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1.Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1.Epidemioldgiai adatok

A rosszindulati daganatos megbetegedések kozotstagbélrdk a nyugati
vildgban és hazankban is az egyik leggyakoribb. ydeayszagon a daganatos
betegségek kozott a colorectalis rééf@idulasi gyakorisaga mind férfiakban,
mind nskben a méasodik helyen &ll, és a daganatos haldlse&gndben is a
masodik helyet foglalja el. A Nemzeti Rakregisztdietve a KSH adatai
alapjan Magyarorszagon 2003-ban 8658, mig 2005-B862 Ujonnan
felfedezett colorectalis carcinomat jelentettek hdgyanezen években a
colorectalis rdk okozta haldlozds 2003-ban férgkav87, vknél 2311 eset,
2005-ben férfiakndl 2462, 6knél 2095 eset voltAz utdbbi 25 évben a
colorectalis carcinoma abszolut szamban kifejdzathi haldlozasa, halalozasi
gyakorisdga és standardizalt haldlozasi gyakorigdigd a férfiak, mind adk
korében jeleritsen Btt, bar a ndvekedés Uteme a legutdbbi néhany évben
mérsekbdott.

1.2. A colorectalis rak kialakulasa, molekularis bolégiaja

A colorectalis carcinoma kialakulasa sokléscsfolyamat, mely soran
kilonféle, tdbbnyire mar jél definialt és jellemizegenetikai valtozasok
kovetkeznek be. A genomot éntvaltozasok mellett az epigenetikai
véltozasok jelerisége is ismert. A colorectalis carcinoma genetikai
szempontb6l tébb csoportba sorolhatd a jelend lI§ébb molekularis
jellegzetességek alapjan. Az egyes molekuléris natlakon eltés genetikai
hattefi daganatok alakulnak ki, melyek tébbnyire hasonl@rfoidgiat
mutatnak. A vastagbél carcinomaban észlelt genaniks epigenetikai
eltérések négysfcsoportba sorolhatok:

1. Kromoszomalis instabilitas. 2. Mikroszatelliasiabilitas. 3. CpG sziget

metilator fenotipus. 4. Globalis DNS hipometilacio.



Tobb specifikus génhiba is leirasra kerilt, illefgeertté valt a colorectalis
carcinogenesisben tébb szignallutvonal szerepe.

A B-catenin és az E-cadherin szerepe ismert a séjaskiézioban. Az E-
cadherin 120 kDa mdlsulyd transzmembran glikopmteia 16g22
kromoszéman I&v CDH1 gén kodolja. Az extracellularis domén kalcium
flggs modon kapcsolédik a szomszédos sejt cadherin  midiékoz.
Intracellularisan aa-catenin, B-catenin ésy-catenin az E-cadherinnel képez
komplexet és biztositja az actin cytosceletaligginiiez vald kapcsolodagk.
B-catenin a Wnt szignalizacidban is szerepel. Nasm§lVnt szignalizacié
esetén nem stimulalt sejtben az APC/GSK3b aximdests komplex megkoéti
a p-catenint, és igy leh&té valik a degradéacidja. A receptor-ligand
kapcsolodas esetén a GSK3 gatlasa utfircatenin kiszabadul a destrukcios
komplextl és a szabad-catenin bejut a magba, ahol &dik a TCF/LEF
transzkripcios faktorhoz. A képdé komplex aktivalja a c-myc és ciklin D1,
matrix metalloproteinase7, CD44 transzkripcidjatinkcionalé APC protein
hianyaban &@-catenin szabalyozatlan intracellularis akkumulgciés a c-myc
és ciklin D1 gének Kkonstitutiv expresszibja toméniA vastagbél
nyalkahartyaban a Wnt szignalGtvonal a crypta hdlyafmatos megujulasaban
jatszik szerepet. A sporadikus colorectalis rak 7Ai%an észlelhét APC
mutacié, mely korai esemény, mar az adenoma stédinonmkimutathato.
Ritkabban g-catenin CTNNB1 mutacidja is&brdul.

A p53 (TP53) tumor szuppresszor gén, melynek méi@a colorectalis rakok
tobb mint felében kimutathaté. DNS karosodas esatégakadalyozza a sejt
sejtciklusba lIépését és az osztddast mindaddigarhigat a sejt ki nem javitja.
Amennyiben nem lehetséges a hiba javitasa, Ugp@atesis programot inditja
be. Mint az APC, kulcsszerepet tolt be a carcinegesiben, és bar kiterjedt
kutatdsok folytak eziranyban, nem igazolédott semogposztikus, sem

prediktiv szerepe.



Az EGFR a human epidermalis novekedési faktor ds@MdER-erB) tagja.
Aktivalodasa kulcsesemény a tumor névekedésbenoggsgsszidban, beleértve
az angiogenesist, invaziot és metastasis képzéstceptor- ligand kapcsolodas
mitogén szignalizaciés kaszkadot indit el, tébbékdtt a RAS-MAPK, PI3K-
Akt és foszfolipaz C atvonalakon. Az EGFR overespmodja szamos
tumortipusban kimutathaté és altalaban rossz pmgndelez. Az EGFR
receptor tobb bioldgiai célzott terapias szer céljao A receptor intracellularis
szigndl Gtvonalai szoros interakcidkat mutatnaklymaetumorsejteknek escape
mechanismusokat- menekulési Utvonalakat kinalhataakarmakolégiailag
blokkolt szignalat ,megkeriilésére”, mely a terapézisztencia oka lehet. A
terapia rezisztens esetek miatt igen fontos olyemarkerek azonositasa,
melyek ebjelzik a terapids hatast, és igy kijeldlhetik azmtegeket, akik a
célzott terapiabol profitalhatnak.

1.3. A colorectalis carcinoma csaladi halmozédasa

A vastagbél carcinomdk talnyomo része, mintegy &dradikus. Familiaris
halmozottsagrol akkor beszéliink, ha legalabb eg§fadu rokonnal ismert
colorectalis carcinoma, de nem bizonyitott az dtiddség (10-30%). Az
0roklsds colorectalis carcinoma szindromak mendeli szabkdlyaapjan
recessziv vagy dominans mddon oOfikdek.

Az orokletes colorectalis carcinoma szindromak kéegigyakoribb a HNPCC,
mas néven Lynch-szindréma, melyben valamelyik MMREn ggermline
mutécidja mutathato ki. Ez a csoport teszi ki agzés colorectalis carcinoma
2-4%-at. A progndzis tobbnyire jobb, mint a spokadi vastagbél
carcinomakra jelleniz

Tovéabbi 6rokletes colorectalis carcinoma szindrémsdkmertek: Li-Fraumeni-
szindréma: autoszomalis dominans o6roklésmenettdenjezhed koérkép,
melyben a p53 germline mutaciéja igazolhat6. Famdi adenomatosus

polyposis coli szindréma, FAP: Az APC gén germlimatécioja mutathaté ki,
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(5¢921-22), autoszomalis dominans éroklésmenetnlieVariansai a Gardner-
szindrébma és Turcot-szindroma. Juvenilis polyposistosomalis dominans
oroklésmenet jellemzi. Legtobbszér a SMAD4/DPC4 dunszuppresszor
génben van mutaci6. A Cowden-szindréma autoszomaisminans
oroklésmenet korkép, PTEN mutacié mutathatd ki. Peutz- Jegkensdréma
autoszomalis dominans o6roklésmenekorkép, STK11l (LKB1) mutacio
jellemzs (19p13).

1.4. Prognosztikai faktorok, prediktiv faktorok

A colorectalis carcinoma klasszikus prognosztikéidrai: 1. A tumor stadium.
2. Negativ nyirokcsomoé statusz esetén a vizsgatbkgsomok szama. 3. Az
életkor- rosszabb a prognézis a fiatal é&skbri tumorok esetén. 4. Nemek
tekintetében a ¢k kilatasai szignifikdnsan jobbak. 5. Lokalizac&lemezve
altalaban a bal oldali tumorok rosszabb prognéxkisiliatve a rectum tumorok
rosszabb prognozisuak. Tovabbi prognosztikai téfkieza sebészi szél
tumormentessége, tumor depositum, illetve tumor resggiés grade,
perineuradlis és a nyirokér- vérér invazido jelenléteumor szél és
inflammatoricus reakcié jelenléte, a szovettanugsiges gradus. A perforatio
vagy az obstructio is rossz prognosztikai jel.

A szovettani tipusok is ismert prognosztikus hadfisUA szovettani
megjelenést tekintve ismert a mucinosus, medujlggssétgiriisejtes, illetve
kissejtes tipus rossz prognézisa a konvencion&l8S) adenocarcinomahoz
képest. A tumorsejtek rhabdoid fenotipusa kiilén@essz prognoézissal jar.
Prognosztikus érték molekularis markerek: Mikroszatellita instabilitas
(kedved), kromoszoma instabilitds (kedvilen), 18q delécié (kedvétden),
BRAF V600E mutacié (kedvéden), KRAS mutacid, PIK3CA mutacio-
mindkett) kedvetlen.

A colorectalis carcinoma adjuvans kezelésében mlkabtt standard

gyogyszer, az 5-FU esetén mar ismert a MSI negptédiktiv szerepe.

6



Emellett tovabbi, az 5-FU hatas®edjelzd, potencialis prediktiv markerek is
ismertek. A legfontosabbak a timidilat-szintaz (TQ) timidilat-foszforilaz,
dihidropirimidin-dehidrogenaz és a metilén-tetrabfdlat-reduktaz (MTHFR).
A fokozott TS expresszié Il. stadiumi tumorokbassmprogndézissal tarsul. A
magas TS expresszid esetén kisebb az 5-FU kezatésah A legpontosabb
eredmények a TS mRNS szint RT-PCR reakcidval térié@eghatarozasabdl
szarmaztak.
A metastaticus colorectalis carcinoma kezelésébplatina vegyuletek kozil
az oxaliplatin az egyik standard gyoégyszer. Az ®®Ci repair cross
complementation group 1 (ERCCL1) a nukleotid exsiz&pair (NER) rendszer
tagja, a 2-30 nukleotid hosszlUsagu szakaszok lidliyésat végzi. Az ERCC1
expresszidjanak mértéke aranyban all az oxalipkatadott valasszal. Magas
ERCCL1 expresszi6 esetén valo§izaz oxaliplatinnal szembeni rezisztencia.
1.5. Szoveti multiblokk- tissue microarray (TMA) mddszer
Az elmdlt években szadmos nagy tanulmany vizsgédtagazolta a modszer
hasznalhatésagat a daganat proteomikai kutatasokban

A TMA metodika Iényege nagyszamu paraffinba agyagodvetmintabol
szarmaz6 szovethengerek egy recipiens blokkba égiéee, mely utan a kész
multiblokkokon  elvégezhéek a szokdsos hisztolégiai technikak,
immunhisztokémiai reakciok és FISH reakciok. Egy A Mlokkba akar tébb
szaz kilon-kulén blokkbdl szarmazdé szévethengereke-ok épithéik egybe,
ennek kovetkeztében a technika kiemellerd kedved koltség-haszon
arannyal rendelkezik. A TMA metodika ugyanazon dead
reakciokorilményeket- antigén feltaras, reagenséwotnacio, inkubacios &
hémérséklet- tudja biztositani a vizsgalt mintdk neiggikénél, ami a kapott

eredmények korabbinal sokkal nagyobb pontossagéhetnyezi.



2. Celkitiizések

Alapvets célkitizésink korai stadiumud, Dukes B2- II. stadiumi aadtalis
carcinoma prognosztikai faktorainak vizsgalata. kamkban 8képp TMA
metodikat és immunhisztokémiai vizsgalatokat, vatanFISH vizsgalatot
kivantunk alkalmazni.

1. Vizsgalni kivantuk az altalunk hasznalt TMA ndil@ megbizhatdésagat- a
metodika validaciojat HNPCC-es vastagbél carcinoniéeteganyagunkon
kivantuk elvégezni, MSH2, MSH6, MLH1 mismatch re@pgén proteinek
immunhisztokémiai kimutatdsa soran.

2. A pB-catenin és E-cadherin expresszid immunhisztokérkimutatasa
hasznalhat6-e prognosztikai faktorként Dukes B2-sthdiumu colorectalis
carcinomaban.

Tovabba vizsgalni kivantuk, befolyasolja-e ezen péitein expresszidja a
metastasis kialakulasanak valosisiggét.

3. Nagyobb betegszamu Dukes B2- Il. stadiuml betggmtban klasszikus
faktorok: életkor, tumor lokalizaci6, nem, szovaitagrade, feldolgozott
nyirokcsomék szama, adjuvans kezelés szerepe treelieér fentebb is emlitett
B-catenin és E-cadherin expresszio, valamint tovabbiekularis markerek:
p53, p21, pl16, MSH2, MLH1, EGFR, TS prognosztikaerepét is vizsgalni
kivantuk.

4. Az észlelt dsszefuggéseket egyrehaladott stddiumban lévvastagbél
tumoros betegcsoportban is ebleimni kivantuk. Ap-catenin, E-cadherin, p53,
p21, MSH2, MSH6, MLH1, EGFR és TS vizsgalatunkag¢gészitettik az
ERCC1 protein kimutatasaval, hogy megallapitsuk, &@&RCC1
immunhisztokémiai kimutatdsa alkalmas-e az oxdliplaerapias valasz

elérejelzésére.



5. Vizsgalni kivantuk, hogy az altalunk alkalmazéA metodika leheaivé
teszi-e FISH vizsgalatok elvégzését. Ezen o6sszéfimpgn EGFR gén
amplifikacié kimutatasatiztiik ki célul, parhuzamosan az EGFR expresszié
immunhisztokémiai kimutatdsaval.

6. A rutin diagnosztikus munka soran észlelt ritkhabdoid szovettani
fenotipusu tumor részletes jellemzése mellett imdattekintést is végzink, a

rhabdoid fenotipus prognosztikai jeléségének meghatarozasa céljabal.



3. Betegek, anyagok és modszerek

3.1 TMA valid4cio

A DE OEC-en vizsgalt HNPCC-es vastagbél carcinob@sgcsoport mintain
végeztiik el a TMA validacids vizsgalatunkat.

Az 1996 és 2008 kozott a DEOEC I. és Il. szamu Saké Klinikain
vastagbélrak miatt operalt betegek kozil azok kekikivalasztasra, akik az
Amsterdam és Bethesda kritériumoknak megfeleltekoetegek formalinban
fixalt, paraffinba agyazott fitéti anyagat hasznaltuk a mismatch repair gén
proteinek kimutatasara. A vizsgalatba 6sszesere®gbt vontunk be, kozéttik
34 s és 41 férfi beteg volt. Minden beteg sz6vettanjiag@abdol hagyomanyos
immunhisztokémiai feldolgozassal MSH2, MSH6 és MLptttein kimutatasat
végeztik. A kovetkdr [épésben ugyanezen betegeiltéti anyagabdl szdveti
multiblokkot épitettiink. Minden mintabdl 3-3 db Inmatmééji core keriilt
kiemelésre és 5x10-es elosztasu recipiens blokkbalyetiik a
szbvethengereket. (TMA Master, 3DHistech) Végllkerea blokkokon is
elvégeztilk az immunhisztokémiai reakcidkat. Majiéa metodikaval kapott
eredményeket 0sszevetettik a TMA validacié céljabol

3.2. Rhabdoid szdvettani fenotipus vizsgalata

Esetismertetés:

81 éves férfi esetében subileus, véres székletimhilgyogyaszati kivizsgalas
kezdbdott: hasi CT és ultrahangvizsgélat a colon desmesickornyezetében
jelzett tumorra gyanus elvaltozast. lleus miattplexatio tortént, ritét soran
elzarédast okoz6 tumort taldltak a vékonybélbenkoEkeltavolitottak a
tumoros vékonybélszakaszt és hasfali, valamintlesepesectiot végeztek. A
kovetked 6 hdénapon belil recidiva miatt kétszer torténtésett resectio. A
beteg allapota hanyatlott, a tovabbi radikalis sebés/vagy onkolégiai

kezelésil elzarkozott. A daganat felismerését kdeat 7 hdnappal meghalt.
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Irodalom kutatas:

Rhabdoid jelle§ tdpcsatornai tumorokrdl széldé kozleményeket kérdst
Pubmed és Medline adatbazisokban, vizsgalva a didbdenotipus
prognosztikai jelerdiségét.

3.3. E-Cadherin-B-catenin vizsgalat

Vizsgalatunkban a DE OEC Sebészeti Klinikdin 199622 k6z6tt operalt 79
Dukes B2 stadiumu vastagbél carcinomas betégtimanyagait hasznaltuk. A
betegek életkora 35-85 év volt, atlagéletkor 6583 5 és 40 férfi volt.
Atlagos kovetési il 52 honap volt. Valamennyi beteg, aki részesilt
kemoterapiaban, 5-FU adjuvans kezelést kapott,ctume tumoros betegek
pedig emellett irradiatioban is részesiltek. Meisist megjelenése esetén
tovabbi kemoterapia tortént.

Valamennyi tumormintabol 3-3 db 1 mm vastag caskedzdveti multiblokkot
készitettiink.(3DHistech TMA Master) Eilba TMA blokkbdl 5 mikron
vastagsagu, egymast kobemetszeteket készitettiink a H.E. festéshez és az
immunhisztokémiai reakciokhoz. A 79 tumorb6l 6ssre®37 core-t épitettiink
az 5x10 es TMA blokkokba.

3.4. Prognosztikai vizsgélat

Retrospektive értékeltiik 100, T3NO stadiumu, 199032k6z6tt a DE OEC-en
operdlt és kezelt colorectalis carcinomas betegikdi adatait. A betegek
formalinban fixalt, paraffinba &gyazott (iéti anyagat hasznaltuk TMA
metodikaval és immunhisztokémiai reakciokkal a g&8&L-waf, p16p-catenin,
E-cadherin, EGFR, MLH1, MSH2 és TS protein expriésszizsgaltuk. A
kapott eredményeket dsszevetettilk a betegek tibdésaival (5 éves OS és 3
éves DFS). Elemeztik az életkor, tumor lokalizac#s az eltavolitott

nyirokcsomék szamanak prognosztikai szerepét is.
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Valamennyi paciens kurativ sebészeti beavatkoz&smtt at, és a sebészi
szélek negativak voltak. Valamennyi paciens, akpokia kemoterapiat, 5-
FU+LV adjuvans kezelésben részesiilt.

A betegek tumoranak paraffin blokkjaib6l a fenti doé TMA blokkokat
épitettlink. Esetenként 3-3 core henger lett kieenéls a recipiens blokkba
helyezve.

3.5. ERCC1 expresszi6 immunhisztokémiai kimutatasas prognosztikai
faktorok vizsgalata metastaticus colorectalis carciomaban

28, a DE OEC Onkoldgiai Tanszéken oxaliplatin kesnéypiaban részesiilt,
metastaticus vastagbél carcinomas beteg formalifikalt, paraffinba agyazott
primer tumoranak immunhisztokémiai vizsgalatat #tgie el. A betegek a
primer tumor eltavolitasat kovign 5-FU alapd adjuvans kemoterapiat kaptak,
majd a metastasis megjelenését kdertoxaliplatin terdpiaban részesiilték.
ciklusok szama atlagosan 7 (2-20) volt. Valamenuagior paraffin blokkjabol
a fenti modon TMA blokkot épitettink. Ezen TMA blakkon
immunhisztokémiai reakciokat végeztink, minden leset 10 protein
expressziojat vizsgaltuk: p53, p21, MLH-1, MSH-2SM-6, EGFR, [3-catenin,
E-cadherin, timidilat-szintaz és ERCCL1.

3.6. Immunhisztokémiai reakciok

Az immunhisztokémiai reakciokhoz mind a teljes rmetsk, mind a TMA
blokkok esetén 5 mikron vastagsagu, egymast Kowettszeteket készitettlink.
Az immunhisztokémiai reakcié elvégzéséhez a metkeetdeparaffinaltuk,
rehidraltuk leszallé alkoholsorban. Endogén perazidlokkolast végeztiink
0,5%-0s metanolos hidrogén-peroxid oldattal 30 emerderesztil, majd
desztillalt vizes 6blités utan antigén feltarasgestiink, az adott antitestnek
megfele moédon. A metszeteket ezutan pH 7,4-es PBS oldathastuk. A
metszeteket a primer antitesttel inkubaltuk 37 €ofoegy 6ran at. Kétszeri

7.,4-es pH-ju PBS oldatban valé moséas utdn hozzlkadsrekunder antitestet:
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LSAB (biotinnal kététt 2. antitest, DAKQO), majd 2@rcig szobatmérsékleten
inkubaltuk. E&hivashoz EnVision és DAB mddszert, magfestéshez
hematoxilint hasznaltunk, majd viztelenités ésdégetortént.

Immunreakciok értékelése

A normél colon mucosa epithelsejtjeiserE-cadherin é$-catenin membran
pozitivitdst mutatnakp-catenin membran és mag pozitivitas: A tumorseftek
10%-a fesidik, negativ, a tumorsejtek 11-50% fedik 1+, 51-100 % fesdik

2+. E-cadherin esetén a tumorsejtek 0-75%-a mutatbnanfestdést: negativ,
76-90% membranfe&tiés: 1+ pozitiv, 91-100% fégtés esetén 2+ pozitiv. A
késsbbi statisztikai feldolgozas soran az 1+ illetve +2 eseteket vettik
pozitivnak.

A normal colon mucosa sejtjei, illetve a laminapoia kis lymphocytai MSH2
és MLH1 és MSH6 pozitivak, a pozitivitas a magbathmdto. MLH1, MSH2,
MSH6 pozitiv, ha nukleéris feglés volt a tumorsejtekben.

p53 értekelése: 0-25%-féses 1+, 26-50% 2+, 51-75% 3+ és 76-100%
festidés 4+.

P21 pozitiv, ha a tumorsejtekben nuklearissidss volt.

EGFR score — A DAKO Pharmdx EGFR kit scoring remdétz hasznaltuk, az
irodalmi adatoknak megfelgn. A statisztikai feldolgozasban a score 1-3+
festbdést értékeltiik pozitivnak, a score 0 esetén nagkti

Timidilat-szintaz: A fesido sejtek aranyéat és a fédes intezitasat figyelembe
véve az irodalmi adatok alapjan: f&dési intenzitds: mérsékelt 1, kdzepes 2,
erés 3. Festds sejtek ardnya 0-33%-1, 34-66%-2, és 67-100%-3eAékték
szorzatdbdl kapott értéket tekintettik a TS exgiésaértékének.

ERCCL1 protein esetében a fikit sejtek ardnya alapjan 1+, 2+, 3+ pozitivitast
értékeltiink, ha 0-33, 34-66, illetve67-100% beigts volt. Negativ a reakcio, ha

egyaltalan nem volt specifikus fédes.
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3.7. EGFR amplifikacié kimutatasa FISH reakciéval

Az E-cadherin-B-catenin vizsgéalat tumormintadin a kész TMA blokkaoko
EGFR FISH reakciét végeztiink, PathVysion EGFR Daedbr FISH teszttel.
Referencia gén a CEP7. A reakciéhoz valamennyi Tbidkkbdl 5 mikron
vastagsagl metszeteket készitettiink. A metszetgbarafinalasa utan
Proteindz K emésztést végeztiink 5 percig, majcbbephozzdadasa utan DNS
denaturacié tértént 90 C fokon. DNS hibridizacio G7okon tortént egy
éjszakan at Thermobrite manualis FISH platformonmétszetek eltavolitasa
utdn posthybridisatios stringency mosas tortént. ttéféstésként 4,6-
diamidino-2-fenilindolt (DAPI, Vysis) alkalmaztunk.

A kész metszeteket Olympus BX51 fluoreszcens mikdgpal,
DAPI/orange/green tripla #esvel vizsgaltuk. Minden esetben konszekutivan
20-20 db, elhatarolédd, jol kordlirt tumorsejtezsgaltunk és szamoltuk meg
az EGFR gén szignalt és a referencia gén szighakitlagos sejtenkénti EGFR
szignadlok szamat osztva a centrosoma referencia sgégnal sejtenkénti
atlagaval, megallapithatd, hogy van-e gén amptfikaHa a CEP7 jelek
szamanak sejtenkénti atlaga 2.5-nél tébb, a 7. @&satma poliszomiaja
igazolhatd.

A FISH reakci6kkal parhuzamosan, ezen TMA blokkokdBGFR
immunhisztokémiai reakciét is végeztiink. A felhadzmntitest és a reakcié
értékelése a fentebb emlitett modon tortént.

3.8. Statisztikai elemzés

Mind az E-cadherin$-catenin, mind a prognosztikai vizsgalatban valdamin
ERCC1 vizsgalatban kilonféle antigének expressziéa egyéb ismert
prognosztikai faktorokat elemeztiink, ésszevetv® @&ves OS és 3 éves DFS
adatokkal. A statisztikai feldolgozasban fluggefleprobat, chi négyzet tesztet,
Pearson-Spearmann Kkorrelacié analizist hasznaltunktulélési adatokat

Kaplan- Meier fliggvényekkel elemeztikk. Egyes eradrainket multivarians
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analizisben Cox-regresszios teszttel is vizsgalikstatisztikai analizist az
SPSS 15.0 statisztikai szoftverrel végeztik (Clogcdl). P<0,05 tekintettik
szignifikansnak.

A TMA validaciés teszthen a kétfajta metodikavalp&tt eredmények
elemzéséhez SPSS-PC 11.0 statisztikai programotznélasnk. Az
0sszehasonlitdshoz Kappa-tesztet alkalmaztunk, lebgtvé teszi két (vagy
tobb) kilonbd# modszerrel, vagy medfigyel (orvos) &ltal végzett
diagnosztikus eljaras adatainak konkordancia éééke A Kappa- mutatot a
megfigyelt és a véletlen konkordancia becslilt @it#k szamitjak. A null
hipotézis (a két médszer vagy érték&bzott nincs kilonbség) z-prébaval is
tesztelhai.

4. Eredmények

4.1. TMA validacios vizsgalat

MLH1 vizsgalata soran a két médszer 66 esetbenzégye5 esetben eltérést
mutatott, valamint tovabbi 4 esetben valamelyilar@ nem volt értékelkiet
Kappa =0,758.

Az MSH2 vizsgalatakor 72 eset volt értékethetzek kozil 64 egyezést és 8
kildonbséget talaltunk. A TMA modszer 3 esetben nemtatta ki a
hagyomanyos vizsgalat alapjan pozitiv eseteketamait 5 alkalommal
pozitivitas helyett negativitdst mutatott. A kappééke 0,368.

Az MSH6 kimutatdsa 18 esetben nem volt értéké|Het egyezést és 3 eltérést
tapasztaltunk 49 esetben mindkét moédszer pozitivmalg 5 alkalommal
mindkett negativnak bizonyult. Tovabbi 3 esetben pedig aATdstandardnak
vett hagyomanyos maodszerrel szemben nem mutattankgativitast. A kappa
értéke 0,741.

MLH1 és MSH6 esetén a kapott kappa érték jénak, MtiH2-nél gyengének

bizonyult. Ezutan a kapott értédlz-probat végeztiink melynek eredményeként
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MLH1-nél p<0,001, MSH6-nal p<0,001, melyssregyetértést jelent. MSH2-

nél a p= 0,002, ami azonban csak gyenge egye#ést.je

4.2. Rhabdoid szdvettani fenotipus vizsgalata

Mindharom nfitéti anyagban ugyanazon szoéveti felégitésmor lathatd. A
daganat solid sejtmékbdl all, mirigyképzdés nincs, szamos goécban necrosis
és vérzések lathatok. Az egyes tumorsejtek szédggnenti, eosinophil
cytoplasmaval rendelkeznek, a cytoplasmaban hyalatusiok lathatok, a
valtozatos mérét magokban a nucleolus sokszor prominens. Az oszlasi
frekvencia magas, a mitosisok tébbsége patologiBar a resecalt
bélszakaszokban I8wumorok exulceraltak, a kérnygzékonybél mucosaban
nem volt dysplasia.

A tumorsejtek diffiz panCK és vimentin pozitivitasds fokalis EMA
pozitivitasa mellett a CK7-, CK20-, LCA-, S100-, HBM5-, SMA-, desmin-,
caldesmon-, CD34- és C-kit, CD30-, bcl6-, CD3-, ©BZE-cadherin- és p27-
ellenes antitestek negativ reakciét adtak. Ki-68ttesi index (MIB-1
antitesttel) magas volt, mely korrelalt az észlajfen magas mitotikus
aktivitassal. Prognosztikailag kedwélen jelként értékeltik a csaknem diffuz
p53 pozitivitast és a szamotteHer2 reaktivitast (score 2+). Inil ellenes
antitesttel a tumorsejtekben magéekist észleltiink.

A szoveti/citologiai kép és az immunfenotipus bigboita, hogy a tumor
rhabdoid carcinoma volt, amely a kérlefolyas sar@gbrizte ezt a jellegét.

A rendelkezésre all6 szamitdgépes adatbazisok irditiskvel 22 korabbi,
gastrointestinalis éfordulast rhabdoid carcinoméat talaltunk, melyek ik&z,
volt primer vékonybél eredigt A tovabbi 15 eset kézul 3 oesophagus, 7
gyomor, és 4 vastagbél tumor volt. A gastrointedignlokalizaciéju rhabdoid
jellegii carcinomak idskorban jelentkeztek, atlagéletkor 64,4 év (49-8).

A gastrointestinalis rhabdoid tumorok férfiakbanakgribb ebtforduldsuak
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(férfi: n6 arany 3,4:1). A primer vékonybél rhabdoid tumoreketén az
atlagéletkor 61,7 év (52-81év), a nem szerinti se@sban kifejezett férfi
talsaly (férfi; i arany 7:1) tapasztalhaté. A gastrointestinalisezsn belll
vékonybél lokalizaciéju rhabdoid tumorok, agresszitselkedések, a
prognozis rossz, a betegek tdbbsége (75%) a diegidwet 6 honapon belll
meghalt.

Az irodalomban 4 vastagbélberéfarduld rhabdoid tumor ismert. Ezen esetek
nem szerinti megoszlasa: 2 férfi és @ Atlagéletkor 76,7 év (72-84) volt. A
talélés minimalis, 3 beteg 3 hdénapon belil megtalhegyedik 1 évet élt a

diagnozis utan.

4.3. E-cadherinp-catenin vizsgéalat

79, Dukes B2 stadiumud (pT3NO stadium) colorectediscinomat vizsgaltunk.
Az 5-éves OS arany 59%, a 3-éves DFS arany 64% volt
Membranosusp-catenin expresszié 52 esetben volt, 27 eset neguaiit.
Nuklearis B-catenin expresszié 36 esetben volt, mig 43 esgatihevolt. E-
cadherin membranosus fédés 46 esetben volt, 33 eset negativ volt.

A teljes betegpopulaciéban, a membranogusatenin expressziot mutaté
esetek OS jobb volt, mint ahol nem vpitatenin expresszié, p=0,280. A DFS
tekintetében nem volt killénbség, p=0,442. A nul$efircatenin expresszio
vagy az E-cadherin expresszid6 sem az OS, sem abBfRrSaem tudott
kilonbséget tenni a betegek kozott.

23 betegben alakult ki metastaticus betegség. Aastetis kialakulasnak
nagyobb volt a val6sziisége aB-catenin membranosus negativ csoportban,
mint a pozitiv csoportban (p=0,062). Azon eseteldi®n a-catenin nuklearis
expressziot mutatott, a metastasis rizikéja nagyqbi®,022. Nem lehetett az
E-cadherin expresszid és a metastaticus betegakdslliasa kdzott kapcsolatot

kimutatni. Ha sem &-catenin, sem az E-cadherin nem mutatott membranosu
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festbdést, a metastaticus betegség szignifikansan gydkaolt, 6sszevetve
azon esetekkel, melyekben mindkét protein membrenespressziot mutatott,
p=0,047.

48 beteg tumora volt a jobb vagy bal colonfélben.bétegség Kklinikai
kimenetele, a prognozis statisztikailag flggetlénbigonyult ap-catenin és E-
cadherin expressziés mintazattél. Ebben a csopori2abetegben alakult ki
metastasis az utdnkovetés sordn. Nem volt kilénbaégmetastasis
kialakuldsdnak val6sziségében a kilonb6z protein expressziét mutatd
betegek esetén.

31 betegben volt rectum carcinoma. Megfigyalhesdlt egy trend, miszerint
azon betegeknél, ahol membranoftsatenin expresszié volt, mind a DFS és
az OS jobb volt, [p=0,087 és 0,085]. Nem volt kliéég az OS és DFS
tekintetében sem a nukleafiscatenin pozitiv és negativ esetek, sem az E-
cadherin pozitiv és negativ betegek kozoétt. 11 dhete alakult ki attét. A
metastasis kialakulas valostégge szignifikansan nagyobb volt azon
esetekben, melyek nem mutattgdcatenin membranosus fédést, mint ahol
volt membranosus expresszié (p=0,024). Hacatenin nuklearis expressziot
mutatott, a metastasis kialakulas valégzége szintén szignifikansan nagyobb
volt (p=0,047). Nem talaltunk kapcsolatot az E-aith expressziéos mintazat
€s a metastaticus betegség kialakulasa kozott.

A metastaticus betegek csoportjdban (23 beteghiéigignsan jobb volt a DFS

a p-catenin membranosus fédést mutatd betegek kdrében, mint a negativ
esetekben [36,58 hénap vs. 14,55 honap] (p=0,084)0S is jobb volt a
membranosuf-catenin fesidést mutatd betegekben (p=0,032). Emellett az E-
cadherin expressziét mutaté betegekben is lathalibegy tendencia a jobb
DFS és OS tekintetében (29,5 hénap vs. 22,7 hqxp851). A membranosus
B-catenin expresszid elvesztése mellett a metastemisarabb jelent meg

(27,16 hénap vs. 13,18 hénap; p=0,05). A membran&scadherin expresszid
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elvesztése esetén is korabban jelent meg a mesagfas hénap vs. 16,63

hénap; p=0,16).

4.4. Prognosztikai vizsgalat eredményei

Az é&tlagos kovetési & 50,86 (= 30,32) honap volt. Férfiinarany 48:52,
atlagéletkor 66,9 (+ 11,30) év (35-91) volt és 1¢ét 50 évesnél fiatalabb,
53% 51-70 év kozotti és 36% volt 70 évesnélsebb. Kisebb volt a 3 éves
DFS az 50 évesnél fiatalabb betegek csoportjaba®o,($=0,01), illetve ezt
kovette a 70 évesnélddebbek csoportjaban észlelt DFS (46%). Az 5 éves OS
a 70 évesnél iikebb betegek csoportjaban volt a legrosszabb (B8%002).
A tumor lokalizacié is szignifikAnsan befolyaso#a3 éves DFS-t (p=0,048):
jobb colonfél 72%, bal colonfél 67% és rectum 458tg az 5 éves OS
(p=0.044) a kovetkdzvolt: jobb colonfél 66%, bal colonfél 60%, és reut
41%. SzignifikAnsan kedvélab 5 éves OS volt az 5-12 vizsgélt nyirokcsomoju
betegek csoportjaban (50% vs. 75%, p=0,035) é®wae8 DFS is kedvébb
volt (45.1% vs. 70%, p=0,022). A nem nem befolyésalprognozist.

A grade fluggvényében nem volt kilénbség a tlléékitokban (54,4% vs.
56,6%, p=0,619).

A colon tumoros betegek 65%-a kapott 5-FU adjuvterapiat. Nem volt
szignifikans korrelacié az 5 éves OS eredményekbdezelt és nem kezelt
beteg csoportja kdz6tt. (62% vs. 56%, p=0,461).

P53 expresszid az esetek 59%-aban volt jelen. Eaem stadiumi betegeink
csoportjdban nem tudtuk a p53 negativ prognoszgktékét igazolni (59,5%
vs. 52,5%, p=0,238). Az esetek 85%-aban lattunk ptivitast és a tulélési
kilbnbség itt sem volt szignifikans (p=0,101). Agyieleji p53 és p21 pozitiv
festbdési mintdzat azonban szignifikansan rosszabbéggél jart (p=0,041).
Spearman’s korrelacids tesztbedsepozitiv korrelacié volt a p21 féstés és a

tumor recidiva kozott (correlation coefficient 013$=0,005).
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Eseteink 73%-4aban volt p16 pozitivitas, de nem ithotzott tilélési differencia
(p=0,422).

Az esetek 61% mutatofi-catenin membran expressziét.fAcatenin membran
negativitas esetén az 5 éves OS alacsonyabb wQhY8vs. 66,4%, p=0,012),
és a 3 éves DFS is szignifikdnsan kisebb volt @55. 70,8% p=0,025). Ez az
eredmény megésiti ap-catenin- E-cadherin vizsgalatban észlelteket.

A metastasis megjelenéséig elteld s rovidebb volt azon betegekben, ahol
nem lehetetp-catenin membran expressziét kimutatni (11,71 6523 hénap,
p=0,002). Azon betegek csoportjaban, ahol a kovetés alatt recidiva és
metastasis alakult ki (31%) a DFS hosszabb falatenin membran pozitiv
esetekben (11,78 vs. 33,67 hdénap) és ez a kilordzsggfikAnsnak bizonyult
(p=0,021). Ebben a valogatott betegcsoportbgcatenin membran negativ
esetekben (46%) kisebb volt az 5 éves OS mipHcatenin pozitiv esetekben
(5,9% vs. 33,3 %) a kllonbség szignifikdns (p=0)0@&okban a betegekben,
akiknél a kovetési i@l alatt nem alakult ki attét, grcatenin membran pozitiv
esetek aranya 74,4%, csaknem szignifikans kilometéaz 5 éves OS-ben
(p=0,062).

Nuklearisp-catenin expresszié 43%-ban volt észlelhee nem volt kildnbség
a tulélésben (46,7% vs.61,9%, p=0,173) és a 3 B¥Ss tekintetében (60,7%
vs 64,1%, p=0,173), és a metastaticus betegcs@moibm volt kilénbség
ebben a tekintetben.

E-cadherin pozitivitds a vizsgélt 90 eset 55%-abalh és sem az 5 éves OS-
ben nem volt szignifikans kilonbség (58,5% vs. pp:8),247), sem a 3 éves
DFS-ben (69,2% vs. 52,3%, p=0,367). E-cadherin tiegbetegekben a
metastasis hamarabb lépett fel, mint az E-cadhmoiitiv betegekben, de az
eredmény nem szignifikans (19,6 hénap vs. 27,74bdp=0,194).

Az EGFR pozitiv betegek ardnya 54% volt és nem Ipésolta a tulélési
adatokat (p=0,992).
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A MLH1 negativ eseteinkben (4%) sem attét, sendfeainem kovetkezett be
az utankévetési periédusban, és valamennyi betethedl volt. MLH1 és
MSH2 pozitivitAs az esetek 77%-aban volt jelen, miem mutatkozott
kilbnbség a tulélésben (p=0,934).

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

Az adatokat multivarians analizisben Cox-regressiszttel is értékeltik. A
membranosus-catenin expresszié (p=0,026), a feldolgozott rkgsmmok

szama (p=0,005) és az életkor (p<0,001) bizonyidfgétlen prognosztikai
markernek.

4.5. ERCCL1 expresszido immunhisztokémiai kimutatasas prognosztikai
faktorok vizsgéalatanak eredményei metastaticus cotectalis carcinoméban

A vizsgalt 28 beteg kozil 19 férfi, és 8 molt, az atlagéletkoruk 61,5 év. 17
colon és 11 rectum lokalizacioju esetlink volt. Alagos tulélés 28 honap, a
metastaticus tulélés 21,5 honap volt és 8% volGazves tulélés. Az IHC
eredmények értékelése soran a tiz vizsgalt marlegjelenését mind a 28
betegnél kilon-kilon elemeztik.

A p53 esetében az esetek 50%-ban talaltunk pdasiviAz EGFR esetében
28% a membranfedtést adé mintdk szama. Az MLH1 esetében 42%, az MSH
2 esetében 57%, és az MSH6 esetében 32% a magppagitiadd mintak
szama.

Az E-cadherinnél az esetek 50%-ban talaltunk mendsuas fesidést. A TS
esetén 17% a citoplazmatikus tastst mutatd esetek aranya. Ezen markerek
(p53, p21, MLH-1, MSH-2, MSH-6, EGFR, E-cadherimitilat-szintaz) és a
klinikai kimenetel k6z6tt nem talaltunk dsszefuggés

3-catenin esetében kilon vizsgaltuk a membraletvé a magpozitivitast.

Membréanpozitiv az esetek 46%-a volt, mig 39%-o0¢$ aghagpozitivitas. -
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catenin membranexpresszid és metastaticus tll&ezefiiggését vizsgalva a
membran pozitiv esetekben jobb eredményeket kagp#k132).

17 beteg esetében taldltunk intenziv vagy kézepR€®E festdést. Az
altalunk alkalmazott antitesttel és a reakciokddigeink kodzott
(antigénfeltaras, és higitas) az ép nyalkahartya meitat fesidést az ERCC1
esetében.

Az ERCC1 és az dssz tulélés (p=0,346) a metastatidalés (p=0,098) és a

,,,,,

ERCC1 negativ esetekhez jobb progndzis tarsul.

4.6. EGFR amplifikacié kimutatasa FISH reakcioval

79 tumormintabdl épitett TMA blokkokon végeztink EH& amplifikacié
kimutatasra FISH reakciét. A reakcid 74 esetbent goiékelhei. 7 esetben
észleltiink amplifikaciot (9,4 %). Az észlelt amiicio mértéke 2-4 kozotti
volt.

Az amplifikaciét mutaté esetek atlagos utankdvetdsje 94 hénap (72-124
hénap) volt. 6 esetben sem attét, sem lokalis iexidiem jelentkezett, az
utdnkdvetési id alatt mind életben voltak. Egy betegben jelentiteattét, ez a
beteg a tumoros betegség kovetkeztében elhunyh lEteg esetében a DFS 1
hénap, az OS 12 honap volt. igy a génamplifikacétén az attét kialakulas
valészirisége 14,3%, mig az amplifikaciot nem mutatd eseteKb7 eset) az
attét kialakulads valosziisége 29,8% volt. (Ezen esetek kodzul 20 volt
metastaticus beteg)

Az EGFR IHC pozitivitas éffordulasi aranya 55,7%-0s volt, a score 2-3+
esetek ardnya 15,1% volt. EGFR génamplifikacio éesétl, 4% volt az IHC
pozitivitas, a score 2-3+ érték gyakorisaga 57,18tt. vNem amplifikalt
tumorokban 50,7% volt az IHC pozitivitas, mig a reco2-3+ 9%-0s

gyakorisagu volt.
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5. Megbeszélés

TMA validacié
A TMA validaciés tesztink az irodalomban olvashatdn megfeled
eredménnyel zarult. Ez alapjan ugy itéltik megyhmgidolgozott metodikank

alkalmas a célul kitzott prognosztikai faktor vizsgéalatra.

Rhabdoid szévettani fenotipus vizsgéalata

1978-ban irtdk le a Wilms-tumor ritka, monofazisosolid, vagy
rhabdomyosarcomatoid variansaként a rhabdoid tymuetyet jelenleg kulén
entitasként malignus renalis rhabdoid tumorként BMIR neveznek. Kébb
hasonl6 fenotipustd tumorokéébrdulasarél szamoltak be, szamos extrarenalis
lokalizacioban, tobbek kozott lagyrészekben, agyh@ancreasban, majban,
hugyholyagban. Ezeket a daganatokat malignus exiatis rhabdoid
tumorként  emlitk (MERT). Hifordulhat szekunder fenotipusos
megjelenésként rhabdoid komponens szamos egyélbnytie felrbttkori
tumorban, mint adenocarcinoma, kulénféle sarcomalamoma. A rhabdoid
vonasok itt csak nemspecifikus fenotipust jelerkeneAtypusos
teratoid/rhabdoid tumorban kimutattak a 22ql1l.2alizéciéji hSNF5/INI1
tumor szuppresszor gént étinkromoszéma deléciot, mint karakterisztikus
eltérést. Az esetiinkben észlelt Inil nuklearis st 6sszhangban van az
eddig kozolt adatokkal. A szakirodalomban 22 koraldastrointestinalis
eléfordulasa rhabdoid carcinomét talaltunk. Az eddigdlt gastrointestinalis
lokalizacioju rhabdoid jellely carcinomak idskorban jelentkeztek, férfiakban
gyakoribb ebfordulastiak, agressziv viselketiék, a prognézis rossz, a
betegek tobbsége (75%) a diagnozist kévét honapon bellil meghalt.
Felvethed, hogy a gastrointestinalis rhabdoid tumorok 6nafipubtipust

képeznének a gastrointestinalis carcinomakon bekiinek igazolasara
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természetesen az eddig kozolt esetek 6sszehasomditékularis patoldgiai

vizsgélata lenne szikséges.

E-cadherin B-catenin vizsgalat

Az Osszes beteg esetében,Baatenin membran negativitds és nuklearis
pozitivitas mellett gyakoribb az attétkéjpies, és ez a kapcsolat a nukleéris
expresszio esetén szignifikans. A colon tumoroedmhk kdzott gyakorlatilag
nem mutatkozott 6sszefliggég-aatenin- E-cadherin expressziés valtozasok és
az OS és DFS kozott, valamint a metastasis megiséekdzott.

A rectum tumoros csoportbgicatenin membran negativitas esetén rosszabb
volt OS. Ebben a csoportban a metastasis megjeemszgynifikdnsan
gyakoribb ap-catenin membran expresszio elvesztése esetéveilkzintén
szignifikansan gyakoribb frcatenin nuklearis expresszidja esetén.

A metastaticus betegek csoportjabarg-@atenin membran negativitas esetén
szignifikansan hamarabb jelent meg az attét, vaiamiDFS is rosszabb. E-
cadherin membran negativitds esetén is hamarabihtkelzett attét, azonban ez
nem volt szignifikans.

Eredményeink kozul hangsulyozandd, hogy rképp a rectum tumoros
betegek csoportjdban tudtunkésr kapcsolatot kimutatni @-catenin- E-
cadherin expresszids mintazata és a betegség Kehenkozott, mig a
colontumoros betegeknél csak tendencia volt, vagaléalan nem talaltunk
Osszefiiggést. Ez a megfigyelés is alatamasztjay hogplorectalis carcinoma
genetikailag heterogén betegség. A jobb-, illetabdmlonfél, valamint rectum
tumorainak patogenezise eltér egymastél. Az alialmegfigyeltek szerint, a
rectum tumorok attétképzésében kiemetkgelentisédi szerepet jatszik 8-
catenin- E-cadherin rendszer.

A prognosztikai vizsgalat idevonatkozd eredméngenlatamasztottdk az E-

cadherin- B-catenin vizsgdlatban észlelt megfigyeléseket. Bbba
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betegcsoportban prcatenin membran expresszidja esetén szignifikajotamn
volt a tulélés, és d-catenin membran expresszié fliggetlen prognosztikai
faktornak bizonyult.

Konkluzioként megallapithatjuk, hogy jelen vizsdalk, az irodalmi
adatokhoz hasonléan catenin- E-cadherin colorectalis carcinogenesisben
betoltott fontos szerepét tamasztja ald. Dukes tB&iwmu tumorok esetében-
foképp rectumtumorok esetérgaatenin- membran expresszidjanakiedse a

késsbbi metastasis képdés prediktora.

Prognosztikai vizsgalat

Az Egyesiilt Allamok Nemzeti Rakregiszterében 35T8RO0 stadiumu colon
carcinomas beteg vizsgalatdban a vizsgalatra kemjiltokcsomék szama
alapjan csoportositottdk a betegeket. Az 5 éves aDd8y 1-7 vizsgalt
nyirokcsomoé esetén 49,8%, 8-12 nyirokcsomonal 56,8%g tobb mint 13
nyirokcsomoénal 63,4 % volt. Ezt az adatot eurdpainkacsoport is
megebsitette. A mi adataink is azt mutatjak, hogy 5-12sgalt nyirokcsoma
esetén jobb a progndzis, mint 1-4 nyirokcsomé eseEnnek a markans
kilbnbségnek a hatterében az all, hogy kevés srgimikcsomad vizsgalataval
meghatarozott pNO stadium esetén nagy a valésefe, hogy nem-vizsgalt
nyirokcsoméban attét legyen, és igy tévesen kebétag nyirokcsomo-negativ
csoportba.

A colorectalis carcinomak kb. 70%-a 17p és/vagy #@i8tgciot mutat. A 17p
kromoszoma tartalmazza a p53 gént, mely jéhimor szuppresszor gén és a
colorectalis rakok 40-60%-aban mutans. A p53 mataai leggyakoribb
molekularis abnormitds a malignus tumorokban. \Gisthtumor esetében a
p53 prognosztikai jeleisége a tumor lokalizaciétdl is fligg. 4416 betegaitla
vizsgalo 28 tanulmany meta-analizise szerint sggh3overexpresszio, sem a

p53 mutacik nem bizonyultak hatékony prognosztikdaktornak.
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Vizsgalatunkban ezen korai stadiumua (T3NO) tumoavkini sem tudtuk a p53
prognosztikai értékét igazolni. A p53-al foglalkozézdmos tanulmany
ellentmondasos eredménye részben az alkalmazott unimsztokémiali
technika nem kedlen standardizalt voltaval, illetve a hasznlt kboidzb
antitestek és scoring rendszerekkel magyarazhato.

A p21 prognosztikai szerepe ellentmondasos. A Wgtéanulmany a p21
overexpresszidjat p53 expresszidval vagy anélkésaaprognosztikai jelnek
tartjak. Mi az eseteink 4%-4aban lattunk p53 és p2l egligezitivitast és
ebben a csoportban a tulélés szignifikansan robszal, mint a p53 és p21
negativ esetekben (p=0,041). P21 pozitivitds nteffgakoribb volt a lokalis
recidiva.

Colorectalis carcinomaban egy tanulmanyban a pi8esszid 0sszefliggést
mutatott a tumor gradussal, stadiummal és a tunsbals lokalizaciojaval. A
mi adataink nem igazoltak a p16 prognosztikus gEgreolorectalis rakban.

Az EGFR aktivacié jeleis esemény, mely sejtosztodast, proliferaciot,
differenciaciot és angiogenesist eredméfiyegemények lancolatat inditja el.
Az EGFR overexpresszi6 szamos tumorban prognosztéatéki, azonban
colorectalis carcinomaban a prognosztikai szerepm rgyértelr. A mi
betegcsoportunkban a betegek 54%-aban volt EGFRegsqid, azonban ez
nem befolyasolta a prognézist.

Tobb tanulméany igazolt 6sszefliggést colorectalisisamaban a MSI jelenléte
€s a jo prognozis kozétt. Az MSI pozitiv betegekbesszabb az OS és
kevesebb a tumor recidiva, mint MSS betegeknély regospektiv tanulmany
szerint csak az MSS betegek szamara hasznos azapll kemoterapia. A mi
MLH1 negativ eseteinkben sem metastasis, sem tureoidiva, vagy
elhaldlozas nem tortént, azonban a kis esetszath meia tortént e tekintetben
statisztikai feldolgozas. Ha az MLH1 és MSH2 expréd egyitt vizsgaltuk

nem talaltunk prognosztikai jeléisgget.
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Szamos tanulmany igazolta, hogy a fokozott TS mrad&presszié a rosszabb
tulélés és a tumor recidiva markere. A TS exprésszértéke colorectalis
carcinomaban az 5-FU terapia rezisztencia predikidrkere. Fokozott TS
expresszid 5-FU rezisztenciat eredményez. A tidieikintaz expresszio
immunhisztokémiailag is vizsgalhatd, a protein kiatbhaté a konvencionalis,
paraffinba agyazott mintakon. A legtobb tanulmamiyabb a TS gén expresszio
vizsgélatat tartja megbizhatonak. Ugyan van kaptsmlgénexpresszié és az
immunisztokémiai expressziés mintazat kozott, de immunhisztokémiai

metodika nehezebben standardizalhaté.

ERCC1 expresszi6 immunhisztokémiai kimutatdsa és pgnosztikai
faktorok vizsgalata metastaticus colorectalis carciomaban

3-catenin membranexpresszidja esetében jobb voditastaticus tulélés, mint a
negativ esetekben. igy ezensrehaladott stadiumi betegcsoportunkban is
igazolodott Osszefliggés [rcatenin expresszids mintdzata és a prognozis
kozott.

Az ERCC1 fokozott festdése mellett rosszabb OS, metestaticus tuléléa, és
progressziomentes tulélésididolt észlelhei. Az oxaliplatin rezisztenciasf
oka a DNS-repair. A platina szarmazékok &ltal okibZONS karosodas
kijavitasat intracellularisan a NER rendszer vé§ziERCC1 gén expresszidja,
az intratumoralis mMRNS az oxaliplatinra adott té&épvalasz markere. Az
ERCC1 mRNS szintje korreldl legjobban a terapiadmtta valasszal, az
alacsonyabb expressziés szinttel jobb valaszkésgséghz ERCC1 protein
IHC reakciéval is kimutathaté, mely szintén progrtdais érték. Az
eredményeink matematikailag nem bizonyultak szigg@ifsnak, aminek egyik
oka a kis (28) mintaszam. A masik probléma az IHEtaudikdbdl adodik.
Osszességében mind a TS, mind az ERCC1 immunhésatakkimutatasaval

szerzett tapasztalataink alapjan elmondhatjuk, hegpspektiv vizsgalatban,
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nagy esetszamok mellett jol értékethetredményt ad. Azonban az egyénre
szabott terapia megtervezéséhez nem szolgdl #elhnosztikus pontossaggal
€s megbizhatésaggal.

EGFR amplifikacié kimutatdsa FISH reakcidéval

Az EGFR overexpressziot mutatd esetek aranya, irhimmokémiai
meghatarozast alkalmazva, 50-70%. Az altalunk Bszf#6-os, illetve 55,7%
eléfordulasi arany megfelel az irodalomban olvash&dton&olorectalis
carcinomaban az EGFR aktivacié egyik lehetségeshamzmusa a gén
amplifikaciéja. A legtébb munkacsoport az ampliikét mutaté tumorok
aranyat 5-17% kozottinek talaltéz altalunk észlelt 9,4%-0s amplifikacio
arany megfelel ezen irodalmi eredményeknek. Vagtagarcinomaban nincs
olyan kdzvetlen kapcsolat a gén amplifikaci6 é€&FR IHC statusz kozott,
mint az embcarcinomdban a HER2 esetén sokszorosan bizony#otmi
betegcsoportunkban észlelt EGFR IHC és amplifilkicalatok tendenciat
jeleznek, azaz a mi eseteinkben a score 2-3+ IHfust gyakoribb az
amplifikaciéval jar6 esetekben. Magasabb kopiaszamllett rosszabb
prognézis varhaté. A mi betegcsoportunkban ez ngaralédott, &, az
amplifikacid6 mellett ritkabban alakult ki metastats betegség, mint az
amplifikaciét nem mutatd esetekben (14,3% vs. 29,6%kis esetszam miatt

itt statisztikai vizsgalat nem tortént.
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6. Osszefoglalas

A rosszindulati daganatos megbetegedések kozotstagbélrdk a nyugati
vilagban és hazankban is az egyik leggyakoribbzindslati daganat, és a
masodik leggyakoribb daganatos halédlok a fejletszégokban. A colorectalis
carcinoma kialakulasa soklégssfolyamat, mely soran kilonféle, tdbbnyire
mar jol definidlt és jellemzett genetikai valtozks&dvetkeznek be a
colorectalis mucosa hamsejtjeiben, mig a malignagklén megjelenik.
Munkéankban a colorectalis carcinogenesisbésedrepet jatsz6 molekularis
események kozil vizsgaltunk néhanyat, tébbnyirdepmikai szinten, TMA
metodikaval. A vizsgalataink 6f iranya a B-catenin-E-cadherin rendszert
célozta. Megallapitottuk, hogypcatenin expresszio és részben az E-cadherin
membran expressziojanak csokkenése rovidebb OS F&tDeredményez.
Ugyanakkor- &képp a B-catenin membran expresszid- elvesztése esetén
nagyobb a val6sziisége a metastaticus betegség kialakulasanak. Ezek a
Osszefuiggéselbképp a rectum tumorokban mutatkoznak meg. p16, E@GER

a mismatch repair proteinek expresszidja és a bétegimenetele kozott nem
taldltunk Osszefliggést. A p53 és p21 egyittesentipoesetek rosszabb
tléléssel jarnak mint a negativ esetek. P21 pitZis mellett gyakoribb a
lokalis recidiva. Tovabbi eredményeink szerintstadiumu colorectalis rakban

a klasszikus hisztopatoldgiai faktorok kozil kiekesb jelentisége van a
vizsgélt nyirokcsomok szaménak. A bioldgiailag ofizantitestes terapia
megjelenése O6ta napirenden dékérdés a terdpias hatasérejelzése. E
tekintetben sok adat ¢l ©ssze a colorectalis tumorokban az EGFR
expressziorél és az EGFR gén amplifikaciérdl. Aalahk észlelt eredmények
megfeleltek az irodalmi adatoknak, mind az expiiésfakozdédas, mind az
amplifikaci6 gyakorisag tekintetében. Prognosztikésszefliggést nem

észleltiink, prediktiv szerepét nem értékelhettplectikus kezelés hianyaban.
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Mind az EGFR immunhisztokémiai vizsgalat, mind a@HR amplifikacié
kimutatas kivitelezhét a TMA blokkokon. A bioldgiailag célzott kezelések
mellett igény mutatkozik a kemoterapia genetikuslekriojara is. Eziranyban
az 5-FU hatast étejelzs TS és az oxaliplatin terapia prediktor ERCC1
proteinek immunhisztokémiai kimutatasaval proballkok, retrospektiv
modon, TMA blokkon. Eredményeink is alatamasztjhkhgy a két protein
immunhisztokémiai kimutatdsa csak korlatozott éttélés nem nyuijt
megbizhat6 segitséget a terapias déntés meghomasaba

A tumorbiolégiai alapkutatds eredményeinek mindentdinikai gyakorlatba
tortér atlltetése révén varhaté olyan prognosztikai falktoazonositasa,
melyek segitségével&kvetithed, hogy a korai stadiumua betegek kézil kinél
fog a betegség kidjulni, illetve attét fellépni. d4észt tovabbi prediktiv
faktorok értéke is igazolédhat, melyek a jelenlégieredményesebb beteg
szelekciot biztosithatnak, és igy a colorectalisrcioama terapiaja

individualizalhatéva valik.
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7. Uj eredmények

1. Megéllapitottuk, hogy a laborunkban hasznalt TMatodika megbizhatdéan
alkalmazhatd6 a vizsgalni kivant molekularis prognibai faktorok
immunhisztokémiai kimutatasara.

2. Rectum carcinomabdihcatenin membran expressziét nem mutaté esetekben
gyakoribb a metastasis megjelenéBeatenin nuklearis expresszidja esetén
szintén gyakoribb a rectum tumorok attétképzéfecatenin membran
expressziot nem mutaté esetekben az attét hamgeddsbk meg. A colon
tumoros csoportban nem észleltiink dsszefiiggésp-catenin-E-cadherin
expresszios mintazata és a betegség kimenetel&t.k6zo

Ezen U] eredményeink is alatamasztjdk, hogy a eotalis carcinoma
genetikailag heterogén karkép, jelénkilonbségek vannak a colon és rectum
tumorok kialakulasaban.

3. Prognosztikai vizsgéalatunkban nagyobb betegasiogn megsisitettiik a3-
catenin-E-cadherin expressziés mintazata és a d¥gddmenetele kdzott fenti
vizsgélatban észlelteket, és ezen betegcsoportpastaltak alapjan f-
catenin membran expresszio fliggetlen prognosziadadrnak bizonyult. Ezen
utébbi eredményeink alatdmasztjak az irodalmi dasto

A vizsgalt nyirokcsomOk szama a beteganyagunkb@ntfsen elmaradt a
nemzetkozi adatoktol. Stage Il betegségben a Jizsgarokcsoméd szam
prognosztikus értéke egyértdlen bebizonyosodott, még az alacsony atlagos
nyirokcsomoé szam mellett is.

Nem tudtunk pl16, MSH2, MLH1 expresszi6 vonatkozasaprognosztikus
értéket kimutatni. Az egylttes p53 és p2l pozéwitossz prognosztikai jel,
mig p21 pozitivitds mellett gyakoribb a lokalis idiea.

4. A TS és ERCC1 protein immunhisztokémiai kimwtatdem ad megbizhat6

segitséget az egyénre szabott terapias dontés méegtimn, csak populacio-
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szinten szolgaltat megbizhatd adatokat. Az ERCClpresszid rossz
prognoézissal tarsul, azonban az 6sszefliggés nemyhilt szignifikAnsnak.

5. Az EGFR amplifikacié FISH metodikaval vizsgalhatMA blokkon is. Az
irodalmi adatoknak megfelelgyakorisagban észleltink EGFR amplifikaciét,
és a mi betegeinkben is csak laza kapcsolat vaEGER immunhisztokémiai
kimuathatosaga és a gén amplifikacio kdzott.

6. A gastrointestinalis tumorokban észlelt rhabdeidotipus kiléndsen rossz
prognosztikai jel. Az irodalmi attekintés azt mjdgathogy a gastrointestinalis

rhabdoid tumorok idiskori rossz prognézisu alcsoportot képeznek.
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