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»Az igazi tuddés kész arra, hogy elviselje a megprdébaltatdsokat, akar még az
éhezést is, csak hogy senki ne szabja meg neki, hogy milyen irdnyba folytassa a
munkdjéat.*

Szent-Gyorgyi Albert

BEVEZETES

A vastagbélrdk (CRC) tovabbra is vezetd szerepet jatszik a rakkal 0sszefiiggd haldlesetek
tekintetében. Viladgszerte évente tobb mint egymillid 0j esetet diagnosztizalnak és a
betegség koriilbeliil 40-50% mortalitasi rataval rendelkezik [1]. A vastagbélrdk (CRC) a
harmadik leggyakoribb raktipus a fejlett orszagokban, amelynek kumulativ rdkkockazata
9,4%-0s. Leggyakoribb Eszak-Amerikdban, Ausztralidban és Europaban, mig a
legalacsonyabb eléfordulast Afrikaban és Azsiaban taldljuk [2]. Az UICC I. stadiumui
esetekben a talélési arany 90%, mig az UICC III. stddiumaban a talélés 63%-ra csokken
[3]. Németorszagban a vastagbélrak a leggyakoribb daganat, mindkét nemben koriilbeliil
5%-os kialakulasi valoszintiséggel (lifetime risk) az élet sordn. Az orszagban mintegy 70
000 uj esetet diagnosztizalnak, és az 6téves tulélési arany minddssze kb. 40% [4]. Az
intenziv kutatasi és terdpias erdfeszitések ellenére a CRC haldlozési ardnya még mindig
kortilbeliil 40-50% [1]. Emellett az attétes esetek ardnya még mindig gyakori [5]. A
kolorektélis rak korai felismerése kulcsfontossagli a sikeres terapia szempontjabol, de a
szlirési programok ellenére a colorectalis daganatos megbetegedések tobb mint
kétharmadat eldrehaladott stddiumban (UICC HI/IV. stddium) diagnosztizaljak. Az
incidencia 100.000 lakosra vetitve férfiaknal 19,4, a n6knél pedig a 15,3 [6]. Ezenkiviil a
colorectalis rak el6forduldsa a korral Osszefliggd exponencidlis novekedést mutat [7],
amely szintén magyarazza a fejlettebb vilagban a magasabb incidenciat.

A colorectalis rak korai megjelenése (45 évnél fiatalabb betegeknél) nemcsak a szerzett
genetikai valtozasokat feltételezi, hanem az oOrdkletes tényezdket is (pl. HNPCC-
szindromat)[8]. A kornyezeti €s életstilusbeli tényezOk, mint példaul a huas és az
alkoholfogyasztas, a dohanyzas, az elhizéas, ndvelhetik a colorectalis rak kockazatat [9].
Masrészt az étkezési rostok, a zoldségek, a nem szteroid gyulladasgatlok (NSAID) ¢és a
hormonpotld terapia (példaul az Osztrogén) szintén befolydsoljak a daganatkialakulas
kockazatat [10]. Erdekes médon azonban a kozelmultbeli vizsgalatok nem igazoljak a
magas rosttartalmu étrend és a colorectalis rak ellentétes dsszefiiggését [10, 11].

Egyes megbetegedések, mint a gyulladasos bélbetegségek (pl. colitis ulcerosa), ndvelhetik
a colorectalis rak kockézatat (akar a 8,2-szeresére). A fekélyes vastagbélgyulladds bona
fide premalignus allapotot jelent, ezért minden ilyen beteget szorosabban kell
vastagbélrakra kovetni és szlirni [12].

A gyogyszerrezisztencia szdmos rosszindulati daganatos megbetegedés rossz
prognézisaért is feleléssé tehetd [13]. Igy olyan fehérjék azonositasa, amelyek prediktiv
értékkel birnak, igen fontosak lehetnek nemcsak az 4ttétes vastagbélrakban, hanem mas
raktipusban is. Ilyen szempontbol fontos a DNS javitd rendszerek (pl. mismatch repair,
NER) deregulacidjanak megértése, mivel hozzajarul a réksejtek  hagyoményos
kemoterapiaval szembeni rezisztenciajahoz.

Az elsddleges CRC-ben szenvedd betegek egynegyede a diagndzis felallitdsakor szinkron
majmetasztazissal rendelkezik, illetve a betegek tobb mint 50%-aban a betegség lefolyasa
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sordn mdjmetasztazisok alakulnak ki. A primeren megoperalt vastagbélrakos betegek
majdnem felében végiil metachronos méjmetasztazis alakul ki. A metasztatikus esetek
tulélése ritkadn haladja meg a harom évet [14].

Erdekes modon, bar a CDX2-t széles korben hasznaljak a napi rutin diagnosztikdban, az
utdbbi hatvan évben kevesebb, mint hatvan publikécio jelent meg, mely a CDX2 fehérjét
vizsgalta human szovetmintakon [15]. Az MGMT expresszidé csOkkenése gyakoribb a
mikroszatellita-instabil (MSI) CRC-ben, ami azt sugallja, hogy a metilezett MGMT
kivalasztja az MMR-deficiens statuszua sejtes klonokat [16]. Tovabba, a sériilt DNS javitasi
rendszerek (defected mismatch repair) Osszefliggésben vannak a CDX2 elvesztésével [17].
Kevés olyan tanulmany jelent meg, amely a CDX2 ¢és a Wnt jelatviteli 0t kozotti
kolesonhatasokkal foglalkozott a vastagbélrdkos esetekben. Sikeriilt azonban kimutatni,
hogy a CDX2 nem transzkripciés moéddon gatolhatja a beta-catenin / TCF vonalak
transzkripcids aktivitasat [18].

Az apoptozist, azaz a programozott sejthalalt kiilonb6z6 ingerek valthatjak ki (pl. DNS-
karosodas, kemoterdpias gyogyszerek, oxidativ stressz stb.). Az apoptdzis pontos szerepe a
CRC metasztazisokban és a kemoterapids rezisztencidban nem teljesen ismert. Ezen
mechanizmusok megismerése kiilonds jelentdséggel bir, mivel a legtobb kemoterdpias szer
azaltal fejti ki a hatdsat, hogy apoptozist indukal a daganatos sejtekben. Az egyik vonzo
potencialis terapias cél lehet az ARC (apoptdzis represszor CARD-doménnel) fehérje. Az
ARC fehérje nagyfokt expresszidja a rakos sejtekben vagy premalignus elvéltozasokban
elosegitheti a sejtek tulélését és megvédi a raksejteket a sejthalaltol, ezaltal eldsegitve a
tulélésiiket és végsd soron hozzajaruva a gyogyszerrezisztencidhoz [19]. A citoplazmatikus
¢s nuklearis ARC expresszid szabalyozd mechanizmusai még ismeretlenek. A normal
szovetekben és raksejtekben fellépd kiillonb6zé ARC-expresszidval kapcsolatban az az
allaspont terjedt el, hogy a megndvekedett citoplazmatikus ARC-expresszié nemcsak a
nukledris ARC redisztribucigjanak eredménye, hanem fokozza a sejtekben az ARC
termelését is [19].

A DISSZERTACIO CELKITUZESEI

1. Eldszor szeretnénk megvizsgalni az ARC fehérje expresszidjat a colorectalis rakok
majmetasztazisaiban. Tovabba szeretnénk megvizsgalni az MMR fehérjék és az apoptdzis
represszor fehérje (ARC) expresszioja kozotti 0sszefiiggéseket. Szeretnénk bizonyitani a
p53 fehérje és az ARC kozotti ismert kapcsolatot fehérje expresszios szinten.

2. A vizsgalat masodik fazisdban tovabbi DNS javito fehérjék (MGMT, ERCCI1, RRM1)
expressziojat és lehetséges kolcsOnhatasaikat szeretnénk fehérje expresszids szinten
vizsgalni. Ismeretes, hogy az ERCC1, az RRM1 és a TUBB3 (tulzott) expresszidja
Osszefliggésben all a terapias rezisztenciaval, amelyeknek igen nagy jelentdsége van az
elérehaladott, metasztatizalt (IV. stddiumu) kolorektalis rakokban [20]. Tehat a masodik
fazisban szeretnénk megvizsgélni az MGMT, ERCCI1, RRMI1 ¢és TUBB3 fehérjék
a kolorektalis rdkban gyakran tilzott mértékben expresszalodik, és amely végsd soron igy
terapids rezisztencidhoz vezet, gatolva mind az extrinsic, mind az intrinsic apoptotikus
jelatviteli utakat.



3. A CDX2 expressziojat a DNS-javito fehérjék és a Wnt jelatviteli Gtvonal fehérjéivel
Osszefliggésben korabban nem vizsgaltdk a colorectalis rdk méjmetasztazisaiban. A
harmadik tanulméanyban elemeztilk a CDX2 expresszids eloszlasat DNS javitd fehérjék
(MMR fehérjék, MGMT ¢és ERCC1), APC és beta-catenin fliggvényében. Tovabba a
CDX2 fehérje expresszidjat a klinikai adatokkal korrelaltuk.

ANYAGOK ES MODSZEREK
1. SZOVETMINTAK ES A VIZSGALT SOKASAG

A paraffinba 4gyazott méjmetasztazis-rezekatumokat a Heidelbergi Egyetemi Klinika
Patologiai Intézetének archivumabol valasztottuk ki. Szazegy beteg (64 férfi, 37 nd,
atlagéletkor 62 év) Egyik beteg sem kapott neo-adjuvans kemoterapidt. Tovabbi adatokat,
példaul: kor, nem, a metasztazisok szama és mérete, a szovettani leletekbdl gyijtottiik
Ossze. A szdvetmintdkat a heidelbergi szovetbank (BMBH Heidelberg, NCT Tissue Bank)
szabalyzataval 6sszhangban és a Heidelbergi Egyetem etikai bizottsaganak jovahagyasaval
dolgoztuk fel.

2. SZOVETI MULTIBLOKKOK (TISSUE MICROARRAY) ELOALLITASA

A paraffinba dgyazott huméan majmintakbdl szoveti multiblokkokat (TMA) allitottunk eld
szoveti mikroarrayerrel (Beecher Instruments, Sun Prairie, Wisconsin, USA). Minden
esetbdl két, 1,6 mm atmérdji daganatszovetet tartalmazd hengert agyaztunk be a
multiblokkokba, és a TMA blokkok orientaciojahoz két izomhengert hasznaltunk. Az
izomhengerek ARC immunfestésekhez pozitiv kontrollként is szolgéltak.

3. IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK

TMA blokkokbol 4 um vastag metszeteket készitettliink. A metszeteket ezutan a rutin labor
standard protokollja szerint xilolban és 95-96% ¢és 70% etanolban dehidrataltuk és
deparaffinizaltuk. A metszeteket ezutan egyidejiileg megfestettiik egy szamitdégépes
vezérlésii automataban (Dako TechMate 500 cytomation és Dako EnVision-Sytem (Dako).
A metszeteket 3% -os hidrogén-peroxiddal eldkezeltiik az antitest inkubéacio elétt. Az
immunreakciok kimutatasahoz Ultraview Univerzalis DAB detekcios kitet (Ventana
Medical Systems Inc.) és 3,3'-diaminobenzidint hasznaltunk. A metszeteket végiil
hematoxilinnel és a kékreagenssel ellenfestettiik, és az Osszes metszetet lefedtiik. Az
immunfestett szovet mikroarray metszeteket két patologus értékelte ki, majd az
eredményeket ezutdn egyeztettiik. A kiilonbozd festési eredmények megtargyaldsa utan
konszenzus alapjan dontottiink a végso festési eredményrdl.

4. STATISZTIKAI ELEMZES

A statisztikai elemzéseket SPSS szoftverrel (SPSS Institute, Cary, NC, USA) végeztiik.
Spearman-Rho és Pearson korrelacids teszteket hasznaltunk a klinikai adatok, az ARC, az
MLHI1, az MSH2, az MSH6, a PMS2 ¢és a p53 kozotti kapcsolat értékelésére. A klinikai
adatok, az ARC, az MMR fehérjék, az MGMT, az ERCC1, a TUBB3 ¢s az RRM1 kozotti
kapcsolatokat Pearson korrelacidés ¢€s linedris regresszios teszttel becsiiltik meg. A
statisztikai szignifikancia p<0,05 és p <0,01 volt.



EREDMENYEK

1. MMR fehérjék és a p53 expresszidja

Az MSI fehérjék festése az esetek 4.2-26% -aban mutatott expresszidovesztést (MLH1
4,2%, MSH2 26%, MSH6 24% ¢és PMS2 9,5%). A p53 fehérje 102 esetben mutatott valid
immunhisztokémiai eredményt, amelybdl az esetek 23%-aban (n = 23/102) az eredmény
negativ volt (score 0). A pozitiv eseteket két csoportra osztottuk: mérsékelt pozitivitas
vagy az ugynevezett restrikcios tilexpresszio (score 1) (46%, n = 47/102); és erds
pozititivitast vagy un. erds tilexpressziot mutatd esetekre (score 2) (31%, n = 32/102). Ha
csak az erds tulexpressziot (score 2) tekintettiik pozitivnak, a p53-pozitivitas 31% -aban (n
=32/102), mig az esetek 69%-a (n = 70/102) negativ volt. Az &sszes pozitiv esetet tekintve
(score 1 ¢€s score 2) 77%-o0s (n = 79/102) nukledris pozitivitast detektaltunk, és 23% (n =
23/102) volt a negativ esetek aranya.

2. ARC fehérje immunhisztokémiai expresszidja

Az ARC citoplazmatikus festddés eredményei az intenzitas szempontjabol harom csoportra
oszthatok: score 0 - negativ festddés vagy gyengébb festddés mint a normalis colorectalis
nyalkahartya, score 1 - a normal nyalkahartyaval megegyez0 festési intenzitds, score 2 - a
mérsékelten erdsebb festddés mint a normal nydlkahartyaban, score 3 - nagyfoku, diffuz
citoplazmatikus festédés (1. tablazat). Emellett az ARC sejtmagi festddést egy
haromfokozat skalan értékeltiik. Score 0 - nem detektalhaté magi festddés, a score 1 és a
score 2 pedig mérsékelt €s erds sejtmagi festddési reakciot jelent (2. tablazat).

Valid esetek %-os

Score Valid esetek (n) megoszlésa
0 14 14
1 25 25
2 21 21
3 40 40
> 100 100

1. tablazat Valid citoplazmatikus ARC immunhisztokémiai reakciok megoszlasa.

. o
Score Valid esetek (n) Valid esetek %-os

megoszlasa
0 2 2
1 38 38
2 60 60
> 100 100

2. tablazat Valid immunhisztokémiai reakciok megoszlasa sejtmagi ARC festddés esetében.



2.1. ARC fehérje expresszidja a hisztopatoldgiai paraméterek vonatkozasaban

Sem a citoplazmatikus, sem a nuklearis ARC-expresszid nem mutatott statisztikailag
szignifikans 0sszefliggést a klinikai paraméterekkel (kor, betegek neme, a tumor gradusa, a
metasztadzisok szama és nagysaga).

2.2. Az ARC és a p53 fehérje expresszidja kozotti osszefiiggés

A citoplazmatikus ¢és sejtmagi ARC expresszios szintek fliggetlenek a p53 festési
statusztol. Tovabba, a p53 expresszids statusz és a nuklearis vagy citoplazmatikus ARC
expresszios szintje (p = 0,465 és p = 0,491) kozott nem mutatkozott korrelacio, még akkor
sem, ha csak az erds p53 festddést (score 2) vettiik pathologiasnak (p = 0,256 a nuklearis
¢s p = 0,388 a citoplazmatikus ARC expresszio esetén).

2.3. ARC protein expresszi6 és MMR fehérjék expresszidja kozotti osszefliggések

Meglepé modon a citoplazmatikus ARC expresszio erds pozitiv korrelaciét mutatott az
MSH?2 fehérje expresszids mintazataval (p=0,003), az ARC-expresszio és az MSH6 fehérje
kozotti erds pozitiv korrelacid mellett (p=0,006). Emellett az MSH2 expresszids status
statisztikailag szignifikans pozitiv Osszefliggést mutatott a nuklearis ARC expresszioval
(p=0,063). Az MLH1 ¢és PMS2 fehérjék esetében nem volt szignifikans korrelaci6 ARC
expresszioval.

3. AzERCC1, RRM1 ES A TUBBS3 expresszios mintazata a vizsgalt a kollektivaban

Az ERCCI1 fehérje esetében az esetek 29,8%-at talaltuk negativnak (score 0). Pozitiv
ERCCI festés a vizsgalt esetek 70,2%-aban (30,8% -os score 1 és 39,4% -os score 2) volt
megfigyelhetd. Az RRMI esetében a festddési arany kiillonbozott: 95 érvényes eset koziil
11 esetet (11,6%) talaltunk negativnak (score 0). 84 eset (88,4%) mutatott pozitiv RRM1
festodést, amelybdl 51 esetben a festddés mértékét nagy intezitdsunak talaltuk (score 2 -
53,7%). A TUBB3 immunhisztokémiai festés érdekes eloszlast mutatott: a legtobb esetben
az invazioés szélen (52%) volt kifejezett a pozitivitds. 35 esetben (35%) negativ volt a
festési eredmény, €s csak 13%-ban volt diffuz pozitiv festési reakcidé megfigyelhetd.

4. CDX2 expresszioja és osszefiiggése a klinikai adatokkal

CDX2 esetében 83 esetben volt az immunhisztokémiai festés kiértékelhetd. 32 esetben
(38,55%) nem talaltunk sejtmagi festédést (3. tablazat). A pozitiv sejtmagi festodést
mutatd esetek (61,45%, n=51/83) két csoportra oszthatok: mérsékelt nuklearis expressziot
mutatd (score 1; 16,87% n = 14); és az erés sejtmagi pozitivitdssal rendelkezd esetekre
(score 2; 44,58%, n=37). A klinikai paraméterekkel kapcsolatban, mint pl. a kor, a betegek
neme, a tumor gradusa és a metasztazisok szdma, nem volt szignifikans korrelacié a CDX2
expresszioval. A metasztazis méretét illetden azonban erds negativ korrelacio volt
megfigyelhetd (p=0,038) (4. tdblazat). A CDX2 mellett az ERCCI1 expresszid is erdsen
korrelalt a metasztazisok méretével (p=0,027), azaz minél nagyobb volt a majattétek
atmérdje, annal gyakrabban volt megfigyelhetd a CDX2 és ERCCI1 gyengébb vagy negativ
festddése.



Score 0 Score 1 Score 2 Nr. of valid cases
CDX2 32 (38,55%) 14 (16,87%) 37 (44,58%) 83 (100%)
sejtmagi APC 62 (61,38%) 39 (38,62%) 101 (100%)
citoplazmatikus APC 13 (12,87%) 75 (74,26%) 13 (12,87%) 101 (100%)
citoplazmatikus B-catenin 37 (38,14%) 60 (61,86%) 97 (100%)
sejtmagi B-catenin 60 (61,86%) 21 (21,65%) 16 (16,49%) 97 (100%)

3. tablazat A CDX2, az APC és a béta-catenin immunfestések eredményeinek eloszlasa.

5. A DNS repair proteinek és a Wnt jelatviteli ut vizsgalt fehérjéinek immunhisztokémiai
vizsgalata

Az MGMT immunhisztokémia esetében 97 érvényes esetet kaptunk. Az MGMT
expresszio elvesztése 24 esetben (24,75%) volt megfigyelhetd. MGMT sejtmagi festddés
73 esetben (75,25%) volt megtartott. A 94 valid ERCCI1 eset koziil az esetek 29,8%-aban
volt expressziovesztés megfigyelhetd (score 0). Pozitiv ERCCI1 festést a vizsgalt esetek
70,2% -aban taldltunk (30,8% score 1 és 39,4% score 2). Mind az MGMT, mind az
ERCCI1 expressziovesztés statisztikailag szignifikans Osszefliggést mutatott a néi nemmel
(p=0,011 ¢és p=0,047). Az MMR fehérjék esetében a kovetkezd eloszlas volt figyelhetd
meg: az expressziovesztés az esetek 4,2-26% -aban volt detektalhato (MLH1 4,2%, MSH2
26%, MSH6 24%, PMS2 9,5%) [21]. A PMS2 expresszidvesztése statisztikailag
szignifikans Osszefliggést mutatott az MGMT fehérje expresszidvesztésével (p = 0,014).
Ezen feliil az MLH1 és az MSH2 expresszidvesztése szintén Osszefiiggést mutatott az
ERCCI1 fehérje expressziovesztésével (mindkét esetben p <0,01). A béta-catenin és APC
fehérjék expresszios eloszlasat a 3. tablazatban mutatjuk be.

6. Statisztikai 6sszefliggések a CDX2 és a DNS repair proteinek kozott

Statisztikailag erds pozitiv korrelaciot talaltunk a CDX2 és a vizsgalt DNS-javité fehérjék
kozott. Ezek eredményeit a 4. tablazat mutatja be. Osszefoglalva elmondhat6 tehét, hogy a
CDX2 expresszid elvesztése erOsen asszociadlt a DNS-javitd fehérjék expresszidjanak
elvesztésével (MMR fehérjék, MGMT és ERCC1).

majattet DNS repair fehérjék

atmeérdje

(mm) MLH1 MSH2 | MSH6 | PMS2 | MGMT | ERCC1
korrelacios 0247 | 0388 | 0334 | 0317* | 0228* | 0236* | 0574
egyutthatd

CDX2 | szgnifikancia 0.038 <0.001 | 0.002 0.004 0.040 0.039 | <0.001

ervenyes esstek 7 77 82 82 82 77 74
Szama

** A korrelacié p=0,01 szinten szignifikans.
* A korrelacio p=0,05 szinten szignifikans.

4. tablazat A CDX2, a tumorméret és a DNS-javitd fehérjék kozotti statisztikai analizis
eredményei.



7. Statisztikai 6sszefiiggések a CDX2, APC és a béta-catenin kozott

Elemeztiik a lehetséges statisztikai 0sszefliggéseket a CDX2, a béta-catenin, valamint az
APC fehérje kozott. Ezen elemzés eredményeit az 5. tabldzat mutatja be. A
citoplazmatikus, de nem a sejtmagi, béta-catenin expresszid statisztikailag szignifikdns
Osszefiiggést mutatott a megtartott nuklearis CDX2 expresszidval (p=0,042). Ezenkiviil a
CDX2 fehérje festddési intenzitdsa pozitiv korreldciot mutatott az APC fehérje nuklearis
expressziojaval (p<0,01). Tovabba a citoplazmatikus és a nukledris béta-catenin expresszio
is pozitiv kapcsolatban allt egymadssal (p<0,01).

sejtmembranhoz kotott sejtmagi - citoplazmatikus . .
Icitoplazmatikus f3-catenin catenin APC sejtmagi APC
korrelcios * ok
agyiltthatd 0.231 0.152 0.065 0.415
CDX2 szignifikancia 0.042 0.183 0.567 <0.001
érvényes esetek
széma 78 78 79 79

** A korrelacié p=0,01 szinten szignifikans.
* A korrelacio p=0,05 szinten szignifikans.

5. tablazat A CDX2, az APC és a b-catenin kozotti statisztikai elemzés eredményei.



MEGBESZELES

Az apoptotikus jelatviteli utban bekovetkezd zavarok a terapids rezisztencia kialakulasanak
legfontosabb okai kdz¢ tartoznak. A mar ismert szabalyozd fehérjék mellett az utdbbi
években sok mas olyan fehérjét is azonositottak, amelyek befolydsolhatjak az apoptotikus
folyamatot, és némelyikiikk a kemoterdpia hatasait fokozhatja vagy gatolhatja. Az
apoptotikus jelatvitelben bekovetkezd szabalyozési zavar gyakori esemény a colorectalis
rakokban ¢és azok majmetasztazisaiban. Mindezekbdl kovetkezdéen az apoptdzisban
szerepet jatszd fehérjék fontos terdpias célpontok (pl. Bcl-2-inhibitorok)[22]. Az ismert
klasszikus apoptotikus szabalyozo6 fehérjék mellett sok olyan is 1étezik, amely befolyasolja
az apoptozis hatékonysagat. Ide tartoznak példaul a mismatch repair (MMR) fehérjék és a
p53 is. Az MMR fehérjék expresszio- és funkciovesztése a sériilt apoptotikus jelatvitellel
¢s terdpias rezisztenciaval is kapcsolatban all [23]. Ismeretes, hogy a rakos sejtek gatolni
tudjak az apoptdtikus kaszkad aktivalodasat, csokkentve a pro-apoptotikus fehérjék, és
ndvelve az apoptdzis-inhibitorok szintjét. Szamos kaszpdz fehérje szintje csokkent a tiido-,
emld- vagy vastagbélrakban, mig példaul a survivin vagy a Bcl-2 és a Bcl-XL fehérjék
szintje vastagbélrakban emelkedett — mindezek rosszabb prognodzissal allnak kapcsolatban
[24, 25].

1. ARC, p53 és MMR fehérjék expresszidja vastagbélrak majattétekben

Az apoptozis szerepe a CRC majmetasztazisokban és a gyogyszerrezisztencidban még
mindig nem teljesen tisztazott. Az egyik potencidlis terapias cél lehet az ARC, apoptdzis
represszor fehérje. Az ARC fehérje az Un. stabil szovetekben, azaz neuronokban,
vazizomban ¢és szivizomrostokban expresszalodik fiziologids koriilmények kozott [26],
valamint kiilonboz6é eredetli karcindmakban, példaul petefészekrakban, vastagbélrakban
vagy méhnyakrakban [27]. Ismert, hogy az ARC-t a Ras-protein indukalja és a p53 fehérje
csokkenti a szintjét [28]. Az ARC fehérje részt vesz az extrinsic €s intrinsic apoptotikus
utak inaktivalasaban, €s pro-apoptotikus fehérjékkel, példaul p53, Bel2, Bax, Bad, Puma,
MSH2, MSH6 stb. 4all kolcsonhatasban [29]. Emldérdk sejtvonalakban magas
citoplazmatikus ARC-szinteket mutattak ki, melyek Osszefiiggésbe hozhatéak a terapias
rezisztenciaval (doxorubicin és gamma-sugarzas altal indukalt sejthalal) [19]. Az ARC
fehérje nagyfoku expresszidja tehat a rakos sejtekben eldsegitheti a sejtek tulélését azaltal,
hogy védi a rakos sejteket az apoptozistol, €s ilymodon fontos szerepet jatszhat a terapias
rezisztencia kialakulasaban [19].

Az elsd vizsgélatban az ARC expresszios szintje a vastagbélrdk majmetasztazisaiban a
klinikai adatoktol (életkor, nem, tumorméret, tumorszdm vagy mucin termelés) fiiggetlen
volt, de erésen korrelalt az MSH2 és az MSH6 fehérje expresszidjaval, ami tovabbi
bizonyitékot jelent az MSH2 és az MSH6 szabalyozo6 apoptotikus kaszkddokban betdltott
szerepére[21].

Vizsgalatunkban leirtuk az ARC  expresszids mintazatdt colorectalis  rak
tagjaival. Ez volt az elsd olyan vizsgalat, amely elemezte az ARC fehérje szubcelluléris
lokaliz4ciojat a colorectalis rdkok majmetasztazisaiban. Emellett volt szignifikdns



Osszefliggést tudtunk kimutatni az ARC és az apoptotikus szignalutak kozvetett
szabalyozoi kozott (pl. MSH2, MSH6).

Az ARC fehérje egyes nukledris funkcioit mar fleirtdk, de a nuklearis ARC fehérje pontos
szerepe a vastagbélrakban és sok mas raktipusban még mindig nem tisztazott [30]. Mi a
vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a nukledris ARC expresszio6 szignifikdnsan kapcsolddik
az MSH2 ¢és az MSH6 fehérje expressziojahoz, mig az MLHI1 és PMS2 fehérjékkel nem
mutatott Osszefiiggést a sejtmagi ARC pozitivitas. Ennek az lehet az egyik magyarazata,
hogy a sériilt MSH2 vagy MSH6 fehérje elvesziti pro-apoptotikus képességét, ezért
Iényegesen alacsonyabb szintli nuklearis ARC sziikséges az apoptdzis gatlasahoz. Ez az
eredmény azonban nem magyarazza énmagaban a ARC fehérje sejtmagi expressziojat. A
sejtmagi ARC funkcidéja immunhisztokémiai moddszerekkel nem tarhato fel. Tovabbi
funkcionalis vizsgalatokra van sziikség a MMR rendszer ¢és az ARC szabalyozas kozotti
kapcsolat feltarasahoz. Ez azért fontos, mert az ARC potencialis terapias cél lehet, és maga
az MMR-rendszer (és mas DNS javit6 rendszerek is) egyiittesen hozzajarulnak a kemo- és
radiorezisztenciahoz.

2. ERCC1, RRM1 és TUBB3 fehérjék expresszidja vastagbélrak majattétekben

Az ERCCI, az RRMI ¢s a TUBB3 fehérjék bizonyitottan terapids prediktiv értékkel
rendelkeznek a nem Kkissejtes tiidordk jelenlegi terdpiajaban [13, 31, 32]. A
munkacsoportunk az ERCC1, RRM1 ¢és TUBB3 fehérjék expresszios szintjét vizsgalta a
colorectalis rak majmetasztazisaiban, €s az expresszids eredményeket Osszevetettiik a
nemmel, korral, tumor gradussal, mucin termeléssel, tumormérettel és a metasztazisok
szamaval. Vizsgalatunk elsddleges célja az ERCC1, RRMI1 ¢és TUBB3 fehérjék
expresszids mintdzatanak elemzése volt. Vizsgaltuk tovabba az MMR fehérjékkel, p53-val
¢s az ARC fehérjével valo Osszefiiggésiiket. Majattétes colorectalis rakos betegeknél a
citotoxikus kemoterdpia tobbségét prediktiv biomarker analizis nélkiil folytatjak le. A
kolorektalis rakokban azonban rendkiviil nagy molekularis sokféleséggel birnak, ezért
fontos lenne a molekularis tumor alcsoportok azonositdsa, mely molekularis csoport, mely
specifikus kemoterapias szerre lehet a legérzékenyebb. Igy a kemoterapia hatékonyabb
lehetne ¢s a lehetd legnagyobb terapias valasz lenne elérhetd.

Az altalunk vizsgalt majattétekben a TUBB3 fehérje leggyakoribb festddési mintdzata az
invazid frontjan taldlhatd expresszid, hasonldan a primer colorectalis rakhoz [33]. A valid
esetek 35%-aban nem volt kimutathaté TUBB3 expresszid - ezek az esetek potencidlisan
alkalmasak taxan-alapu kemoterapiara (a TUBB3 fehérjét mint, prediktiv markert
tekintve). Az altalunk vizsgalt kollektivaban statisztikailag szignifikdns Osszefliggést
talaltunk az MLH1, az MSH2 ¢és a TUBB3 fehérjék expresszidja kozott (p = 0,019 és p =
0,012), ami tovabb erdsiti a feltételezést a mismatch repair proteinek apoptdzisban betoltott
szerepére vonatkozoan. Megtartott MLH1 és MSH2 expresszid esetén a TUBB3 fehérje
expresszioja (festddési intenzitdsa, 0Osszeségében tehat a fehérje mennyisége)
szignifikdnsan nagyobb, ami azt feltételezi hogy nagyobb mennyiségli TUBB3 sziikséges
az MLH1 és MSH2 pro-apoptotikus aktivitasanak visszaszoritasaért. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a sériilt MMR rendszer TUBB3 expressziot indukal, ami mikrotubulus
(MT) atrendezédéshez vezet, ami végsd soron befolyasolhatja az apoptozist (pl. pro-
apoptotikus jelatvitelt indukalo fehérjék aktivalasaval). A mikrotubulusok fontos szerepet
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toltenek be az apoptozisban: a tumoros sejtek tulélése a mikrotubulusok
polimerizacidjanak statuszatol fiigg, és a polimerizaciod szabdlyozasan keresztiil jon létre
egy apoptozis-kontroll. Igy a normal MT-funkcioban bekovetkezd zavarok vagy
valtozasok (akar MT hossznovekedés, akar csokkenés) kivalthatnak apoptozist. A MT
rendszer (és igy a TUBB3 fehérje is) fontos szerepet jatszik a DNS-karosodas altal
kivaltott apoptdzis szabalyozasaban.

Az ERCC1 ¢és a TUBB3 immunhisztokémiai vizsgalata fontos szerepet jatszhat a
személyre szabott kemoterdpia megtervezésében ¢€s biztosabb prediktiv informaciot
szolgaltat a kvantitativ real-time PCR-hez képest [32, 34]. A TUBB3 ¢és az ERCCI1
egylittesen befolyasolja a taxanra és a paclitaxel kombinacidra adott terdpias véalaszt,
azonban ezen mechanizmus molekularis hattere még nem teljesen ismert [35].

3. A CDX2 és a MMR fehérjék expresszidjanak 6sszefuggése a Wnt jelatviteli ut fehérjéivel

A CDX2 expresszid bizonyos foku elvesztése a human CRC koriilbeliil 30%-anal
jelentkezik, és altaldban magasabb tumorgradussal tarsul [36]. CDX2 A mi altalunk
vizsgalt kollektivdban az esetek 38,55%-aban talaltunk CDX2 expresszivesztést. A
expresszio elvesztése negativan korreldlt a tumormérettel, de nem volt korrelacié az
¢letkorral, a betegek nemével, a tumor gradusaval és a metasztazisok szamaval. Erdekes
moédon azonban az ERCC1 fehérje expresszidja Osszefliggésben volt a tumormérettel.
Ezenkivil a CDX2 expresszidvesztése erdsen korreldl az ERCC1 fehérje
expressziovesztésével. Igy azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a CDX2 vagy ERCC1
expresszio elvesztése erdsen Osszefiigg a nagyobb metasztatikus daganatmérettel. Hasonlo
eredményeket figyeltek az ERCC1 fehérje esetében a kdzelmultban emlérakos esetekben
[37], de a pontos mechanizmusok még mindig nem tisztazottak.

Statisztikailag szignifikans korrelaciot figyeltiink meg a CDX2 és a DNS-javitd fehérjék
kozott is: a CDX2-expresszio elvesztése a mismatch repair proteinek, az MGMT ¢s az
ERCCI1 elvesztésével jar egyiitt. Ezek az eredmények egybeesnek az elsddleges
vastagbélrakbol szarmazo irodalmi adatokkal: a sériilt MMR-el rendelkezd vastagbélrakok
vagy az MSI-H colorectalis rakok jelentés CDX2 expressziovesztést mutatnak. Ezenkiviil
a CDX2 expressziovesztése asszociaciot mutat a CIMP-high rakokkal, agresszivebb
hisztomorfologiai faktorokkal és kedvezdtlen taléléssel [38]. Egy, a primer colorectalis
rakrol és annak nyirokcsomoé-metasztdzisardl szo6ld tanulmanyban a CDX2 csokkent
expresszidja a colorectalis radk MMR-sériilésére (MSI) utal. Rdadasul a CDX2 elvesztése
rossz prognosztikai tényezd, még az intakt MMR rendszerrel rendelkezé (MSS) rékos
betegek korében is [39].

Kevés ismeretes a CDX2 és a Wnt jelatviteli utvonal kozotti kapesolatrol. Egy Caco-2
sejteken végzett vizsgalatban az alacsonyabb CDX2 expresszio az APC fehérjeexpresszio
[18]. A mi vizsgéalatunk a colorectalis rakok méjattétjein hasonl6 eredményekhez vezetett:
a CDX2 csokkent expresszioja vagy elvesztése csokkent nuklearis APC expresszidhoz
tarsult és az a kapcsolat statisztikailag szignifikdns volt (p <0,01). Vizsgélatunkban a
citoplazmatikus APC expresszidja azonban nem tarsult a CDX2 expresszidjaval.
Feltételezziik, hogy bar a CDX2 indukalja az APC expresszidjat, ami mar bizonyitott [18],
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a trunkalt APC fehérje nem transzportalodik citoplazméba, de trunkalt APC fehérje
kimutathat6 a sejtmagban az altalunk hasznalt ellenanyaggal.

A trunkalt APC tehat kimutathatd immunhisztokémiai reakcioval, és természetesen nem
veszitette el teljes funkcidjat, és még mindig részt vehet a p-catenin szabalyozasban. igy a
trunkalt APC még képes bizonyos funkciok ellatdsara (attol fiiggden, hogy a fehérje mely
részei €s milyen mértékben sériiltek)[40]. Tovabba statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést
talaltunk a CDX2 és a citoplazmatikus béta-catenin kozott. Ugy véljiikk, hogy ez a
korrelaci6 a Mucdhl fehérjén keresztiil valosul meg, amely a B-catenin és a CDX2 kozos
interakcids partnere. Kimutattdk, hogy a béta-catenin kolcsonhatiasba 1ép egy proto-
cadherin Mucdhl-vel, amelyet egérben CDX2 szabalyoz. A membranhoz kotott beta-
catenin expresszidja a membranon expresszalt Mucdhl-al kapcsolatos kolcsonhatas
kovetkezménye. Igy a Mucdhl képes gatolni a beta-catenin transzlokaciot a sejtmagba [18].

Kovetkeztetések

Osszefoglalva kimutathatd, hogy a colorectalis rikos majmetasztazisaiban az ARC fehérje
expresszios szintje fliggetlen a klinikai adatoktol (gymint életkor, nem, a daganat mérete,
a tumorszdm vagy a mucintermelés), de erdsen asszocidlt az MSH2 ¢és MSH6
expresszidjaval. Ez tovabb tadmogathatja az MSH2 és az MSH6 fehérjék feltételezett
szabalyoz6 szerepét az apoptdzisban: megtartott MSH2 és MSH6 expresszid esetén
szignifikdns magasabb ARC szint sziikséges az apoptdzis elnyomdsira (ami
szignifikdnsabb nagyobb mértékii fehérjeexpresszidval igazolhato). Bar az ARC ¢és a p53
kozotti szabalyozd mechanizmus ismeretes, nem taldltunk 0sszefiiggést a pS3 expresszios
szintek és az ARC szintek kozott, ami azt jelentheti, hogy a p53 immunhisztokémia nem
alkalmas a p53 fehérje pro-apoptotikus aktivitasanak vizsgélatara.

Tovéabbi tanulmanyokra van sziikség ahhoz, hogy kimutassuk az ARC fehérje pontos
szerepét az apoptotikus jelatvitelben, és igy annak szerepét a kemoterdpids rezisztenciaban
¢s a tumorsejtek talélésében. Az MMR fehérjék, az ERCCI1, az RRM1 és a TUBB3 kozott
statisztikailag szignifikans korrelacidt allapitottunk meg. Tovabba statisztikailag
szignifikans korrelaciot talaltunk az ARC fehérje, az RRM1 ¢és a TUBB3 kozott. Ezen
fehérjék  egyiittesen a  colorectalis rdkok metasztazisaiban nagy  terapias
rezisztenciapotenciallal rendelkeznek. Ezért azt javasoljuk, hogy teszteljiik ezen prediktiv
fehérjéket miel6tt barmilyen terapids opciot felkinalunk. Tovéabbi funkcionalis
vizsgalatoknak meg kell adniuk a pontos szabalyozasi mechanizmust az RRM1, a TUBB3
¢s az ARC kozott, mivel ezeknek a fehérjéknek a pontos kapcsolatdit nem lehet csak
immunhisztokémiai mddszerekkel analizalni. A fent emlitett markerek értékelése hasznos
eszk0z lehet a kolorektalis rakok kemoterapias protokolljainak meghatarozasdhoz és
azoknak a betegeknek a kivalasztasahoz, akik nagyobb valosziniiséggel fognak pozitiv
terapias valaszt adni és jobb taléléssel szamolhatnak. A jovébeli kemoterapias protokollok
kivalasztasakor, a dontési folyamat része kell, hogy legyen az olyan markerek
megahtarozasa mint ERCC1, RRM1 vagy TUBB3. Tovabbi vizsgalatok kellenek annak
eldontésére, hogy az ARC fehérje alkalmas-e a terapias valasz eldrejelzésére és/vagy az
ARC expresszio milyen progndzist vagy terapias valaszt képes elérejelezni.
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Els6ként irtuk le vastagbélrdk majattétekben, hogy a CDX2 gén expresszidja erdsen
kotddik a DNS-javito fehérjék expresszidjahoz és a hogy a CDX2 expresszid6 mértéke
statisztikailag szignifikdns mértékti kapcsolatban van Wnt jelatviteli ut kulcsfontossagu
tagjaival. Eredményeink tovabb erdsitk a CDX2 szerepét a DNS-javitd
mechanizmusokban, valamint az APC és a béta-catenin expresszid szabalyozasaban. Tény,
hogy elemzésiink csak metasztazisokra korlatozodik, de eredményeink utalnak a vizsgélt
fehérjék kozotti potencidlis (funkciondlis) kolcsonhatasokra. Tudomasunk szerint ez az
elsd olyan vizsgalat, amely a CDX2-t ebben a kontextusban vizsgalja a humén colorectalis
rak méjmetasztazisaiban.

OSSZEFOGLALAS

A majmetasztazis a colorectalis rdkban még mindig gyakori, és az elsddleges kezelés a
kemoterapia. Eddig a klinikai gyakorlatban nem létezik rutinszertien alkalmazott teszt a
hagyomdnyos kemoterdpia hatékonysaganak eldrejelzésére. Ezért a prediktiv értéki
biomarkerek bevezetése a hagyomanyos kemoterdpia tervezésénél is jelentds eldrelépést
jelentene az olyan betegek beazonositasdban, akik nagyobb valdszinliséggel mutatnanak
pozitiv terapids valaszt.

Az apoptotikus jelatvitel a kemoterapids hatékonysag mérésének egyik kulcsfontossagu
tényezdje. Apoptotikus jelatviteli rendszerben kiilonb6z6é utvonalak és fehérjék vannak
jelen (pl. DNS-javité fehérjék, pS3 stb.). Az egyik szabalyozé fehérje az ARC, amely
gatolhatja nemcsak az extrinsic, hanem az intrinsic apoptotikus jelatvitelt is. Ebben a
vizsgalatban az ARC expresszios szintjét elemzetiik vastagbélrak majmetasztazisaiban, és
az ARC expressziés mintdzatot Osszehasonlitottuk DNS-javitd proteinekkel és a p53
expresszidjaval. Ezenkiviill megvizsgaltuk az ARC expresszios szintjét a nem, életkor,
tumorgradus, mucintermelés, tumorméret és a majmetasztazisok szamatol fiiggden. Az
ARC expresszids szintje a colorectalis rak méjmetasztazisaiban fliggetlen volt a klinikai
adatoktol, de erdsen korreldlt az MSH2 és az MSH6 expresszidjaval, ami tovabbi
tamogatast nytjtott az MSH2 és MSH6 apoptozisban betdltott szerepére vonatkozoan: azaz
megtartott MSH2 és MSH6 expresszid esetén az apoptdzis elnyomdsara szignifikdnsan
magasabb ARC szint sziikséges. Az ARC és a p53 kozotti szabalyozasi kolcsonhatas
ismert, de mi nem taldltunk Osszefliggést a p53 expresszids szintek és az ARC fehérje
expresszidja kozott.

A masodik fazisban harom fehérjét (ERCC1, RRMI1 és TUBB3) vizsgaltunk kolorektalis
rak mdjmetasztazisaiban. Erre szoveti microarray metszeteket hasznaltunk. Statisztikai
analizisben 0Osszehasonlitottuk az ERCC1, RRM1 és TUBB3 expressziojat a mismatch
repair proteinek (MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2), a p53 és az apoptdzis represszor fehérje
(ARC) expresszidjaval.

Az ERCCI1, TUBB3 és MLHI1, MSH2 és RRM1 és MSH2, MSH6 kozott statisztikailag
szignifikans korrelaciét talaltunk. Erdemes megemliteni, hogy analizisiink szignifikans
Osszefiiggést mutat a citoplazmatikus ARC expresszi6 és az RRM1, a TUBB3 kozott, ami
a TUBB3 ¢és az RRM1 szerepét nemcsak a terapids rezisztencidban, hanem az apoptotikus
jelatviteli utakban is feltételezi. Adataink megerdsitik az ERCC1, a TUBB3 és az RRM1
fontossagat a kemoterapia hatékonysaganak eldrejelzésében, és uj, még ismeretlen
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funkcionalis kapcsolatokra utalhatnak a DNS-javité mechanizmusokban, mikrotubulus
rendszer szabalyozasaban és apoptotikus jelatvitelben.

A CDX2 a colorectalis rak diagnosztikai markerjeként jol ismert, de kevésbé ismert a
CDX2 expresszio szabalyozasa €s (funkciondlis ) kapcsolata a DNS-javitd fehérjékkel,
valamint a Wnt szignalit fehérjéivel (pl. APC és a b-catenin). Vizsgalataink harmadik
(mismatch repair proteins, MGMT ¢és ERCC1) és a Wnt jelatviteli it meghatarozo
fehérjéinek expresszidja fliggvényében. A CDX2 expresszidvesztés a vastagbélrakos
majmetasztazisos esetek 38,5%-anal volt kimutathatd. Statisztikailag szignifikans
Osszefliggést talaltunk a CDX2 ¢és a vizsgalt mismatch-javité fehérjék kozott: MLHI,
MSH2 , MSH6 és PMS2 . Ezenkiviil az MGMT és az ERCC1 elvesztése is tarsult a CDX2
fehérje elvesztésével. Ezenkivill a CDX2 és az ERCCI ellentétes kapcsolatot mutatott a
metasztatikus tumormérettel . A megtartott CDX2 expresszid a citoplazmatikus /
membranhoz kotott béta-catenin nagyobb mértékli expresszidjaval és nukledris APC-
expresszioval tarsult . A CDX2 expressziovesztés tehat nem ritka a colorectalis rakok
majmetasztazisaiban, és eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a CDX2 részt
vesz olyan mechanizmusokban, amelyek a DNS-javité fehérjék expressziovesztését
eredményezik (pl. metilacio), és akar része is lehet ezeknek a mechanizmusoknak; azonban
a CDX2 pontos funkcidjat ebben a kontextusban még tovabb kell vizsgalni.
Vizsgalatunkban rdmutattunk a prediktiv biomarkerek fontossdgara és sziikségére a
metasztazisos vastagbélrakokban, és felhivtuk a figyelmet nemcsak az egyes prediktiv
markerek relevancidjara, hanem a kiilonb6z0 jelatviteli utak kozotti mas ismert €s jonnan
feltarand6 kapcsolatokra is.

Kovetkeztetésként kijelenthetjiik, hogy tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy
meghatdrozzuk az ARC pontos szerepét az apoptotikus jelatvitelben, és ezéltal
meghatdrozzuk a fehérje szerepét a kemoterapids rezisztencidban és a tumorsejtek
tulélésében. Ebben a tanulmanyban leirtuk az ARC fehérje expresszids profiljat, és
képesek voltunk kimutatni egy fontos kapcsolatot az ARC fehérje és az MMR fehérjék, az
ERCCI1, a TUBB3 és az RRM1 expresszidja kozott vastagbélradkok majmetasztazisaiban.
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