelhéta menbranba-catenin expresszid, a progndzis rosszabb, gya&rabb
alakul ki metastasis és a metastasis is hamarébleneg.

Az ellentmondo irodalmi adatok, illetve az altaluégzleltek hatterében nagyon sok
tényed allhat. Sok, eddig megjelent kozlemény klinikopatiailag nem egyseges
betegcsoportot vizsgalt, korai ésoérelhaladott stadiumu, colon- illetve rectum tumoros
betegek egyarant szerepeltek az egyes tanulmanyok¥ban néhany kodzlemény, ahol
szigoruan szelektaltak a bevont eseteket, és tagk &1l eseteket vizsgaltak [187, 188, 140],
s6t egy munkacsoport csak korai rectum tumoros b&wgmnulmanyozott [141]. A mi
vizsgalatunkban csak pT3, Dukes B2 stadiumu betkgaktek bevalasztasra. Azon betegek,
akik kaptak adjuvans kezelést, a standard 5-FU kend@piaban részeslultek, a rectum tumoros
betegek emellett radioterapiat is kaptak. igy segeinket klinikopatologiai szempontbol
relative homogén csoportnak tartjuk. EltérésekdeZbetiink fel az egyes kdzleményekben
metodikailag is. A metodikai kilénbségek kozoétt gemds, hogy az egyes széilz mas- és
mas antitesteket hasznéltak fel munkgjukban. A ké&mé megjelent kodzleményeket
attanulmanyozva, arra a kovetkeztetésre juthatlmoigy nincs egységes, mindenki altal
elfogadott scoring rendszer, pacatenin- E-cadherin expresszio értékelésére. Igyteoff

erték megvalasztasa 6nmagaban a kozolteetitgdmenyek egyik fontos magyarazata lehet.
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Mi az utébbi években egyre népdgar TMA metodikat valasztottuk a vizsgalatainkhoz,
melyet Hector Battifora irt le &z06r [133], majd Kononen és tarsai tokéletesitdit8k,135].
Az elmult években szamos nagy tanulmany vizsgaltgazolta a modszer hasznalhatésagat,
mint high troughput metodika a daganat proteomikatatasokban [136,137,138]. A
colorectalis tumorok vizsgalataban is tobben pidd#ibk a TMA modszer alkalmazasaval
[139,140,141,142,143,144,189], és tobb kozleménynégjelent, melyek &-catenin- E-
cadherin rendszert vizsgaltédk ilyen modon [143,188gjelent olyan tanulmany is, mely a
TMA metodika validaciojat mutatta be, colorectatisrcinomas mintakon [144]. A TMA
alkalmazhat6 tumor progresszios vizsgalatokra saflenoma- carcinoma szekvencia soran
bekovetke# catenin expresszios mintdzat valtozasainak vias@ya is kivaldan alkalmas ez a
modszer [143,144]. A TMA metodika oriasbele a reakciokorilmények standardizaldsaban
rejlik, és a legtbbb szefzgyetért abban, hogy ez adreloket €s hatranyokat mérlegelve, a
TMA javara donti el a kérdést. A fenti metodikdetlve betegkivalasztasi kiulonkisggek
mellett azonban részben facatenin- E-cadherin rendszer colorectalis carenegisben
betdltott szerepének komplexitdsa is magyarazhatgredmények eltéréseit.

A malignus tumorok alapvétbiologiai jellem@je az invazio és metastasis képzés.
Ezek a rakos haldlozas dkai.
A tumor progresszio és a tdbbléfisanetastasis képdés folyamatanak egyik legfontosabb
és el eseménye a sejt-sejt adhézio felbomlasa. Mint yalaaga kilonféle tanulmanyokban
olvashat6, g-catenin és az E-cadherin kdzponti szerepet ja@zikpithelialis szévetekben
illetve carcinomakban a sejt-sejt adhézioban. BAjmorsejtek sejt-sejt adhézidjaban és sejt-
ECM adhéziéban szeréplglikoproteinek szerepet jatszanak az invaziv ésastaticus
fenotipus kialakulasaban. A kilonféle sejt adhématekulak kdzil a cadherinek leginkabb a
homophil sejt-sejt adhézioban jatszanak szerep@y, ansejt-endothel kapcsolddasért az
immunoglobulin superfamily és a selectinek féselk.
A cadherinek membran asszocialt adhézids proteimaklyek komplexet képeznek
intracellularis proteinekkel, minf- és y-catenin [34,35]. Az E-cadherin gén a 16-0s
kromoszoman helyezkedik el. Az E-cadherin egy katcdependens transzmembran protein,
melynek nagy extracellularis és relative kicsi iogHlularis domeénje van, mely utobbi
cytoplasmaticus proteinekhez kdik, foképp a B-cateninhez. Ez a kdédés alapvét
jelentbsédi a stabil sejt-sejt adhézidban [33]. A cadherinstikkent szintje a sejt adhézio
gyenguléséhez vezet. Szamos esetben kimutathat®-caxlherin mutacio és Brcatenin
protein kob képesség csokkenése. A carcinoma sejtek dissrmgjeidehetvé teszi a a stroma

invaziot és a metastasis képest [32,181,182]. Ismert, hogy a gyomor sigillbdalis

81



carcinomai, vagy a lobularis e#glrcinoma, melyek kifejezetten invaziv tumorok, E-
cadherin negativak [190,191]. Ezekben a tumorokdbaragy metastatizaldé képesség egyik
fészerepbje a tumorsejtek E-cadherin expresszidjanak eleesztA familiaris diffus gyomor
carcinoma szindréma hatterében ismert az E-cadbénrgermline mutaci6jfl92]. Emellett
fliggetlen prognosztikai faktor sporadikus gyomoabaik is [190]. Osszefliggést talaltak
nyelvrak esetén is a tulélés és az E-cadh@roatenin expresszié kdzott [193]. A csokkpnt
catenin expresszio kimutathaté volt tovabbi maghefialis tumorokban és prognosztikai
ertékinek bizonyult hugyhdélyag, gyomor, prostata és égsl rakban is [194-197].

Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy a keéslge kerilt, és a tavoli szovetekbe eljutott
tumorsejteknek a megtapadashoz illetve proliferahdetastaticus szovetszaporulat
létrehozasahoz sziikség van adhézios molekulakran tgmorseijtek primer tumorrol torign
levalasanal ény az adhézidés molekulak hianya, de a megtapadasaalhatrany [198].
Mivel a sejt-sejt adhézioban szamos egyéb molekudaerepel, €és tumorsejtek megtapadasat
is szamos mas korilmény befolyasolja, igy ééthdiogy bizonyos esetekben kifejezett
szerepet kap a metastasis kigfisben az E-cadherifi-catenin rendszer, mig mas tumorok
esetében nem lehet Osszeflggeést talalndt, Inmagaban az egyes komponensek
immunhisztokémiai kimutathatésaga még nem jelenkiic@dgiailag aktiv, funkcionalo és
foképp kooperdld proteinek jelenlétét. Egy munkaceomo foszfof-catenin nukleéris
expresszidjat vizsgalta, mely a tényleges bioléfliakciot betdlé aktiv protein, szemben a
legtébb tanulmanyban- és a jelen kdzleményberzisgéilt nem- foszforilalt proteinekkebk
arra a megallapitasra jutottak, hogy a nukleargffop-catenin expresszio esetén jobb a
prognozis [199].

A két protein kooperalé funkcidjara utal azon erédgiink, mely szerint ha valamelyik
kimutathaté a membranban, akkor jobb az OS, mimtimalketty membran negativ lenne.

A metastasis képrés soklépds eseménysor, melyben az E-cadhefitatenin rendszer
mellett egyéb tényék is szerepet jatszanak, igy tdbbek kdzott tovalohiézios molekulak,
matrix metalloprotedzok stb.

A B-catenin nuklearis expresszioja is fontos esemeéngolarectalis carcinogenesisben,
szamos geén transzkripciojat inditja el. A vastalgbel a cryptak béazisan allandd
sejtproliferacié van, mely biztositja a nyalkahartiplyamatos megujulasat. A proliferacio
szabélyozdsaban fontos szerepet tolt be a \Widatenin-TCF/LEF utvonal [43,44,45].
Szokatlan a szignalizaciés uUtvonalak kdzétt ez igngkitvonal, amennyiben itt a ,second
messenger’-ként felfoghatp-catenin folyamatosan kéfdik, és bomlik le a destrukcios

komplex segitségével. A szignalutvonal aktivalodésetén a lebomlas fliggestk fel, és a
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B-catenin felhalmozodik, be tud jutni a magba, akibéjti hatasat [41]. Mivel a colon
tumorok kromoszomalis instabilitdssal jaré csopdwdn a pB-catenin- APC rendszer
rendellenességei tobbnyire megfigyelthet és altalaban méar a carcinogenesis korai
szakaszaban [46,47], igy részben éfthdtogy ez a rendkivil komplex intracellularis
halézatokban résztvév protein immunhisztokémiai kimutathatésaga miért tahu
ellentmondasos eredményeket a prognozis tekintetébeamos kozlemény megallapitotta
mar, hogy jelerits genetikai kilénbség van a jobb illetve bal coddnfalamint a rectum
tumorai kozott. A bal colonfél és rectum tumoramiabb a chromosomalis instabilitas, az
APC, p53 mutaciok jellentiek, mig a jobb colonfél tumorai kozott gyakoribb a
mikroszatellita instabilitas, és a mismatch reggnek mutacioja. Ezzel a megallapitassal
0sszhangban vannak az eredményeink, mi is a retttomoros betegcsoportunkban kaptunk
Osszefuggést &-catenin- E-cadherin rendszerben észlelt expressyiétozasok és a
progndzis kdzott [200].

A vastagbél carcinoma okozta halalozas egyik leégiabb oka a tavoli metastasisok
megjelenése. Régota igény a klinikum rédizdrogy ebre lehessen jelezni, kik azok a korai
stadiumu betegek, akiknél Kdb nagy valosziiseggel attét jelenik meg. Amennyiben
lehetséges lenne ilyen beteg szelekcio, a valdghwiegek esetén mod nyilna szorosabb
utankovetésre, illetve agresszivebb adjuvans keislénérlegelhét Nem mellékesen, azon
betegekben, akiknél az attétképzés valdisdge csekély, i, koltséget, szamos sokszor
kellemetlen vizsgalatot lehetne megtakaritani. Ad&8 hatalmas jeletgége miatt kiterjedt
vizsgalatok folynak eziranyban. Szamos hisztopgialdaktor mellett igen sok molekularis
markert is vizsgéltak e szempontbodl. Az attétkélgs soklépes mechanizmusanak feltarasa
tovabbi potencidlis, ,metastasis prediktor” molemal hivta fel a figyelmet. A DNS chip
array vizsgalatok soran sok tucatnyi gén expressmintazata €s a prognozis, metastasis
képzés kozott tartak fel kapcsolatot [201]. Azonkaen DNS chip vizsgalatok jelenleg még
koltségesek, és a keélistandardizacié is hianyzik, melyek a mindennapinralkalmazast
gatoljék. Ismert azonban olyan, a mindennapok sea@kifejlesztett teszt, mely 7 gén mRNS
expressziOs statuszat vizsgalja, referencia géneletta Oncotype DX [202]. Toébb
munkacsoport probalt még ennél is egysabr és megbizhatéan hasznalhatd molekularis
marker vizsgalati algoritmust kifejleszteni a medas kialakulas étejelzésére. Egy
munkacsoport az altalunk is vizsgddtcatenin nuklearis expresszié mellett a CD133 IHC é
microsatellita statusz vizsgalata, valamint MLHISNR, MSH6 vizsgélat és BRAF mutacios

statusz meghatarozas kombinacidjara @piiksgalati protokollt dolgozott ki. Figyelemre
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meltd, hogy eredményeik is hangsulyozzak az alkalsrmegfigyelt,-catenin expresszios
mintazatbeli valtozasok jeleftégét a metastasis predikcidoban [203,204].

Konkluzioként megallapithatjuk, hogy jelen vizsgalk, az irodalmi adatokhoz
hasonloan &-catenin- E-cadherin colorectalis carcinogenesisbetdltdtt fontos szerepét
tamasztja ala. Dukes B2 stadiumu tumorok esetéhiepp rectumtumorok eseténfa
catenin membran expresszidjanak elvesztése ébkiésnetastasis képdés prediktora.
Tovabbi, nagy esetszamu, klinopatologiailag homolgétegcsoporton végzett tanulmanyok
szikségesek még, hogy [catenin- E-cadherin prognosztikai és prediktiv regét

meghatarozzuk colorectalis carcinoma esetén.

Prognosztikai vizsgalat

Ezen vizsgalatunkban a klasszikus klinikopatologiaiaméterek mellett a tumor invazié és
progresszio folyamataban kulcsszerepet betdiblekulak jeleniségét vizsgaltuk a betegség
klinikai kimenetelében. A vizsgalt betegcsoportungyanazon kezelésben részesilt, és
valamennyi beteg T3NO stadiumban volt, ennek melfkeh ezt a betegcsoportot is Kklinikai
szempontbdl homogénnek tartjuk.

Az Egyesiilt Allamok Nemzeti Rakregiszterében 357T8NO0 stadiumu colon carcinomas
beteg vizsgalatdban a vizsgélatra kerilt nyirok@dorszama alapjan csoportositottdk a
betegeket. Az 5 éves OS arany 1-7 vizsgalt nyirmkesesetén 49,8%, 8-12 nyirokcsomonal
56,2%, mig tébb mint 13 nyirokcsomonal 63,4 % vdf2]. Ezt az adatot eurdpai
munkacsoport is meggsitette [113]. A mi adataink is azt mutatjak, hospl2 vizsgalt
nyirokcsomo esetén jobb a prognézis, mint 1-4 kgsomd esetén. Ennek a markans
kulonbségnek a hatterében az all, hogy kevés sngimakcsomoé vizsgalataval meghatarozott
pNO stadium esetén nagy a valogisigge, hogy nem-vizsgalt nyirokcsomdban attét leggen
igy tévesen keril a beteg nyirokcsomo-negativ asbpo A colorectalis carcinoma
nyirokcsomo attéteinek mintegy 30%-a 5 mm-nél Kiselgirokcsomoban fordul & mely
tény ugyszintén alahlizza a gondos nyirokcsomé pals jeleniségét. Az adjuvans
kezelésben részesiténdl. stadiumu colorectalis carcinomas paciensekalkisztasanak
szempontjai kdzott is szerepel az inadequat nysokd vizsgalat. Az amerikai ajanlasokon
alapulva, kevesebb mint 13 vizsgalt nyirokcsomdé&saz adjuvans kezelés sziikséges [205].
A mi eseteinket tekintve ez azt jelenti, hogy vadmmyiiiket kezelni kell, mivel a nagy
rizikdju csoportba tartoznak. Sajat eseteinketni®ie, az altalunk kapott adatok alapjan is

alatdmaszthatdo a fenti irodalmi észlelés: minélbtamyirokcsomoét tavolitanak el, és
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vizsgalnak meg, annal jobb a tulélési arany. Aalattk latott alacsony vizsgalt nyirokcsomo
szadm részben sebészetiitéttechnikai okokra vezetletvissza, az operét insuffitiens
nyirokcsomo dissectiot végez, kulondsen rectum turmmitét soran. Emellett a
hisztopatologiai feldolgozas, atibéti preparartum insuffitiens nyirokcsomo prepanjatiis
hozzajarult a kis észlelt nyirokcsomé szamhoz. Emeegfigyeléseket mar figyelembe
vesszUk a mindennapi hisztopatoldgiai diagnoszéikabés a preparatum gondos
dissectiojaval, illetve a pericolicus- mesocoliasrszévet vegyszeres oldasaval ma mar a
korabban észleltnél Iényegesen nagyobb szambahriérdkcsomo vizsgalatra.

A colorectalis carcinoméak kb. 70%-a 17p és/vagy d8gciot mutat [62,206]. A 17p
kromoszOma tartalmazza a p53 gént, mely jéentimor szupresszor gén és a colorectalis
rakok 40-60%-aban mutans [63]. A p53 funkcidjatinible a genotoxicus hatasok univerzalis
szenzora, valamint a sejtciklus progresszié ga#i§japoptosis induktor. A p53 funkcidja a
kijavitatlan génhibak sejtciklus soran toiétadodasanak meggatlasa. Emiatt génkarosodas
esetén a p53 a p21 aktivacioja révén blokkoljajtaikkist a G1 fazisban, hogy a sejt ki tudja
javitani a karosodott DNS-t. Ha a k&rosodast néwrgl kijavitani, a p53 apoptosist indukal.
Ezen funkci6ja miatt nevezik a p53-at genairzéjének [64,67]. A p53 mutacid a
leggyakoribb molekularis abnormitas a malignus trokban. A sporadikus tumorok 50%-
aban a p53 nem ikAdik j6I mutaciéja miatt, mely a sejtciklus regeilh elvesztését
eredmeényezi és rossz progndézist eredményez. A pEjalthatd DNS szekvendlassal és
immunhisztokémiai modszerrel [207]. A p53 muta@&dzott proliferaciot eredményez és az
apoptosis funkcié gatlasahoz, valamint kromoszanaistabilitashoz vezet [208]. Tobb
tanulmany igazolta, hogy a p53 a Il. stadiuml @dtalis carcinomaban rossz prognosztikai
faktor [209]. Mas tanulmanyok azonban ellenkeésszefliggést tartak fel [68]. Vasatgbél
tumor esetében a p53 jelésege a tumor lokalizaciotol is fligg. Ez a tény kbidz
genetikai mechanizmusokat tukréz. A p53 mutacidkbtiyire a distalis tumorokban
fordulnak eb, és rossz prognézissal, gyakori allél vesztéspBB akkumulaciéval és
aneuploidiaval jarnak. A proximalis tumorok kdzgstakoribb az MSI jelleg és ezek diploid
tumorok [69]. 4416 beteg adatait vizsgalé 28 taraulyn meta-analizise szerint sem a p53
overexpresszio, sem a p53 mutaciok nem bizonyhiga&kony prognosztikus faktornak [70].
Vizsgalatunkban ezen korai stadiumu (T3NO) tumoaokini sem tudtuk a p53 prognosztikai
ertékét igazolni. A p53-al foglalkozé szdmos tardmy eredménye ellentmondasos,
valoszirileg azért, mert az alkalmazott immunhisztokémiathteka nem kelien

standardizalt, illetve kulonbézantitesteket hasznaltak [63].
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A CDK inhibitorok 2 csaladja ismert, a p21 family2L, p27, p57) és az INK family
(p15, p16, pl18, p19). Ap21-waf protein egy cyclepdndens kindz inhibitor. A p21-et a p53
aktivalja és meggatolja a sejt belépését a sajigild fazisdba. A p21 prognosztikai szerepe
ellentmondasos. Szamos sZerem talalt kapcsolatot a p21 expresszio és tukgestt, mig
masok kedvez prognosztikai jelnek tartjak. A legtobb tanulmanp21 overexpressziojat p53
expresszidval vagy anélkil rossz prognosztikaigjeltartjadk [210,211]. Mi az eseteink 4%-
aban lattunk p53 és p21 egyitigjozitivitast és ebben a csoportban a tulélés gkgnsan
rosszabb volt mint a p53 és p21 negativ esetefize041). Az esetek kis szama miatt ez az
eredmeény csak kéllelovigyazatossaggal értekelbiet
A daganatok egyik jellendge a kontrolldlatlan sejt proliferacio. A sejtcikluiszabélyozas
utols6 lépcéfokai a ciklinek, ciklin dependens kinazok és alinikdependens kinaz
inhibitorok. Human tumorokban szokvanyos a pl6icikitvonal karosodasa. A p16 tumor
szuppresszor gén az INK family tagja, €s a 9-esnkszOman helyezkedik el. A p16 egy
ciklin dependens kinaz inhibitor mely a CDK4 —et &sCDK6-ot gatolja. A sejtciklus
kontrollban vesz részt. A sejtek az S fazisba aiwa@k CDK-ok segitségével Iépnek be, mig a
plé a CDK gatlassal eredményez sejtciklus stopator€ctalis carcinomaban gyakran
kimutathaté a p16 gen inaktivalédas [206]. Egy tardunyban a pl6 expresszié 6sszefiiggest
mutatott a tumor gradussal, stddiummal és a tunmielg lokalizacidjaval [212]. A mi
adataink nem igazoltak a p16 prognosztikus szepétectalis rakban.

Az EGFR aktivacio jeleiss esemény, mely sejtosztodast, proliferatiot, ciffieiaciot
€s angiogenesist eredményesemények lancolatat inditja el. Az EGFR exprésszamos
tumorban prognosztikus értgl{78], azonban colorectalis carcinomaban a prograsz
szerepe nem egyérteini213]. Egy munkacsoport az altalunk is alkalmaZdtA metodikat
hasznalta EGFR expresszids vizsgalatahoz [140]elAailt évek tanulmanyai szerint az
EGFR expresszié nem befolyasolja az anti-EGFR izrhptékonysagat [84,85,86]. Ez a
kezelés azon betegek korében lehet eredményestuakika vad tipusi KRAS-t expresszal
[93,94].

A mi betegcsoportunkban a betegek 54%-aban volt EE@Kpresszio, azonban ez nem
befolyasolta a prognozist.

Tobb tanulmany igazolt 6sszefliggést colorectalisicamaban a MSI jelenléte és a |0
prognozis kozott. Az MSI pozitiv betegekben hosbzab OS és kevesebb a tumor recidiva,
mint MSS betegeknél [214,215]. Egy retrospektivutardny szerint csak az MSS betegek
szamara hasznos az 5FU chemotherapia [124,216]i MIthi1l negativ eseteinkben sem

metastasis, sem tumor recidiva, vagy elhalalozas tietént, azonban a kis esetszam miatt
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nem tortént e tekintetben statisztikai feldolgozda.az MLH1 és MSH2 expressziot egyuitt
vizsgaltuk, nem taléltunk prognosztikai jeléséget.

A TS intenziven kutatott marker a colorectalis gavmaban. A TS kulcsszerepet
jatszik a pirimidin nukleotid szintézisben, és atranuklearis timidilat kégwlés egyetlen
forrasat jelenti. A TS szerepet jatszik a DNS szigben és az 5-FU képes gatolni, mely a
colorectalis carcinoma adjuvans kezelésének alamgigyszere évtizedek 6ta [121]. Tobb
munkacsoport vizsgalta a TS expresszio prognosaierepét. Szamos tanulmany igazolta,
hogy a fokozott TS protein expresszié a rosszaldléesl és a tumor recidiva markere.
[217,218,219]. Mas kozlemények szerint nem csakgmoeztikai jelerisége van a TS
expresszidnak. Az intratumoralis TS expresszio @ékértcolorectalis carcinoméban az 5-FU
terdpia rezisztencia prediktiv markere. Fokott kfresszidé 5-FU rezisztenciat eredményez.
[125,126,221,222]. A timidilat szintaz expresszidmunhisztokémiailag is vizsgalhato, a
protein kimutathaté a konvencionalis, paraffinbaya@ptt mintakon [223,224]. Bar fenti
kozlemények a TS protein kimutathatéosagat is alkalmak tartjdk prognosztikai, illetve
prediktiv szempontbdl, a legtébb tanulmany inkabbSagén expresszio vizsgalatat tartja
megbizhaténak. Ugyan van kapcsolat a génexpregszez immunisztokémiai expressziés
mintazat kozoétt, de az immunhisztokémiai metodilehezebben standardizalhatd [225].
Vizsgalt tumor mintaink 29%-a volt TS pozitiv. Tamanyunkban a TS expresszid nem
mutatott prognosztikai értéket, az 5-FU kezelédreémyességére Kkifejtett hatasat nem
vizsgaltuk.

A vizsgalt klasszikus klinikopatologiai faktorok éslekularis események kozil Cox
regresszios teszttel 3 independens prognosztikukemaazonositottunk: membranosfis
catenin expresszid, feldolgozott nyirokcsomok széésaaz életkor. Ugy véljik, az E-
cadherin-p-catenin rendszer vizsgalata hasznalhaté a klassZknikopatoldgiai faktorok
mellett 1l staddiumua colorectalis carcinomaban prxjas meghatarozasra és a metastasis

fellépés edrejelzésére.

ERCCL1 expresszié immunhisztokémiai kimutatasa és pgnosztikai faktorok vizsgalata

metastaticus colorectalis carcinomaban

Ebben a vizsgalatunkban a korabbi vizsgalatainkivem tanulmanyozott, 10, a daganat
kialakuldsdban szerepet jatsz6 protein expresszidisgaltuk TMA metodikat és IHC
reakciokat alkalmazva. A vizsgalt betegek oxalipldtezelésben részesillmetastatizald

colorectalis carcinomas betegek kozul kertltek Ki.
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Az eredményeinket tekintve elmondhatjuk, hogy aafemmin membranexpresszidja esetében
jobb volt a metastaticus tdlélés, mint a negatietedden. Igy ezen @ehaladott stadiumu
betegcsoportunkban is igazolodott Osszefliggép-catenin expressziés mintazata és a
prognoézis kozott.

Az ERCC1l fokozott fesdése mellett rosszabb OS, metestaticus tulélés, aés
progresszidmentes tulélésiscidiolt észlelhei. Az eredmények nem voltak statisztikailag
szignifikAnsak. Az ERCC1 a NER rendszer tagja, 28)9-fény és a kemoterapetikumok
okozta DNS karosodas kijavitasaban vesz részt. ¥elipdatin egy harmadik generacios
platina szarmazék, cytotoxikus hatast kifejtve aDkanszkripciot és a replikaciot is gatolja,
ezdltal vezet sejthalalhoz, és az apoptozis indjooz [127]. Még azon daganatsejtekre is
kifejti a hatasat, melyekre a cisplatin, vagy abogtatin nem hatott. Az oxaliplatin
rezisztenciad okai a csokkent akkumulacio, a megnovekedett détagio, és a DNS-repair.

A platina szarmazékok altal okozott DNS karosodgavitasat intracellularisan a NER
rendszer végzi [129,130]. Az ERCC1 gén expresszidga intratumoralis mRNS az
oxaliplatinra adott terapias valasz markere. Az ERGnRNS szintje korrelal legjobban a
terapiara adott valasszal, az alacsonyabb expéssszzinttel jobb valaszkészség jar
[131,132,226]. A gén expresszio mértéke mellett exén 118-as kodonjaban észlelt SNP is
ismert jelenség. Szamos kdzlemény jelent meg aalebmekben, melyek szerint az ERCC1
génben |é§ mutacidk- koztik a 118 SNP- korrelalnak a plagnapiara adott terapias
valasszal [132]. Ebben a kodonban észlelt varidki#il a C/C genotipus esetén a legkisebb
a klinikai valasz aranya. Az ERCCL1 protein IHC m@akal is kimutathatd, mely szintén
prognosztikus érték[227,228,229]. Ezen munkacsoportok az altalunkeéibez hasonléan,
jobbinkabb csak tendenciat észlelt, szignifikarszéfiggés az IHC eredmények és a tulélési
adatok ko6zott nem igazolédott. Figyelemreméltd, ynaag ERCC1 immunhisztokémiai
kimutatasaban is alkalmaztak mar a TMA metodik@BJ]2Az ERCC1 mRNS szintje szintén
hasonl6 prognosztikus ériélaz ovarium, nyélcss, nem kissejtes tiddak, huagyhdlyag- és
gyomorrak vonatkozaséban is.

Az eredményeink matematikailag nem bizonyultak sfikansnak, aminek egyik oka a kis
(28) mintaszam. A masik probléma az IHC metodikabhdbdik, ami egy soklépés,
idoigényes folyamat, és szamos hibalékéggel bir: a mintdk nem megféldixalasa, nem
megfeleb antigénfeltaras, az antitestek nem specifikusédéte, a meglév endogén
peroxidaz aktivitas, nem megfalgbH, hbmérséklet, illetve az értékelés szubjektivitasa. De

mindezek ellenére egy viszonylag egyfizemetodika, mely igen széles korben elterjedt.
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Mindezek ellenére is mutattak azt a tendenciatt aagyobb volumeivizsgalatok adatai is

alatdmasztanak.

Osszességében mind a TS, mind az ERCC1 immunhisatak kimutatasaval szerzett
tapasztalataink alapjan elmondhatjuk, hogy retrkt$pevizsgalatban, nagy esetszamok
mellett jOl értékelhét eredményt ad. Azonban az egyénre szabott terdpgienvezéséhez

nem szolgal kel diagnosztikus pontossaggal és megbizhatésaggal.

EGFR amplifikacio kimutatasa FISH reakcioval

Az elmult években sokan vizsgaltak az EGFR expréssyzastagbél carcinomaban.
Kilénésen nagy figyelmet kapott az EGFR célpontunokiéonalis antitestes terapia- a
cetuximab és a pamitumumab megjelenése o6ta [8&nziv kutatds targya, hogyan lehet
elérejelezni a célzott terapia hatékonysagat. Ebbeidsszefliggésben is ismét napirendre
kerilt az EGFR gén amplifikacio kérdése. Mint isimdezdetben az EGFR expresszid
immunhisztokémiai kimutathatosagat probaltdk a atélzerapia prediktiv markereként
hasznalni [84]. Az EGFR overexpresszidt mutatd edsearanya, immunhisztokémiai
meghatarozast alkalmazva, 50-70%. Az éltalunk Esz#o-os, illetve 55,7% éfordulsi
arany megfelel az irodalomban olvashaténak. Azoririzonyosodott, hogy az EGFR IHC
nem rendelkezik a célzott terapiadk tekintetéberdifptiy értékkel. Az utdbbi években az
EGFR gén képiaszam prediktiv értékét kezdtek edgami. Korabban mar kimutattak, hogy a
colorectalis carcinomaban az EGFR aktivacio egyketséges mechanizmusa a gén
amplifikacioja. Az EGFR amplifikaciét vizsgald legib munkacsoport az amplifikaciot
mutaté tumorok aranyat 5-17% kozottinek talalta,28PR]. Az altalunk észlelt 9.4%-o0s
amplifikacio arany megfelel ezen irodalmi eredmémgk. Az EGFR gén kopiaszamanak
novekedését eredményezheti a 7-es kromoszéma @oiiga is. Osszességében az EGFR
gén kdpiaszam eltérések aranyat 6,9-88,9% kozkttalaltak az egyes kdzleményekben. Az
igen jelends eltérések hatterében nagyrészt a gén képiaszéréselk egyes tanulmanyokban
alkalmazott kritériumainak kilénbégége felels. Az EGFR gén kopiaszam tekintetében a
colorectalis carcinoma heterogenitassal jellemézH&0,87]. Ugyanakkor megallapitast
nyert, hogy a primer tumor és attétének EGFR ka@gims nagyfokl konkordanciat mutat
[231]. Az amplifikcié prediktiv értékét vizsgalvéhbb kdzlemény is azt mutatta, hogy
nagyobb valaszarany észlelhet célzott terapiara, ha a gén kopiaszam 3-nal atdgy87].

Vastagbél carcinomaban nincs olyan kdzvetlen kdataogén amplifikacio €és az EGFR IHC
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statusz kozott, mint az edarcinomaban a HER2 esetén sokszorosan bizonyitejt.A mi
betegcsoportunkban észlelt EGFR IHC és amplifilksheidatok tendenciat jeleznek, azaz a mi
eseteinkben a score 2-3+ IHC statusz gyakoribbngdifikacioval jard esetekben. Azonban
mi is észleltiink tdbb esetet, ahol score 2-3+ lld@kcid mellett nem tudtunk amplifikaciot
kimutatni. Mivel a mi vizsgalatainkban az utank@stidbszakban egy beteg sem részesitilt
EGFR tdmadéaspontu célzott terdpidban, igy nem kudizsgélni az EGFR amplifikacio
terpias hatas prediktiv értékét. Az EGFR kopiaspéediktiv szerepe mellett prognosztikai
hatassal is rendelkezik. Magasabb koépiaszam melbstszabb prognoézis varhatdé. A mi
betegcsoportunkban ez nem igazolododt, sz amplifikacid mellett ritkhbban alakult ki
metastaticus betegség, mint az amplifikaciot nenatduesetekben (14,3% vs. 29,6%). A kis
esetszam miatt itt statisztikai vizsgalat nem ftiirtédz észlelt eltérés hatterében a fentebb
emlitett, inkonzisztens scoring rendszer allhat. &ZFR FISH vizsgalatainkkal teszteltiik a
TMA metodikankat, génszifit vizsgalatok elvégzése céljabol. A TMA metodikablio
munkacsoport is validalta, FISH vizsgalatok kietghetsége szempontjabdl [136]. Tovabbi
terveink kozott szerepel az EGFR amplifikacié viadstp a tobbi jol dokumentalt

betegcsoportunk mintain is, és az eredmények palbkh.
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8. Osszefoglalas

A rosszindulati daganatos megbetegedések koz@tstagbélrak a nyugati vilagban és hazankban is
az egyik leggyakoribb rosszindulati daganat, ésdaonik leggyakoribb daganatos halélok a fejlett
orszadgokban. A colorectalis carcinoma kialakulas&lépcgs folyamat, mely soran kuilonféle,
tobbnyire mar jol definialt és jellemzett genetikailtozdsok kovetkeznek be a colorectalis mucosa
hamsejtjeiben, mig a malignus sejtklon megjeleMkinkankban a colorectalis carcinogenesisben
foszerepet jatsz6 molekularis események kozil vinsgdlnéhanyat, tdbbnyire proteomikai szinten,
TMA metodikaval. A vizsgalataink 6f iranya a p-catenin-E-cadherin rendszert célozta.
Megéllapitottuk, hogy &-catenin expresszidé és részben az E-cadherin mandx@ressziojanak
csokkenése rovidebb OS és DFS-t eredményez. Ugkandiképp aB-catenin membran expresszié-
elvesztése esetén nagyobb a valdsfige a metastaticus betegség kialakulasanak. Ezek a
Osszefliggéseksképp a rectum tumorokban mutatkoznak meg. pl6, EGSRa mismatch repair
proteinek expresszidja és a betegség kimeneteléttkiem talaltunk osszefliggést. A p53 és p21
egyuttesen pozitiv esetek rosszabb tuléléssel jamiat a negativ esetek. P21 pozitiviths mellett
gyakoribb a lokalis recidiva. Tovabbi eredményeisikerint Il. stadiumul colorectalis rdkban a
klasszikus hisztopatoldgiai faktorok kodzil kiemel&ejelentisége van a vizsgalt nyirokcsomoék
szamanak. A biologiailag célzott antitestes terdpémjelenése Ota napirendendéérdés a terapias
hatas direjelzése. E tekintetben sok adatilgydssze a colorectalis tumorokban az EGFR
expressziorol és az EGFR gén amplifikaciordl. Aralédhk észlelt eredmények megfeleltek az
irodalmi adatoknak, mind az expresszié fokozédasdnaz amplifikacid gyakorisag tekintetében.
Prognosztikai 6sszefliggést nem észleltiink, predgderepét nem értékelhettik, specifikus kezelés
hianyaban. Mind az EGFR immunhisztokémiai vizsgalaind az EGFR amplifikdcié kimutatas
kivitelezhe a TMA blokkokon. A biolégiailag célzott kezelésekellett igény mutatkozik a
kemoterapia genetikus szelekciojara is. Eziranybarb-FU hatast étejelz TS és az oxaliplatin
terdpia prediktor ERCC1 proteinek immunhisztokénkanutatdsaval prébalkoztunk, retrospektiv
maédon, TMA blokkon. Eredményeink is alatamasztjbgy a két protein immunhisztokémiai
kimutatdsa csak korlatozott értek és nem nydjt megbizhatd segitséget a terapidgésion
meghozaséban.

A tumorbioldgiai alapkutatas eredményeinek mindenklnikai gyakorlatba tortéh atiltetése révén
varhatd olyan prognosztikai faktorok azonositdsalyak segitségével @kevetithed, hogy a korai
stadiumu betegek kdzul kinél fog a betegség kiljulletve attét fellépni. Masrészt tovabbi predikt
faktorok értéke is igazolodhat, melyek a jelenlégieredményesebb beteg szelekciét biztosithatnak,

€s igy a colorectalis carcinoma terapidja individathatova valik.
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9. Summary

Carcinoma of the large bowel has become one ofmib&t frequent malignancies both in the Western
World and in Hungary. Currently colorectal canc@R(C) represents the second most common
malignancy-related cause of death in the develamenhtries. Development of CRC is a multistep
event comprising well characterized genetic alienat which occur often in already established
sequences within the epithelial cells of colorecteicosa preceding the actual appearance safi a
generismalignant cell. Our work sums up the results afls&s mostly utilizing TMA methods which
aimed at the clarification of molecular carcinog@mevents in CRC, mainly at the proteonomic level.
The work has been focused on theatenin-E-cadherin axis. We have shown that dishied 3-
catenin expression and to certain degree decrdasedherin membranous expression is followed by
shorter OS and DFS. At the same time — particuladg ofp-catenin membranous expression — an
increased metastatic potential characterizes tb&ses and these relations are primarily hold toue f
rectal tumors. We failed to show any significaatrelations between the disease outcome and pl6,
EGFR and mismatch proteins’ expression. In p53p#tidpositive cases the survival was significantly
lower compared to p53 and p21 negative cases.distvang positive correlation p21 expression
and tumor recurrenceur results also show that within the group carainttstopathological
characteristics the number of analyzed regionalptymodes has profound importance is stage IlI.
CRC. Ever since the introduction of biologicallyildeed antibody therapies prediction of their
efficacy has been in the forefront of oncology. Tnedictive factors in this regard have mostly been
represented by expression of EGFR and also by fcapion of the EGFR gene. Our results are in
total agreement with the literature, not only witlgard to EGFR expression but also concerning gene
amplification. We have not been able to establigh @rognostic value and predictive evaluation has
not been possible due to lack of specific therdpgwever, our results provide ample proof for the
adequacy of TMA blocks both for immunohistochemi@#&C) analysis of EGFR expression and
EGFR gene amplification. In addition to tailorealbgical therapies the need for genetically based
treatment selection is also prevalent. Hence wemgitted to utilize TMA blocks in retrospective
studies which using immunohistochemistry aimedatavaluation of detecting TS (a protein assumed
to be predictive for 5-FU therapy) and ERCC1 prot{@i predictor of oxaliplatin therapy). Our results
show that IHC of the two latter proteins has aeaiimited value and does not help in determining
therapeutical protocols. Direct translation of firgs of basic oncological research into clinical
practice holds real promises of identification degable prognostic factors which will allow screanin
for candidates of recurrence and/or metastatiadesén early stage patients. By the same tokee ther
is hope for identifying further predictive factomhich will render personalized (tailored) theragy o
CRC achievable.
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10. Uj eredmények

1. Megéllapitottuk, hogy a laborunkban hasznalt TMAtodika megbizhatéan alkalmazhat6
a vizsgalni kivant molekularis prognosztikai faktoimmunhisztokémiai kimutatasara.

2. Rectum carcinomabdgicatenin membran expressziot nem mutatd esetekyeogbb a
metastasis megjelenédecatenin nuklearis expresszidja esetén szinténagik a rectum
tumorok attétképzésep-catenin membran expressziét nem mutatd eseteklzerattét
hamarabb jelenik meg. A colon tumoros csoportban észleltiink 6sszefliggéspaatenin-
E-cadherin expressziés mintazata és a betegségéiaie kozott.

Ezen Uj eredményeink is alatamasztjak, hogy a eotalis carcinoma genetikailag heterogén
korkép, jelends kilonbségek vannak a colon és rectum tumorokHidigdsaban.

3. Prognosztikai vizsgalatunkban nagyobb betegatiopo megéisitettik ap-catenin-E-
cadherin expresszios mintdzata és a betegség Kehekézott fenti vizsgalatban észlelteket,
€s ezen betegcsoportban tapasztaltak alapjfacatenin membran expresszio flggetlen
prognosztikai faktornak bizonyult. Ezen utobbi enéthyeink alatamasztjak az irodalmi
adatokat.

A vizsgélt nyirokcsomok szama a beteganyagunkb&ntsen elmaradt a nemzetkozi
adatoktol. Stage 1l betegségben a vizsgélt nyimkegs szdm prognosztikus eértéke
egyértelniien bebizonyosodott, még az alacsony atlagos ny8omko szam mellett is.

Nem tudtunk p16, MSH2, MLH1 expresszio vonatkozasgtrognosztikus értéket kimutatni.
Az egylttes p53 és p21 pozitivitas rossz prognkaztiel, mig p21 pozitivitas mellett
gyakoribb a lokalis recidiva.

4. A TS és ERCCL1 protein immunhisztokémiai kimwtatdem ad megbizhat6 segitséget az
egyénre szabott terapias dontés meghozasabanpagakacio-szinten szolgaltat megbizhato
adatokat. Az ERCC1 expresszid rossz prognozissalltdazonban az dsszefliggés nem
bizonyult szignifikansnak.

5. Az EGFR amplifikacid6 FISH metodikaval vizsgalmatMA blokkon is. Az irodalmi
adatoknak megfelélgyakorisagban észleltink EGFR amplifikaciot, énisbetegeinkben is
csak laza kapcsolat volt az EGFR immunhisztokékirmauathatésaga és a gén amplifikacid
kozott.

6. A gastrointestinalis tumorokban észlelt rhabdeidotipus kilénésen rossz prognosztikai
jel. Az irodalmi attekintés azt mutatja, hogy a tgaistestinalis rhabdoid tumorok ddkori

rossz progndézisu alcsoportot képeznek.
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