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1. ROVIDITESJEGYZEK

ACF: aberrans kriptafokusz (aberrant crypt focus)

ACTH: adrenokortikotrop hormon

ACVRI1B: aktivin A receptor, IB tipus

Al: apoptotikus index

AIFM2: apoptdzis indukald faktor, mitokondrium-asszocialt 2 (apoptosis-inducing
factor, mitochondrion-associated, 2)

AIFM3: apoptodzis indukalé faktor, mitokondrium-asszocialt 3 (apoptosis-inducing
factor, mitochondrion-associated, 3)

ANXAL: annexin Al

BBS: bombesin

BCL2: B-sejtes CLL/limfoma 2

BFGF: bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor

BRCAL: breast cancer 1

BRCAZ2: breast cancer 2

BSA: szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)

BTK: Bruton agammaglobulinemia tirozin kinéz

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat (cyclic adenosine monophosphate)

CART: kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (cocaine and amphetamine regulated
transcript)

CASP4: kaszpaz-4

CBX4: chromobox homolég 4

CCK: kolecisztokinin (cholecystokinin)

CCNBL: ciklin B1

CCND1: ciklin D1

CCNEZ: ciklin E1

CDC2/CDK1.: ciklin-dependens kinaz 1

CDC20: sejtosztodasi ciklus 20 (cell division cycle 20)

CDK1.: ciklin-dependens kinaz 1

CDKG6: ciklin-dependens kinaz 6

CDKNZ2B: ciklin-dependens kinaz gatlo 2B
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cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav

CHEKZ2: ellen6rz6 pont kindz 2 (checkpoint kinase 2)

CIDEB: sejthalalt indukalé DFFAszeri effektor B (cell death-inducing DFFA-like
effector b)

CIDEC: sejthalalt indukaldo DFFAszeri effektor C (cell death-inducing DFFA-like
effector ¢)

CIMP: CpG-sziget metilator fenotipus (CpG island methylator phenotype)
CLL: krénikus limfoid leukémia

CRC: vastag- és végbélrak (colorectal cancer)

CRH: kortikotropint felszabadité hormon (corticotropin-releasing hormone)
CcRNS: komplementer ribonukleinsav

CSC: daganatéssejt (cancer stem cell)

CT: komputertomografia (computed tomography)

CTCL: cutan T-sejtes limfoma

DAB: diaminobenzidin

DAPKZ2: halal asszocialt protein kinaz (death-associated protein kinase 2)
DMH: dimetilhidrazin

DNaéz: dezoxiribonukledz

DNMTL1: DNS (citozin-5-)-metiltranszferaz 1

DNMT3A: DNS (citozin-5-)-metiltranszferaz 3 alfa

DNMT3B: DNS (citozin-5-)-metiltranszferaz 3 béta

DNS: dezoxiribonukleinsav

DYRKZ2: kettds fajlagossagu tirozin (Y)-foszforilacio szabalyozott kinaz 2
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EGF: epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

EGFR: EGF-receptor

ENS: enteralis idegrendszer (enteric nervous system)

ER: 6sztrogén receptor (estrogen receptor)

ERRP: EGF-receptorhoz kapcsolodo fehérje (EGF-receptor related protein)
ESA: epithelium-specifikus antigén

FAP: familiaris adenomatosus polyposis

FCS: fotalis borjusavo (fetal calf serum)
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FHF: funkcionalis véraramlas a majban (functional hepatic flow)

FSH: follikulus-stimulalé hormon

IF16: interferon, alfa-indukalhat6 fehérje 6

GALT: bélhez kapcsolodo limfoid szévetet (gut-associated lymphoid tissue)
GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat

GCRMA: nukleinsavak energetikai viszonyat figyelembe vevd RMA algoritmus
GEO: gene expression omnibus

GH: novekedési hormon (growth hormone)

GHRH: novekedési hormon elvalasztasat szabalyozé hormon (growth hormone-releasing
hormone)

GIRK: G-fehérjéhez kapcsolt befelé egyeniranyitd K* csatorna (G-protein-gated inwardly
rectifying K* channel)

GLP-2: glukagon-szerti peptid-2 (glucagon-like peptide-2)

GPCR: G-fehérjéhez kotott receptor (G-protein-coupled receptors)

GRP: gastrint felszabadito peptid (gastrin-releasing peptide)

HCC: hepatocellularis karcindéma (hepatocellular carcinoma)

hMLH1: MutL homoloég 1

HNPCC: herediter nem-polyposus kolorektalis karcindma (hereditary non-polyposis
colorectal cancer)

HRP: torma-peroxidaz

HSD: honest significant difference

IGF: inzulinszerti novekedési faktor (insulin-like growth factor)

IGF-IR: IGF-I receptor

IGFBP: IGF-kot6 fehérje (IGF binding protein)

IL-1: interleukin-1

IL-6: interleukin-6

INHBA: inhibin béta A

IVT: in vitro transzkripcio

LH: luteinizal6 hormont

MAL: mal, T-sejt differenciacios fehérje

MALT: nyalkahartyahoz kapcsolddo limfoid szovet (mucosa-associated lymphoid tissue)
MAPK: mitogén aktivalta protein Kinaz
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MI: mitotikus index

MKI67: Ki-67 monoklonalis antitest altal azonositott antigén

MMR: DNS hibajavitas (mismatch repair)

MRNS: hirvivo ribonukleinsav (messenger RNS)

MSI: mikroszatellitainstabilitas

MTS2: t6bbszords tumor szuppresszor 2 (multiple tumor suppressor 2)
MY C: v-myc myelocitomatozis viralis onkogén homolog

MYOD: miogén differenciacié (myogenic differentiation)
N33/TUSC33: tumor szuppresszor jelolt 3 (tumor suppressor candidate 3)
NHL: non-Hodgkin-limfoma

NOS: nitrogén-monoxid szintaz

NT: neurotensin

P16/CDKN2A: ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A

PAR: proliferacio-apoptozis arany (proliferative-apoptotic ratio)

PBS: foszfat-pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)

PCNA: proliferalo sejtmag antigén (proliferating cell nuclear antigen)
PCR: polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

PDGF: vérlemezke eredetli novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
PET: pozitronemisszids tomografia (positron emission tomography)
PI3 kinaz: foszfatidilinozitol-3 kinaz

PLAGL2: pleiomorf adenoma génszerti 2 (pleiomorphic adenoma gene-like 2)
PMAIP1: forbol-12-mirisztat-13-acetat-indukalt protein 1

POLB: polimeraz (DNS irdnyitott) béta

PROK?2: prokineticin 2

PSA: prosztataspecifikus antigén

PTP: protein tirozin foszfataz

PYY: peptid YY

RADOYA: RAD9 homolog A

RBL1: retinoblastomaszerti 1 (retinoblastoma-like 1)

RIN: RNS integritasi szam (RNA integrity number)

RNaz: ribonukleaz

RPMI: Roswell Park Memorial Institute médium


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1029?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
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RT-PCR: val6s idejti polimeraz lancreakcio illetve reverz transzkripcids polimeraz
lancreakcid

SAM: microarray szignifikancia analizis (significance analysis of microarrays)
SCLC: kissejtes tiidorak (small cell lung cancer)

SDHA: szukcinat-dehidrogenaz A alegység (succinate dehydrogenase subunit A)
SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulphate)

SER: simafelszinii endoplazmatikus retikulum (smooth endoplasmatic reticulum)
SERPINB9: szerpin peptidaz gatlo, klad B (ovalbumin), 9. tagja

SFRP1: szekretalt frizzled-rokon fehérje 1 (secreted frizzled-related protein 1)
SHP-1: SH2-domén tartalmu foszfataz 1 (SH2 domain-containing phosphatase 1)
SIVA1: SIVAL, apoptdzis indukalé faktor

SOCS3: citokin jelatvitel szuppresszor 3 (suppressor of cytokine signaling 3)
SPN: sialophorin

SST: szomatosztatin

SSTR: szomatosztatinreceptor

TBS: tris-pufferelt sdoldat (tris-buffered saline)

TERC: telomeraz RNS komponens (telomerase RNA component)

TERT: telomeraz reverz transzkriptaz

TFDP1: transzkripcios faktor Dp-1

TGF-a: transzformal6 novekedési faktor alfa (transforming growth factor alpha)
THF: a majon ataraml6 vér mennyisége (total hepatic flow)

TIF1-a: transzlacio iniciacios faktor 1 alfa

TMA: szdveti microarray (tissue microarray)

TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)

TNFSF10: tumor nekrozis faktor (ligand) szupercsalad 10. tagja

TNFRSF25: tumor nekrézis faktor receptor szupercsalad 25. tagja

TNFRSF10B: tumor nekrdzis faktor receptor szupercsalad 10B tagja

TP5313: p53 altal indukalhat6 fehérje 3 (tumor protein p53 inducible protein 3)
TRH: tireotropint felszabadité hormon (thyrotropin-releasing hormone)

TRIS: trisz(hidroximetil)-aminometan

TSH: tireoidea-stimulalé hormon

TUNEL: terminalis-dezoxiribonukleotidil transzferaz medialt dUTP nick-end labeling


http://en.wikipedia.org/wiki/Telomerase_Reverse_Transcriptase
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VEGF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor

ZAK: steril alfa-motivumot és leucin-cipzart tartalmazo kinaz AZK

(Ertekezésemben a gének roviditett nevét ddlt betiivel, a géntermékek nevét normal

betiivel irtam, az irodalomban alkalmazott iraismodnak megfelelen.)
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2. BEVEZETES

2.1. Az oregedés hatasa az emberi szervezetre

Az dregedés kiilso és belsd tényezdk altal befolyasolt folyamat, amelynek nemcsak
a szervrendszereket, szerveket, szoveteket érintd hatasai, hanem molekularis, illetve
pszichologiai, szocioldgiai vonatkozasai is szamottevoek. Bar szamos dregedési elmélet
latott mar napvilagot, az dregedés pontos molekularis mechanizmusa a mai napig sem
ismert. Olyan folyamat, amely a fogantatassal kezdddik és egészen az élet végéig tart [1].

Az oOregedés igen komplex jelenség, amelynek soran egyre tobb ,hidnyallapot”
alakul ki a szervezetben. Ezek a véltozasok egyénileg jelentdsen kiilonbdzhetnek, a kiilsd
¢s belso tényezoktdl fliggden, a kiilonbozd szervrendszereket eltérd modon €s mértékben
érintve. Az Oregedés soran a szervezet ,,raktarai” egyre inkabb kimeriilnek. A szervezet
sokaig probal alkalmazkodni, és egy egyensulyi allapotot fenntartani, de az élettani és az
ehhez tarsuld tovabbi stresszhez egyre kevésbé képes alkalmazkodni. Bar az oregedés
ilyen modon a homeosztazis felboruldsara ¢és a szervrendszerek elégtelen mitkodésére
hajlamosithat, onmagéban véve mégsem sziikségszerli kovetkezmény a betegségek
kialakulasa. Ugyanakkor, ha a biologiai 6regedéssel jaro molekularis eltérésekhez (DNS-
karosodas, telomerrovidiilés, sejtek eloregedése, szabadgyokok hatdsa, kronikus
gyulladas) betegségek (kronikus infekcid, sziv-érrendszeri betegségek, elhizas,
cukorbetegség, daganatok, neurodegeneracio) is tarsulnak, az jellegzetes klinikai
elvaltozasokat okozhat. Ilyen példaul az anorexia, az anaemia, a hiperglikémia, az
osteoporosis, a sarcopenia, a gyengeség ¢és kimeriiltség, a testsulycsokkenés, a fizikai
aktivitas és a teljesitmény csokkenése. Az 1dds, és a fent emlitett eltérések miatt igen
sériilékeny szervezetben jellegzetes molekularis eltérések a plazmaban a magasabb IL-6-
szint, a csokkent teljes koleszterin- és HDL-szint, a hiperglikémia ¢és az
inzulinrezisztencia. Az oregedés soran gyakrabban el6fordulo korképek, amelyek
gyakran a betegek halalat is okozzak — a daganatos megbetegedések, a fert6zések, a 2-es
tipust cukorbetegség, az atherosclerosis, a kronikus szivelégtelenség ¢és a

neurodegenerativ korképek [2].

11
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2.2. Az oregedés emésztorendszeri hatasai

2.2.1. Az 6regedés makroszkopos jelei az emésztorendszerben

2.2.1.1. Az dregedés funkcionalis jelei az emésztorendszerben

Az oregedés valamennyi szervrendszerben valtozast okoz. Némelyek ezek koziil
szembetiindek, masok kevésbé latvanyosak, bar kialakulasukban szdmos hasonlosag
fedezhet6 fel. Az oregedés soran jelentkezd emésztérendszeri valtozasok vizsgalata az
utobbi években keriilt a figyelem kozéppontjaba (1. abra). Az emésztoérendszerben
gyakran jelentkez6 tiinetek, panaszok, illetve betegségek idoskorban az étvagytalansag, a
nyelési zavar, a refluxbetegség, az aspirdcids pneumonia, a felszivodasi és az emésztési
zavarok, a testsuly csokkenése, a postprandialis vérnyomascsokkenés, a cukorbetegség, a
vastagbél-diverticulosis és szovodményei, a székrekedés, az inkontinencia, valamint a
majban torténd metabolizmus megvaltozdsa miatt elhuz6dd gyodgyszerhatds ¢és
gyogyszer-kolcsonhatas [3]. Ezek a valtozasok az iddsek életmindségét jelentésen

befolyasolhatjak.

2.2.1.2. Az iz- és szagérzékelés megvaltozasa idéskorban

A taplalék elfogyasztasaban az izérzékelésnek, a szaglasnak, a tapintdsnak, és a
héérzékelésnek is szerepe van. Az izérzékelés €s a szaglas tobbségében G-fehérjéhez
kotott receptorokon keresztiil valosul meg. Az izérz6 receptorok egy-egy alapiz (édes,
s0s, savanyu, keseril, umami) azonositdsaban jatszanak szerepet. Az idéskorban kialakuld
izérzészavar molekularis hattere pontosan még nem ismert. A legjelentdsebb valtozas a
s0s ¢s az umami iz érzékelésében €szlelhetd. Az 1ddsek az izek intenzitasat és az aprobb
izbeli kiilonbségeket kevésbé észlelik, az izérzékelési-kiiszob magasabb, kevert izek
esetén nehézséget okozhat azok elkiilonitése, tovabba az idosek az ,,irritald” izekre is
érzekenyebben reagdlnak. A hdérzekelés és a taktilis ingerek észlelése 1ényegesen nem
valtozik. Az izérzékelésnek feltételezhetden kisebb a jelentOsége a taplalék felvételében,
ugyanakkor annal nagyobb az ételek kivalasztasaban. Ez Osszefliggésben allhat azzal a

megfigyeléssel, hogy az iddsebbek olykor kevésbé valtozatosan étkeznek [3].
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Nyelési zavar
Renyhébb kohogési reflex

Neurohormonalis rendszer valtozasai
Depresszid
Demencia

Szagérzékelés megvaltozasa

Zaroizmok illetve a gége mikodésének
megvaltozasa

Renyhébb nyelocso-perisztaltika
Nyelocso-dilatacio

Izérzékelés megviltozasa
Csokkent nyaltermelés
Hianyos fogazat

A nyelv renyhébb mozgasa

THF- és FHF -csokkenés
Metabolizmus megvaltozasa

Gyengébb kontraktilitas és
perisztaltika

Lassabb transzpilorikus dramlas
ElhGz6do gyomoriiriilés
Csokkent gyomorsav-termelés

Hasnyalmirigy vérellatasa romlik
Szekréciocsokkenés
Szerkezeti atalakulas

Megnyult tranzitid6 a vastagbélben
Diverticulosis/diverticulitis
Székrekedés

Székletinkontinencia

Belflora megvaltozasa
Tapanyag-felszivodas csokkenése
Idoskori testsilyesokkenés

1. abra: Az oregedés lehetséges hatasai az emésztérendszer mitkodésére. (Modositott

abra Brandon H Masters: Magic of fiber /http://www.getfrank.co.nz/magic-of-fiber-2/ alapjan.)

A szaglas az Oregedés soran folyamatosan romlik. Murphy és munkatdrsainak
felmérése szerint a szagérzékelés romlasanak prevalencidja az 53-59 éves korosztalyban
6,1%, mig a 80-97 éves korosztalyban 62,5% [4]. A szaglas romlasa Alzheimer-kérban
szenved6 betegekben még Kifejezettebb [5]. Az orrnyalkahartya karosodasa miatt a
szagloreceptorok 10%-a vész el minden egyes évtizedben, és a szaglas idegrendszeri
mechanizmusa is megvaltozik. Mindezek kovetkeztében idéskorban a szagérzékelési
kiiszob magasabb és a szagok elkiilonitése is nehezebb. Egyes feltételezések szerint a
taplalékfelvételben nagyobb jelentésége lehet a szaglasnak, mint az izlelésnek, ezért a
szaglas gyengiilése hozzajarulhat az idéskori hianyos taplalkozashoz. A szenzériumban
20 és 80 éves kor kdzott bekdvetkezd valtozasok akar 100 kaloridval csokkenthetik a napi

taplalékbevitelt [3].
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2.2.1.3. Az emésztérendszeri motilitas és morfolégia megvaltozasa

az oregedés soran

Az emésztérendszer kiegyensulyozott miikodése szamos betegség megeldzése és a
megfeleld életmindség szempontjabol is fontos. Idéskorban azonban tobb olyan
valtozassal is szamolnunk kell (példaul nyelési zavar, renyhe nyelécso-perisztaltika, a- és
hipoklorhidria, elhtiz6d6 gyomoriiriilés, csokkent transzpilorikus aramlds, megnyult
vastagbél-tranzitidé), amelyek koradbban jelentkezd jollakottsagérzést, csokkent
taplalékfelvételt, tadpanyaghianyt, teststlycsokkenést, a bélflora megvaltozasat,
székrekedést vagy székletinkontinenciat okozhatnak [3].

A nyelés folyamatanak mindharom fazisa (oralis, pharyngealis, és oesophagealis)
megvaltozik idoskorban. A falatképzést jelentésen megneheziti a hianyos fogazat, a
csOkkent nyaltermelés és a nyelv renyhébb mozgasa, ezzel elnytjtva az ordlis fazist. A
pharyngealis fazisban a perisztaltika sebessége és amplitudoja is csokken, ami szintén
lassithatja a nyelés folyamatat. Ehhez tarsul a felsd nyel6csé-zardizom lassabb és
renyhébb megnyilasa, tovabba a gége mozgasainak megvaltozasa [3]. Egyes
tanulmanyok szerint a kozosségben €16 idések 15%-a kiizd nyelési zavarral, ami az esetek
felében jelentésen rontja az életmindséget [6]. A nyelési zavar és a renyhébb kohogési
reflex miatt idés betegekben az aspiraciés pneumoniat gyakran nem a gyomortartalom,
hanem az oropharyngealis flora aspiracidja okozza. A nyel6csé milkodésében
bekovetkez6 valtozas (,,presbyoesophagus™) a perisztaltika sebességének, illetve
hatékonysaganak csokkenését jelenti, amely dontéen 80 éves kor felett alakul ki [3]. A
presbyoesophagus az osszehuzodasok amplitidojanak csokkenésével, az elhtizodo
zardizom-relaxacioval és az ennek kovetkeztében kialakuld nyel6csddilatacidval
jellemezhet6 [7]. A gastroesophagialis reflux el6fordulasanak gyakorisaga a fiatalabb
korosztalyéval megegyez6, id6sekben azonban sokkal elhtizodobb [3]. Szamos
tanulmany igazolta, hogy id6éskorban a gyomoriiriilés is elhizodobb, kiilondsen nagyobb
mennyiségi, szolid taplalék fogyasztasa esetén [8,9]. Elektrogasztrografias vizsgalattal
gyengébb perisztaltikat, csokkent kontraktilitast, és lassabb gyomortiriilést észleltek [10],
Doppler ultrahang €s szcintigrafias vizsgalatokkal pedig lassabb transzpilorikus aramlést

igazoltak id6sebb korban [11].
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ey ey

megfigyelések nem egységesek. Egyes szerzOk patkanyokban a villusok kiszélesedését
figyelték meg a vékonybél teljes hosszaban, a bolyhok magassaga dontéen az ileumban
nétt az Oregedés soran. Mas szerzOk a villusok és az enterocitdk magassaganak
magassaga, kriptak mélysége, kripta-villus arany, enterocitak mérete) nem talaltak érdemi
valtozast az Oregedéssel Osszefiiggésben [1]. A vékonybél-tranzitidében sincs jelent6s
valtozas idosebb korban, ha a baktériumflora az egészségesekre jellemzd Osszetételt
mutatja [3].

A székrekedés gyakran el6forduld panasz az idések korében, ami az orvosi vizitek
¢és a korhazban toltott napok szamat is novelheti. A kezeletlen vagy nem megfeleléen
kezelt székrekedésnek komoly szovédményei lehetnek [12]. Idésekben az obstipacio
leggyakoribb okai a hianyos taplalkozas, az elégtelen rost- és folyadékbevitel. A
vastagbél-tranzitido jelentésen megvaltozhat idéskorban a gat szerkezetének atalakulasa
miatt, illetve nagyobb hasi, n6gydgyaszati miitéteket kovetden [3]. Egyes tanulmanyok
szerint a székletinkontinencia a kozosségben ¢é16 id6sek korében 2-13%-ban, az apolasi
intézményben €16 idések korében akar 27%-ban is eléfordulhat, a néknél gyakrabban.
Ennek hatterében a zardizom szerkezeti atalakulasa, a nervus pudendus karosodasa,

daganatos megbetegedés, székletimpaktacid, depresszio és demencia is allhat [13].

2.2.1.4. Az emésztérendszeri szekrécié és metabolizmus megvaltozasa

az oregedés soran

Az Oregedés soran az emésztrendszeri szekrécio, igy a gyomorsav-elvalasztas is
csOkkenhet. Hatvanot évnél idésebb Onkéntesek korében végzett vizsgalatban
ugyanakkor a résztvevok kozel 90%-anal normalis gyomorsav-elvalasztast mértek,
akiknél pedig kovetkezetesen csokkent meértékli szekréciot talaltak, atrofias gasztritiszre
utald szovettani eltérések igazolodtak [14]. A hipo- vagy aklorhidria kialakulasahoz
feltételezhetéen a Helicobacter pylori-fertézés, illetve a protonpumpagatld szerek
alkalmazasa is hozzajarulhat [15]. Haruma és mtsai a Helicobacter pylori-negativ
paciensek korében nem taldltak savszekrécio-csokkenést az oOregedés sordn, mig a

Helicobacter-pozitiv betegekben csokkent savszekrécid igazolodott, amit az atrofias
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gasztritisz novekvo gyakorisagaval hoztak 0sszefiiggésbe [16]. A gyomorsav-elvalasztas
csokkenése tovabbi kovetkezményekkel jarhat, mint példaul a vékonybél
baktériumflorajanak megvaltozasa, ebbdl adoddan pedig a tapanyagok csokkent
felszivodasa és testsulycsokkenés jelentkezhet [17].

Egy olasz kutatocsoport altal végzett felmérés szerint a majon ataramld vér
mennyisége csokken iddskorban. Echo-Doppler vizsgalattal mérték a majon ataramlo vér
mennyiségét (total hepatic flow — THF), illetve a D-szorbitol-iiriilésbél kovetkeztettek a
funkcionalis ataramlasra (functional hepatic flow — FHF). Majbetegség nem szerepelt a
vizsgalatban részt vevo egyének korel6zményében. Eredményeik szerint a THF és FHF
jelentésen csokkent idés egyének korében, kiilondsen 75 év felett [18]. A maj mérete
szintén csokken az Oregedés sordn, ami feltételezhetéen a csokkent regeneracios
képességnek kdszonhetd. Mikroszkoposan megfigyelhetd valtozas a mitokondriumok és
a simafelszinli endoplazmatikus retikulumok (SER) szamanak csokkenése. A szérum-
bilirubinszint és a majenzimek nem valtoznak idéskorban, bizonyos funkcionalis
vizsgalatok értékei azonban (példaul az aminopirin-clearance) enyhén csékkennek. Az
albuminszintetizalo képesség is csokken, ami a fokozott citokintermeléssel allhat
Osszefliggésben [3]. Egereken végzett microarray vizsgalatok soran az dregedés, valamint
ardvid és hossza tava kaldriamegszoritas hatasat kutattak fiatal és dreg egyedek méjaban.
Az 6regedés soran a gyulladast, a stresszvalaszt és a fibrozist befolyasold gének fokozott
kifejezddését, mig a sejtciklust, a DNS-replikacidt vagy az apoptozist szabalyozo gének
valtozasok jelent6s részét visszaforditotta [19]. A méj szamos gyogyszer
metabolizmusaban fontos szerepet jatszik. A metabolizmus 1. fazisa dontéen a SER—ben
talalhato citokrom P450 rendszer segitségével torténik (hidroxilacid, N-dealkilacio,
szulfoxidacio, redukcio, hidrolizis), amelynek aktivitdsa iddsekben, kiilondsen férfiakban
csokken [20]. A metabolizmus II. fazisaban zajlo folyamatok (példaul a konjugacio)
kevésbé valtoznak az dregedés soran [3].

A hasnyalmirigyben mind szerkezeti, mind funkcionalis valtozasok kialakulhatnak
idéskorban, &ltaldban progressziv atréfia és fibrézis figyelhetd meg. A ductus
pancreaticus atmérdje idéskorban megné [21], az intralobularis fibrozis és a duktalis
hiperplazia a lumen atmérdjének csokkenéséhez vezethet. A generalizalt érszlikiilet

kovetkeztében a pancreas vérellatdsa is karosodhat. A hasnyalmirigy szekrécios
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képessége csokken, emiatt bizonyos tapanyagok felszivodasa romlik [22]. Az
inzulinelvalasztas csokkenése és az inzulinrezisztencia hozzajarulhat a csokkent

gliikoztolerancia és a cukorbetegség kialakulasahoz [3].

2.2.1.5. A tapanyagok felszivodasanak megvaltozasa idéskorban

Az Oregedés soran a megvaltozo transzportfolyamatok ellenére a tapanyagok
felszivodasa viszonylag kismértékben valtozik. Néhany szénhidrat (példaul a laktuldz)
felszivodasa csokken, de figyelembe kell venniink, hogy bizonyos vizsgélatokat - mint
példaul a kilégzési tesztet - nagymértékben befolydsolja a bél megvaltozott
baktériumflordja, a bakteridlis tilndvekedés, amely iddsekben gyakrabban fordul eld. A
fehérjék és a zsirok felszivasdban nem talaltak eltérést a fiatalokhoz képest. A B12-
vitamin abszorpcidja csokken, bar ez dontéen a csokkent gyomorsav-elvalasztasnak
koszonhetd. Iddskorban a kalciumfelszivodas romlasa a csokkent D-vitamin-felszivodas,
a kevesebb kolekalciferol-termelés, az aktiv 1,25-dihidro-kolekalciferolla torténd
atalakulas csokkenése és a D-vitamin-receptorok szamanak csokkenése kovetkeztében
alakulhat Kki. Ezt sulyosbithatja a hianyos taplalkozas, illetve az atrofias gasztritisz
egylittes fennalldsa. A vasfelszivodasban észlelt valtozas Osszefiiggésbe hozhatdé a
csokkent gyomorsav-elvalasztassal. Az idéskorban fennallé kronikus betegségek a
megvaltozott citokin-elvalasztas (példaul 1L-6) révén befolyasolhatjak a vasanyagcserét
[3]. Az IL-6 fokozza a hepcidintermelést a majban, ami gatolja a ferroportin hatasat, igy

csokkentve a vas felszivodasat [23] (1. tablazat).
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1. tablazat: Az oregedés hatasa a tapanyagok felszivodasara. (Modositott tablazat

Bhutto és mtsai alapjan [3].)

Tapanyag Felszivodas valtozasa az oregedés soran
Fehérje Viltozatlan
Zsir Valtozatlan
Szénhidrat Csokkenhet
Laktoz Csokken
Riboflavin Valtozatlan
B6 vitamin Valtozatlan
B12 vitamin Atrofias gasztritisz esetén csokken
Kalcium Csokken
A vitamin Fokozddik
Cink Csokken
Magnézium Csokken
Vas Csokken

2.2.1.6. Az idéskori testsilycsokkenés

Az ¢étvagy és a taplalékfelvétel csokkenése, a fehérje-energia malnutriciora
hajlamosité fogyas kialakuldsa (,,anorexia of aging”) egészséges iddseknél 1is
megfigyelhetd. Ennek hatterében az életkorral parhuzamosan névekvé kolecisztokinin-
plazmakoncentracié és a kolecisztokinin (CCK) jollakottsagérzést kelté hatasanak
fokozodéasa allhat. A CCK dontéen a taplalékkal szervezetbe keriild zsir €és fehérje
hatasara szabadul fel a vékonybélben. Maclntosh és mtsai kimutattak, hogy az idés
emberek plazmajaban magasabb a kolecisztokinin-8 (CCK-8) alapkoncentracidja, mint a
fiatalokban. Id6seknek adott CCK-8 tartalmt intravénas infuzié csokkentette a taplalék-
¢és energiafelvételt, illetve az endogén CCK-elvalasztast [24]. Id6sebb férfiaknal az
étvagytalansag gyakrabban fordul eld, mint a néknél, ami elsdsorban a csokkend
tesztoszteronszintnek és az emelkedd leptinszintnek koszonhetd [25]. Allatkisérletek
eredményei igazoltdk, hogy az étvagy kozponti idegrendszeri szabalyozasa tobb agyi
tertiletet érintve, szdmos neurotranszmitter (példdul az opioid rendszer)
kozremiikodésével zajlik. Ezek jelentésége a human tanulmanyokban eddig nem teljesen
egyértelmii, bar Ggy tlinik, hogy az opioid rendszer szerepet jatszhat az id6sek korében

gyakrabban el6forduld exsiccosis kialakulasaban [26]. 1d6s betegeknél gyakrabban kell
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tachygastria, Helicobacter pylori-fert6zés, valamint epekdbetegség egyiittes
fennallasaval is szdmolnunk, és idéskorban a stlyvesztés tekintetében kiilondsen nagy
jelentdsége van a depresszionak. Az iddskorban észlelt testsulycsokkenés Osszetett
folyamat, ami szarkopéniaval, cachexiaval tarsulhat [3], hatterében a szenzoériumban
kialakuld valtozasok, a taplalkozassal Osszefliggésbe hozhatdé neurohormonalis

valtozasok, valamint szerkezeti valtozasok is allhatnak (2. tablazat).

2. tablazat: A fiziologias idoéskori testsilycsokkenéssel oOsszefiiggésbe hozhato

tényezok. (Modositott tablazat Bhutto és mtsai alapjan [3].)

Szenzorium: Megvaltozott szaglas
Megvaltozott izérzékelés

Emésztorendszer: Funduscomplience csokkenése
Antrumfesziilés fokozddasa
Elhuzodo gyomoriiriilés

Hormonrendszer: Férfiakban csdkken6 tesztoszteronszint
Emelkedd leptinszint (férfi > n6)

Kozponti idegrendszeri neurotranszmitterek: | Nirogén-monoxid
Opioidok (allatkisérlet)
Y-neuropeptid

CART

Pszichoszocialis tényezdk: Diszforia

Fizikai aktivitas csOkkenése

Szegénység

Human tanulméanyok igazoltak, hogy az id0s szervezet tartds éhezést kovetden kevésbé
képes fokozni a taplalékfelvételt [27], illetve az idOsek hamarabb jollaknak, mint a
fiatalok. Ez feltételezhetéen annak koszonhetd, hogy a csokkend nitrogén-monoxid-
szintetaz aktivitas okan kialakulé funduscomplience-csokkenés kovetkeztében az antrum

tdgulasa gyorsabban jelentkezik, és ez hozz4jarul a korai jollakottsagérzés kialakulasdhoz

13].
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2.2.2. Az oregedéssel 0sszefiiggésbe hozhato morfologiai, mikroszkopos

és molekularis valtozasok a vastagbélben

Az ¢lettani 6regedés soran a vastagbélben kialakulo molekularis valtozasok pontosan
nem ismertek, az Aallatkisérletek és a human tanulményok eredményei nem
egybehangzoak. Egy 2007-ben k6zolt amerikai tanulméanyban a hasi szervek térfogatanak
és metabolikus aktivitasanak valtozasat tanulmanyoztak képalkotd vizsgalatokkal (CT,
PET), kiilonb6z6 életkorban. A PET vizsgalatok eredményei szerint a vastagbél
metabolizmusa nem valtozik szignifikansan az 6regedés soran [28].

Szdveti és molekularis szinten ugyanakkor szamos valtozas alakul ki. Baum és mtsai
altal kutydkon végzett vizsgalat azt igazolta, hogy a tunica muscularis korkords rétege
egyre vastagabb az id0 eldrehaladtaval, mig a ham, illetve a submucosa rétegei nem
valtoznak jelent6sen [29]. Mas tanulmanyok szerint a vastagbél falaban a
kollagénfibrillumok &tmérdje né a harmadik trimeszterig, majd az oregedés soran
fokozatosan csokken. Ez a véltozds dontden a bal colonfelet érinti, ami jelentdsen
befolyasolhatja a bél huzodszilardsagat. N6 a kollagénszalak striisége is, koztik
keresztkotések alakulnak ki, ami csokkenti a bélfal rugalmassagat. A tagulékonysag, a
rugalmassag és a vastagbél bels6 atmérdjének csokkenése hozzajarulhat a diverticulumok
kialakulasahoz [28]. Az enteralis idegrendszerben (ENS) a submucosa és a plexus
myentericus idegsejtjeinek szama egyarant csokken. Egyes allatkisérletek és human
tanulmanyok eredményei szerint a neurotranszmitterek csokkent termelése, a NOS-
rendszer csokkent aktivitasa, valamint az opioid receptorok nagyobb siirisége is
hozzajarulhat a tranzitidé megnyulasahoz és igy az iddsek korében gyakran eléforduld
székrekedés kialakulasahoz [30]. A vastagbél beidegzésének valtozasa az izomzat
miikddésére is hatassal van. Csecsemd- és fiatal gyermekkorban az 9sszehuzddasok
nagyobb amplitidoval kovetkeznek be, aktivabb a bélmozgds, mint 1ddsebb
gyermekekben. Az allatkisérletek és a felndtt human tanulmanyok eredményei nem
egységesek arra vonatkozdan, hogy iddsebb korban hogyan valtozik a vastagbél-
tranzitid6 [28].

A vastagbélham négy-6t naponta Gjul meg az emberi szervezetben. A hamsejtek
osztodasdnak ¢és pusztuldsanak egyenstlya teszi lehetévé a kiegyensulyozott

hamregeneraciot. Az egyensuly megbomlasa kontrollalatlan sejtszaporodashoz
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(vastagbélrak) vagy hibas regeneraciohoz (fekély) vezethet. Sokaig azonban nem volt
ismert, hogy az élettani Oregedés milyen hatassal van a hamregeneraciora, illetve
Osszefiiggésbe hozhato-e a vastagbélrak kialakulasaval. Mandir és mtsai kiilonbozo
idopontban feldldozott patkanyok testsulyat, emésztérendszeri szerveinek méretét,
valamint a bélhdm mitotikus és apoptotikus aktivitasat vizsgaltak. A vastagbél tomege €s
hossza a 9. hétig gyorsan ndvekedett, majd ezt kdvetden a novekedés iiteme lelassult. A
vastagbélhamban a kriptdk osztodasa €s a sejtosztddas a 3. héten volt a legintenzivebb,
majd folyamatosan csokkent a 9. hétig, ezt kovetéen allandd szinten maradt. A
sejtpusztulds (apoptozis) szintén a 3. héten volt a legnagyobb mértékii, majd
folyamatosan csokkent a 48. hétig. Eredményeik szerint tehat a hdmregeneraci6 a fiatal
egyedekben volt a legintenzivebb, vizsgalatukbol pedig arra kovetkeztetnek, hogy a
hamban fiatalkorban végbemend dramai valtozasok az emésztorendszer fejlédésével
hozhatok Osszefiiggésbe, majd ezt kovetden az dregedés nincs hatdssal a vastagbélhdm
megujulasara [31]. Xia0o munkacsoportjanak eredményei ennek ellentmondanak.
Patkanyokon végzett kisérletiikben iddsebb (14 illetve 22 honapos) egyedekben tobb
osztodo sejtet (PCNA-pozitiv) taldltak a vastagbélhamban, mint a fiatalabbakban (4
hénapos), mig az apoptotikus, TUNEL-pozitiv sejtek szama a 22 honapos egyedekben
volt a legkisebb. Az antiapoptotikus Bcl fehérje szintje a legiddsebb allatokban volt a
legnagyobb, mig a proapoptotikus Bak fehérje szintje az id6 eldrehaladtaval
folyamatosan csokkent a vastagbélhdmban. Vizsgalatukbol arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a vastagbélhamban az Gregedés fokozott sejtosztodassal és csokkent
sejtpusztulassal tarsul, ami részben magyarazatot adhatna az idéskorban gyakrabban
el6forduld sporadikus vastagbélrak kialakulasara [32]. A tanulmanyok eredményeiben
tapasztalt ellentmondasok hatterében a kisérleti allatok valtozo életkora, a kiilonb6z6
Mmagassagbol torténd mintavétel, valamint az eltér6 mintafeldolgozasi, festési és
kiértékelési modszerek allhatnak [33].

Az Oregedés soran kialakuld valtozasok az immunrendszert, igy a Szervezet egyik
legnagyobb immunszervét, a nyalkahartydhoz kapcsolodd limfoid szdvetet (mucosa-
associated lymphoid tissue /MALTY/) is érintik. A bélhez kapcsolodd limfoid szovetet
(qut-associated lymphoid tissue /GALT/) dontéen a tonsillak, a féregnytlvany, a
Peyer-plakkok, a coecum és a vastagbél limfoid aggregatumai, izolalt limfoid

follikulusok (ILF) alkotjak. A tapcsatornan keresztiil a szervezet szamos kérokozoval és
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taplalékkal bekeriild fehérjével van allandoé kapcsolatban, ezért a GALT igen fontos
feladata, hogy az artalmatlan és a patogén mikroorganizmusokat elkiilonitse és az
utobbiakkal szemben megfelelé védelmet biztositson [34]. Id6sekben a GALT miikodése
jelentds mértékben megvaltozik, ami az adaptiv immunvalasz hanyatlasaval
Limmunosenescence”) ¢és a természetes immunitas fokozott aktivitdsaval, igy
proinflammatorikus karakterrel jellemezhetd (,,inflamm-ageing”) [35]. Sejt ¢és
molekularis szinten 1ényeges valtozas kovetkezik be a lumindlis antigének
transzportjaban, amihez hozzajarulhat az M-sejtek szaméanak csokkenése ¢és a
sejtkapcsolo struktarak expressziojanak csokkenése, ami az emésztérendszeri hambarrier
funkciojanak romlasahoz vezethet. Iddskorban megvaltozik a mononuklearis
fagocitarendszer miikodése €s az IgA-termelés a tapcsatorndban. A felndttekre jellemzd
emésztorendszeri mikrobiota két éves kor koriil alakul ki, és viszonylag allandonak
mondhato, bar fertézések, antibiotikus kezelések, a taplalkozasi szokasok megvaltozasa
modosithatjak az Osszetételét. A mikrobiota stabilitdsa idoskorban dramaian csokken;
bifidobaktériumok kisebb szdmban, mig laktobacillusok, bizonyos enterococcus és
Clostridium torzsek lényegesen gyakrabban fordulnak elé [34]. A vastagbélben a
Toll-like receptorok kifejez6dése csokken, proinflammatorikus citokinek szekrécidja
fokozodik [35,36]. A tapcsatorna immunrendszerének oregedése dsszefiiggésbe hozhato
az idések korében gyakrabban eléfordulé emésztorendszeri daganatok, gyulladasos és

autoimmun korképek, és sulyos gasztrointesztinalis fertézések kialakulasaval.

2.3. A kolorektalis daganatok és az oregedés

epidemiologiai osszefuggoésel

A gazdasagilag fejlett orszdgokban a daganatos korképek vezetik a haldlozasi
statisztikékat, a fejlod6 orszagokban a masodik helyen allnak. A fejlodé orszagokban is
egyre nagyobb szamban regisztralt tumoros betegségek kialakuldsanak valoszinii okai, a
tarsadalom eloregedése, a dohdnyzas, a fizikai aktivitds csokkenése €s a taplalkozasi
szokasok megvaltozasa [37]. Egy, az Egyesiilt Allamokban végzett, nagy esetszama
felmérés eredményei szerint a 40-80 éves korosztalyban tumoros megbetegedés a vezetd
halalok mindkét nemben. A vezetd halalokokat vizsgalva, a teljes populaciot figyelembe

véve a kolorektalis daganatok a harmadik helyen, a 40-80 éves korosztalyban a férfiak
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korében a masodik helyen, a nék korében a harmadik helyen allnak [38]. A sporadikus
kolorektalis karcindma (CRC) incidenciaja nagyobb férfiaknal, mint néknél, valamint az
oregedés és a férfi nem jelentds kockazati tényez8k a daganat kialakuldsara. Otvenéves
kor alatt a CRC incidenciaja Kicsi és az id6 elérehaladtaval n6; a diagndzis idején a
median életkor 70 év a fejlett orszagokban [39]. Az elérehaladott életkor a valasztott
kezelési stratégiat és annak sikerességét is jelentdsen befolyasolhatja. A CONCORD
vizsgalat eredményei szerint vastag- és végbélrak miatt operalt betegeknél a 75 évnél
1d6sebb korosztalyban minddssze fele annyi betegnél volt kurativ a miitéti beavatkozas,
mint 15-64 éves kor kozott [40]. A CRC miatt operalt betegeknél 6nmagaban az életkor
Is jelentGsen befolyasolhatja a miitét kimenetelét. A miitétet kovetdéen 30 nappal, illetve
6 honappal az id6sebb korosztalyban egyre magasabb a halalozas [41]. A hazai Nemzeti
Rakregiszter adatai (http://www.oncol.hu/rakreg/stat3/index.html) szerint az id6
elérehaladtaval Magyarorszadgon is egyre gyakrabban fordul el vastag- és végbélrak,
majd 75-80 éves kor felett csokkenés figyelheté meg e tekintetben. Idéseknél azonban
nemcsak az invaziv vastagbélrak, hanem mar a rdkmegel6zé adendmaék prevalencidja is
nagyobb [42]. Id6skorban a vastagbél benignus és malignus elvaltozasai nagyobb
aranyban érintik a jobb colonfelet [43,44], ezért a betegség tiinetszegényebb lehet,
elérehaladottabb stadiumban keriilhet felfedezésre, illetve a sziird jelleggel végzett recto-
sigmoideoscopia kevésbé lehet eredményes [45]. Az oOregedés tehat onmagaban is
meghatarozo tényez6 lehet mind a vastagbélrak kialakulasaban és kiterjedtségében, mind

a betegség diagnosztikai és terapias lehetdségeit tekintve.

2.4. Az idoskori sporadikus vastagbélrak makroszkopos., szovettani

és molekularis jellegzetességei

A rosszindulatu daganatok az id6 elérehaladtaval egyre gyakrabban fordulnak eld.
Az oOregedés és a daganatok, igy a vastagbélrak kialakuldsédban is tobb molekularis
kapcsolodasi pont feltételezhetd. Emellett emlitésre mélto, hogy a fiatalabb nemzedékben
kialakulo kolorektalis karcindma szamos tekintetben eltérést mutat az idéskori sporadikus
vastagbélrakhoz képest. Ilyen eltérés példaul a tumor lokalizicioja, kiterjedtsége, a
nemek kdzti megoszlasa, a multiplicitasa, a nyirokcsomo-érintettség, a szovettani kép és

a prognézis vonatkozasaban figyelheté meg [46].
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Idéskorban a rakmegel6z6 adenomatosus elvaltozasok [47] és a kolorektalis
karcinoma is [44,48,49] gyakrabban fordul el6 a proximalis colonban, kiilonosen a nék
korében. A legidosebb korosztdlyban az esetek tobb, mint felében a vastagbélrdk a
proximalis vastagbélben alakul ki. Ennek oka teljes egészében még nem ismert, bar a
kornyezeti tényezoknek, a n6i nemi hormonoknak, a bélbe iiriilé epesavaknak, a bélben
¢l6 baktériumfloranak, a helytelen aranya rost, kaloria és zsir bevitelnek, a megnytlt
tranzitidének, a székrekedésre vald hajlamnak, a karcinogének hosszi éveken at tartd
hatasanak meghatarozé szerepe lehet [46,50].

Az idoskori vastagbélrak altalaban el6rehaladott allapotban keriil felfedezésre,
tiinetszegény volta miatt [48]. A legiddsebb korosztalyban ugyanakkor a
vastagbéldaganatok nyirokcsomoba torténd attétképzése kisebb mértéki (38%), mint a
némileg fiatalabb korosztalyban (46%) [49].

Tobb vastagbéldaganat egyiittes jelenléte idéskorban gyakrabban fordul eld, bar az
Oregedés hatasa ennek kialakulasara nem ismert. A fiatal korosztalyban tobbszoros
vastagbéldaganat altalaban orokletes korképekre jellemz6 (példaul HNPCC, FAP) [51].
Ha az orokletes korképeket nem vessziik figyelembe, akkor iddskorban tobbszords
kolorektalis karcinoma gyakrabban fordul elé. Tobb daganat egyiittes fennallasa esetén
azok altalaban egymas kozelében helyezkednek el [52,53], a diagnozis idején akar mar
tobb elvaltozas is elérehaladott allapotban van, illetve kezdeti stadiumban 1évo
(intramucosalis) daganattal tarsul [54] és gyakran a tavoli attétképzés is megfigyelhet6
[53].

Az emésztOrendszerben, igy példaul a gyomorban és a vastagbélben az iddskori
daganatok jellegzetes szovettani megoszlast mutatnak. Arai és mtsa kozleményében arrél
szamolt be, hogy idéskorban a medullaris tipusu, alacsonyan differencialt
adenokarcinoma ¢s a microsatellitainstabil mucinosus kolorektalis karcindma fordul eld
leggyakrabban [46]. Megallapitottak, hogy az iddskori, alacsonyan differencialt
vastagbélrakok kétharmada ugynevezett medullaris fenotipusu kolorektalis karcinoma.
Knox és mtsainak vizsgalata ennek némileg ellentmond. Eredményeik szerint a
medullaris tipustt CRC prevalenciaja valoban jelentdsen n6 az dregedés soran, azonban a
3295 kolorektalis karcinoma koziil minddssze 91 esetben (2,8%-ban) igazoltak a
medullaris tipusu CRC jelenlétét [55]. Fiehn és mtsainak kozleménye szintén a

daganattipus ritka voltat tamasztja ala [56]. Szovettanilag a medullaris fenotipusu

24



DOI:10.14753/SE.2016.1825

alacsonyan differencialt daganatok csoportjaba sorolhaté a medulléris tipust alacsonyan
differencialt karcinéma, a solid tipusu alacsonyan differencialt karcindma, a nagysejtes
minimalisan differencialt karcindbma és a medullaris karcinoma [46]. Ezeknek az
elvaltozasoknak szovettani jellegzetessége, hogy a sejtek nem alkotnak mirigyeket hanem
trabekuldkba rendezédnek, finom kromatinszerkezetii magot és feltind magvacskat
tartalmaznak, gyakran limfocitainfiltraci6 figyelhet6 meg. Ez a szovettani tipus
leggyakrabban id6s ndkben fordul eld, dontéen a proximalis colonban, a daganatok
nagyméretliek, a nyirokcsomo-, illetve tavoli attétképzés azonban kisebb mérték, és a
szovettani megjelenésiik ellenére relative jo a prognozisuk [57,58]. Az iddskori
medullaris karcindma bizonyos tulajdonsagaiban hasonlit a fiatalkori HNPCC-hoz,
példaul a diploid DNS-mintazat, a gyakran kimutathaté microsatellitainstabilitas és az
alacsony p53-expresszio tekintetében [58]. A hMLH1-promoter hipermetilacidja és a
hMLH1 fehérje csokkent termelése szintén gyakran fordul elé ebben a szovettani
csoportban, amely fontos szerepet jatszhat a karcinogenezis folyamataban [59].

A mucinosus karcinoma a vastagbéldaganatok 6-15%-at teszi ki. Bar fiatalabb
korban gyakrabban fordul eld, idéskorban az id6 elérehaladtaval incidenciaja fokozatosan
no6 [49]. Ez a nagy szOvettani csoport hisztologiai, illetve genetikai szempontbol kisebb
részekre tagolhato (papillotubularis vagy mucocellularis tipusu, ,,fixed” vagy ,,floating”
tipusu, aneuploid vagy diploid tipust, microsatellitastabil vagy -instabil), de valamennyi
fajtaja koziil igen jellegzetes és nagy aranyban van jelen (27-62%) a microsatellitainstabil
mucinosus kolorektalis karcinoma [60]. Altaldban a proximalisabb vastagbél
szakaszokon fordul eld, jellemz6é ra az exophyticus, expanziv novekedés, szovettani
vizsgalata soran a Crohn-betegséghez hasonlé limfoid reakciot, illetve
limfocitainfiltraciot lehet megfigyelni és gyakran hianyzik a hMLH1-expresszio. A
medullaris  tipustt alacsonyan differencialt adenokarcinomaval ellentétben a
microsatellitainstabil mucinosus karcinbma nem mutat ¢letkorral Osszefiiggd
halmozodast, bar a két tumor kialakulasaban feltételezhetéen szamos hasonlosag van
[60].
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2.5. Az oregedés és a sporadikus kolorektalis karcinoma kialakuldasanak

lehetséges molekularis kapcsolodasi pontjai

Az 6regedés és a kolorektalis karcinogenezis pontos mechanizmusa teljes egészében
nem ismert. A két folyamat kozott ugyanakkor szamos molekularis kapcsolodasi pont
van, amely ravilagithat arra, hogy milyen 6sszefliggésben all az 6regedés a daganatok
kialakulasaval. Mindkét folyamatra jellemz6 lehet a sejtmagban 1év6 és a mitokondrialis
DNS karosodasa, bizonyos genetikai és epigenetikai eltérések (promoter-hipermetilacio,
telomerazaktivitas csokkenése), az apoptdzis vagy a DNS-hibajavitas megvaltozasa, a
metabolizmusban és a neuroendokrin rendszer miikkodésében bekdvetkezd valtozasok és

az immunrendszer ,,0regedése” [46,61].

2.5.1. Az idgskori vastagbélrak és a daganatdssejtek

A kolorektélis epithelium hatart képez a belsd milid és a kiilvilag kozott, és a
tapanyagfelszivasban is szerepet jatszik. A felndtt emberi szervezetben a vastagbélham
4-5 naponta megujul, a regeneracio a kriptak alapjanal elhelyezkedd Ossejtek révén
valosul meg. Az Ossejtek a luminalis felszin felé vandorolva kiilonb6z6 hamsejtekké
differencidlodnak, majd az elpusztult sejtek lelokddnek és a béltartalommal tdvoznak
(proliferacios hierarchia) (2. abra). Ezek az Gssejtek morfologiailag nem kiilonithet6k el
a tobbi hamse;jttdl, immunhisztokémiai jeldlésekkel probaljak azonositani dket.

Tobb munkacsoport vizsgalta az Oregedés vastagbélhamra, illetve az Gssejtek
viselkedésére gyakorolt hatdsat egerekben. Az dssejtek mitkddésére a hampusztulas és a
hamregeneracio mértékébol lehet kovetkeztetni. Egészséges egyedekben az Ossejtek
kornyezetében megtaldlhaté néhany apoptotikus sejt, €s ez nem valtozik az élettani
oregedés soran. Martin és mtsai kis dozisi gamma-besugarzast kovetden iddsebb
egerekben kozel kétszer annyi pusztuld sejtet talaltak hasonl6 helyzetben, mint fiatalabb
egerekben. Vizsgaltdk tovabba a kriptak tulélését is a besugarzast kovetden. Nagyobb
dozist besugarzas utan az idésebb egerekben sokkal gyorsabban csokkent a taléld kriptak
szama. A besugarzast kdvetden lehetdségiik nyilt a hAmregeneraci6 tanulméanyozésara is,
¢s megallapitottak, hogy az iddsebb egerekben lényegesen lassabban regeneralddott a
vastagbélham [62].
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2. abra: Proliferacios hierarchia az emésztorendszeri hamban. (Modositott abra Vries
és mtsai alapjan [63]. CBC 6ssejt: Crypt Base Columnar 6ssejt; +4 Gssejt: olyan 6éssejt, amely
arrol kapta a nevét, hogy altalaban az dssejt zona €s a progenitor zona hataran, a bazistol szamitott

negyedik sejtpozicioban helyezkednek el.)

Az utobbi években egyre tobb tanulmanyban hoztdk Osszefliggésbe a hameredetii
daganatok kialakulasat — igy a kolorektalis karcinogenezist is — az allando
sejtmegujulasra képes Ossejtekkel, a daganatéssejtekkel (cancer stem cell/CSC/) (a
daganat, mint ,,0ssejtbetegség” elmélet). A daganatdssejtek kialakuldsdnak pontos
folyamata nem ismert. Egyes feltételezések szerint mutacio kovetkeztében jonnek 1étre
az egészséges OssejtekbOl. Levi és mtsai patkanyokon végzett kisérletben igazoltak, hogy
a vastagbélkriptakban né a daganatdssejtek szama az Oregedés soran és karcinogén
dimetilhidrazin-kezelést (DMH) kovetden. Az utobbi két hatas Gsszeadodott, vagyis az
idds és karcinogénnel kezelt allatokban volt a legnagyobb a daganatos sejtszam

novekedése. Eredményeik szerint a daganat kialakulasanak folyamataban az dssejtszam-
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novekedés igen korai 1épés. A késobbiekben, a vastagbélrak sziirésében is szerepet
kaphatnak ezek a sejtek, hiszen az épnek tiind vastagbélhamban jelenlevé CSC szaméanak
novekedése utalhat a vastagbélrak kialakulasara, akar évekkel a daganat megjelenése elott
[64].

Patel és mtsai vastagbélrakos mintdkban harom sejtfelszini marker, a CD44, a
CD166 ¢és az ESA segitségével azonositottak a vastagbélrak-ssejteket. Vizsgalatukban
arra a kérdésre kerestek valaszt, hogy a daganatdssejtek szama hogyan valtozik az életkor
fliggvényében, a szovettanilag ép hamban és a daganatmegel6z6 allapotokban. Az ép
hamban nagyobb volt a CD44, a CD166 és az ESA kifejezddése idésekben, mint a
fiatalabbakban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a daganatdssejtek szama az életkor
elérehaladtaval n6. A fent emlitett jelzomolekuldk az adenomatosus mirigyekben is
megtalalhatéak, igy nagy valosziniiséggel ezek az Ossejtek szerepet jatszhatnak a
daganatok kialakulasaban. Tovabbi megfigyeléseik szerint a hamban is jelenlevd
daganatéssejtek szama pozitiv sszefliggést mutat a vastagbélpolipok szamaval, illetve a
daganatéssejtszam és az EGFR-expresszid parhuzamosan novekszik az dregedés soran

[65].

2.5.2. Genetikai instabilitas

Belsé ¢és kiils6 kornyezeti tényezOk hatdsara (ultraibolya-sugarzas, oxigén
szabadgyokok) mutaciok halmozddnak fel a szervezetben, szerv- és szovetspecifikus
modon [66]. A fiatalkorra jellemz6, valamennyi szervben eléforduld, hasonld mutacios
profillal ellentétben, idéskorban a mutaciok felhalmozddasdnak mértékében az egyes
szervek jelentdsen kiilonbozhetnek egymastdl, illetve egyazon szerven beliil a sejtek
kozott is eltérés mutatkozik [67]. Az emlGsok szoveteiben a random mutaciok genetikai
hatasai sokkal jelentdosebbek, mint azt kordbban gondoltdk. Ezek a mutaciok a
transzkripciot ellendrzd folyamatokban valtozast okozhatnak, aminek kovetkeztében
heterogén sejtpopulacid, illetve nagyszdmu, az eredeti miikodését tekintve modosult,
vagy feladatat vesztett sejt jon 1étre [68]. A sejtekben felhalmozodo genetikai valtozasok
hozzajarulhatnak a sejt oregedéséhez, pusztuldsdhoz, de akar a daganatsejtté vald

atalakulasahoz is.
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2.5.3. Epigenetikai valtozasok

2.5.3.1. A promotermetilacio6

Az ¢letkor és a daganatok incidencidja kozott szoros kapcsolat van. Az iddskori
daganatok kialakuldsadban epigenetikai tényezOk is szerepet jatszanak, amelyek a DNS-
bazissorrend megvaltozasa nélkiill modositjak a gének miikodését. Ilyen epigenetikai
metilacio (hipermetilacid). A metilaciot az emlds sejtekben haromféle metiltranszferaz
enzim végzi (DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B), a metilcsoportot az S-adenozin-
metioninrdl hasitjak le [69]. A metilacié a citozin purin gylr(ijének 5. szénatomjan
kovetkezik be, de csak abban az esetben, ha a citozint hozza foszfodiészter kotéssel
kapcsolodo guanin koveti. Ez a dinukleotidpar (CpG) legnagyobb koncentracioban
altalaban a gének 5° végén, a promoterrégioban talalhatd, amelyet CpG-szigetnek
neveziink. A fiatal emberi szervezet DNS-ében a CpG-helyek kozel 70%-a metilalt,
azonban a metilacio altalaban ismétlédé szekvencidkat (példaul Alu-szekvencia), illetve
a CpG-helyekben szegényebb szekvencidkat érint, mig a promoterrégioban 1évé CpG-
szigetek tobbnyire nem metilaltak. A gének metilaciés mintazata szdmos tényez6 hatasara
megvaltozhat. Ezutan tobb fehérje kozremiikodésével (példaul metilalt-DNS-koto
fehérje, hisztonok, deacetilazok) tomor kromatinszerkezet alakul ki, ami nem engedi a
a gének miikodését [69].

A CpG-helyek metilaciojanak két tipusat kiilonitjik el. Az életkorhoz kotott,
A-tipust (age-related) CpG-hipermetilacid az ép vastagbél-nyalkahartyaban és a
tumorban egyarant megtalalhatd. Az A-tipusi CpG-hely-metilacio linearisan né az id6
fliggvényében, bar ennek iitemében jelentés egyéni kiilonbségek lehetnek [69]. Issa és
mtsai az Osztrogénreceptor (ER) oOregedéssel 0Osszefliggésbe hozhaté metilacidjat
igazoltak a gén CpG-szigeteiben, ép vastagbél-nyalkahartydban. Tovabba az ER gén
fokozott metilacidjat talaltdk kisméretli adendémakban és vastagbélrakban, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az ER gén metilaciohoz kothetd inaktivaciojanak fontos szerepe lehet

a karcinogenezis korai szakaszaban [70]. Az A-tipusu metilaciét mas szervekben (példaul
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a gyomorban), illetve az emésztérendszeren kiviil mas szervrendszerekben is igazoltak

[69] (3. tablazat).

3. tablazat: Az A- és C-tipusti metilacié altal érintett gének az oregedés soran ép

szovetekben, valamint daganatokban. (Modositott tablazat Yuasa alapjan [69].)

Génszimbolum | Kromoszémalokalizacio ‘ Metilaci6 az ép szovetben

Metilacié a daganatban

A-tipusu metilacio:

CSPG2 5q12-14 Vastagbél Vastagbél

ER 6025.1 Vastagbél Vastagbél, tiid6, leukémia
MYOD1 11p15.4 Vastagbél Vastagbél, tiid6

IGF2 11p15.5 Vastagbél Vastagbél, leukémia

N33 8p22 Vastagbél Vastagbél, prosztata
HIC1 17q13.3 Prosztata Vastagbél, tiid6, prosztata
DBCCR1 9932-33 Hugyholyag Hugyholyag

C-tipusu metilacio:

APC 5021 - Vastagbél, gyomor, nyel6cso
COX-2 1925.2-25.3 - Vastagbél

hMLH1 2022 - Vastagbél, gyomor, méh
DAPK 9934.1 - Vastagbél, fej-nyak

WT1 11p13 - Vastagbél, tiidé

TIMP3 22912.1-13.2 - Vastagbél, vese, tiidd, agy
pl4ARF 9p21 - Vastagbél, gyomor, méh
MGMT 10926 - Vastagbél, tido, fej-nyak
GSTP1 11913 - Vastagbél, tiid6, prosztata, maj
P16INK4a 9p21 - Vastagbél, gyomor
P15INK4b 9p21 - Leukémia, limfoma

Issa és mtsai colitis ulcerosaban szenvedd betegek szovettanilag ép, dysplasticus és

daganatos vastagbél biopszids mintdinak metilacidos mintazatat vizsgaltak, egészséges
kontrollcsoporthoz viszonyitva. Fokozott metilaciot talaltak a dysplasticus és a daganatos
mintakban a kontrollokhoz képest, harom gén esetében (ER, MYOD, p16) pedig az ép
hamban is fokozott CpG-sziget-metilaciot igazoltak. A kronikus gyulladas kovetkeztében
felgyorsult sejtmegujulas 0sszefiiggésben allhat a hipermetilacioval, ilyen szempontbodl a
colitis ulcerosat pedig ugy is tekinthetjiik, mint a vastagbél-nyalkahartya hamsejtjeinek
felgyorsult oOregedését [71]. Hasonloképpen fokozott A-tipusi metilacié lathaté a
gyomornyalkahartya hamsejtjeiben kronikus Helicobacter pylori-fertézés esetén [69].
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Mind a colitis ulcerosa a vastagbélben, mind a kronikus Helicobacter pylori-fertézés a
gyomorban hajlamositd tényezd az emésztérendszeri daganatok kialakulasara, ezért a
hipermetilaci6é kapcsolodasi pont lehet az 6regedés soran megfigyelhetd valtozasok, az
emésztorendszeri gyulladasos betegségek €s a daganatok kialakulasa kozott.

A metilacio masik tipusa kizarolag daganatokban fordul elé, amit C-tipusu (cancer-

related) metilacionak neveziink. A C-tipusii metilacié dontden a tumorszuppresszor,

crer

crer

hipermetilacidja példaul a vastagbélrakban, a gyomor €s az endometrium daganataiban,
mig a BRCAL gén hipermetilacidja a petefészek €s az emlé daganataiban figyelheté meg
[69]. A CpG-szigetek fokozott metilacioja kovetkeztében kialakuld daganatokat CIMP
tipusi (CpG island methylator phenotype) daganatoknak nevezzik. A
vastagbéldaganatok vizsgalata soran gyakran megfigyelhet6 a mikroszatellitainstabilitas
(MSI), mind a csirasejteket érintd mutacio kovetkeztében kialakuld oOrokletes
koérképekben (példaul HNPCC), mind a sporadikus vastagbélrdk bizonyos eseteiben. A
mikroszatellitainstabil ~ sporadikus  vastagbélrak  kialakulasaban  epigenetikai
valtozasoknak, példaul a metilacionak is jelentésége lehet, amennyiben a hibajavitasban
(mismatch repair-ben /MMR/) szerepet jatszé gének mikodése a promoterrégio
hipermetilacidja kovetkeztében akadalyozott. A MMR gének hibas mikodése miatt a
mikroszatellitdk teriiletén bekovetkezd delécid, inszercidé nem keriil kijavitdsra, ami az
ismétlddo szakaszokon koros szekvencidk fennmaradasat, mikroszatellitainstabilitast, az
érintett gének (példaul sejtosztodasban, apoptdzisban szerepet jatszd gének) hibas
miikodése révén pedig fokozott sejtosztodast, daganatok kialakulasat eredményezheti
[46]. A fent emlitett NMLH1 gén terméke olyan fehérje, amely nélkiilozhetetlen a MMR
hibajavito fehérje-komplex felépiiléséhez. Akar csirasejtmutacio kovetkeztében valtozik
meg a fehérjét kodold gén, akar epigenetikai valtozasok, példaul promotermetilacioé miatt
csokken vagy szlinik meg a fehérje termelése, a MMR fehérje-komplex miikddése
jelentdsen karosodik, ami a daganat kialakulasanak kedvez. A hMLH1 gén promoterének
fokozott metilacidja mind a szdvettanilag ép vastagbélhdmban, mind a vastagbélrakban
Osszefligg az életkorral [46], de mas gének, példaul az ER [70], a N33 és a MYOD gén
[72] promoterrégidiban is fokozodo metilaciot talaltak az 6regedés soran. Mivel a CpG-

sziget hipermetilacidja a génmiikddést nagymértékben befolyasolja, az oregedéshez
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kothetd metilacid jelentds szerepet jatszhat az iddskori vastagbélrak kialakuldsdban
[46,69]. Arai és mtsai 23 medullaris tipusu és 12 pleiomorf vastagbélkarcinomaban
fehérjetermelést és a mikroszatellitainstabilitast. Vizsgalatuk eredményei szerint az
idéskorban - kiilondsen a nék korében - gyakrabban el6fordulé medulléaris tipusa
karcinoma esetében Iényegesen nagyobb volt a hMLH1 gén promotermetilacidja és a
mikroszatellitainstabilitas, és kisebb volt a gén kifejezddése, illetve az altala kodolt

fehérje szoveti szintje [59] (3. abra).

HEREDITER CRC — HNPCC OREGEDES
MMR gén MUTACIOJA o
(MSH2, MLH1) CpG-szigetek METILACIOJA
Hibas MMR géntermék MLH1 gén fokozott metilacioja

'

MLHI1 fehérje csokkent kifejezodése

'

MIKROSZATELLITAINSTABILITAS

'

Sejtproliferacio és apoptézis szabalyozasa karosodik

'

Sejtproliferacio fokozodik

'

KARCINOMA

3. abra: A promoter-hipermetilacio jelentosége az oOregedés és az iddskori

emésztorendszeri daganatok kialakulasaban. (Médositott abra Arai és mtsa alapjan [46].)
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2.5.3.2. A telomerrovidiilés

A telomer a kromoszoma 3’ végén taldlhatd, ismétlodé DNS-szakaszokbol
(TTAGGG) ¢épiill fel, amely génterméket nem kodol, feladata a kromoszoma
allandosaganak biztositasa. Az emberi szervezet sejtjeiben a telomer 0,5-15 kilobazis
hosszlisagu, hosszat alapvetden az egyén életkora, a sejtek osztddasi aktivitasa és a minta
szovettani tipusa befolyasolja. A telomerhez, annak hosszatol fiiggden szamos fehérje
kapcsolodhat, amely meghatarozza a telomer szerkezetét (telomer ,nyitott”/telomer
»zart”). Ha a telomer elég hosszu, fehérjék bekotddését kovetden olyan szerkezetet vesz
fel, ami a telomer hosszat noveld telomeraz enzim kapcsolodasat megakadalyozza
(telomer ,,zart”). Ha a telomer rovid, akkor kevesebb fehérje tud kotddni, azok kozott
kotés nem alakulhat ki, igy a telomer a telomerdz enzim szamdra hozzaférhetévé valik
(telomer ,,nyitott”) [73] (4. abra).

A telomer minden egyes sejtosztodas soran rovidiil, ami a DNS-polimeraz enzim
miikodésébdl kovetkezik (,end replication problem” of DNA-polymerase) [74]. A
telomerrovidiilés nemcsak a sejtosztddas soran kovetkezhet be, hanem a telomert
bizonyos kornyezeti tényezok (példaul az oxigén szabadgyokok) is rovidithetik. Ha a
kromoszémarovidiilés telomer hianyaban kddolo szekvencidkon kdvetkezne be, akkor ez
részben géntermékek hianyaval, funkcidvesztéssel jarhatna, részben lehetdséget adna a
kromoszémak Osszekapcsolodasara, genetikai instabilitas kialakuldsara, teljes genetikai
kaoszt okozva, amely a sejtek pusztuldsat idézné eld. A sejtekben a telomer hosszanak
fenntartasat a telomeraz enzim biztositja. A telomerdz enzimkomplexnek szerkezetileg
harom részét kiilonitjiik el. A TERC (telomerase RNA component) templatként szolgél a
DNS-szintézishez, a TERT (telomerase reverse transcriptase) az RNS-rdl torténd DNS-
atirasért felelds, a dyskerin pedig az RNS-hez k6t6dd, azt modositani képes fehérje. Az

elsoként felfedezett telomerazhidnnyal jard genetikai betegség a dyskeratosis congenita,

crer
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A Telomer "zart"

B  Telomer "nyitott"

4. abra: A telomer kétféle szerkezete — A: Telomer zart (Telomer ,,closed”), B:

Telomer nyitott (Telomer ,,open”). (Mddositott abra Aubert és mtsa alapjan [73].)

A telomer hossza lényegesen csokken az id6 fliggvényében az emberi szervezet
szamos sejtjében. Ilyen sejtek példaul a bélhamsejtek, a hepatocitak, a periférias vér
sejtjei, a limfocitak, az endothelsejtek, a vese hamsejtjei, a tiid6 hamsejtjei és az
izomsejtek. A telomerrovidiilést azonban nemcsak az oregedés soran figyelték meg,
hanem kronikus betegségekben is, tobbek kozott gyulladasos bélbetegség fennallasa
esetén a bélhamsejtekben. Egyes betegségekben a telomer rovidiilésének mértéke
szorosan Osszefiigg a korkép progresszidjaval (példaul majcirrhosis) [75]. Bizonyos
daganatokban (vastagbél, hasnyalmirigy, maj, agy, prosztata, tido, emld és fej-nyaki
karcindémak, valamint a hemopoetikus rendszer malignémai) a telomer hossza a betegség
kialakulasara, illetve annak lefolyasara enged kovetkeztetni [74].

A daganatok incidenciaja az id6 elérehaladtaval nd, a tumoros betegségek jelentds

részét az oregedéssel Osszefliggd betegségnek is tekinthetjiik. A rovidiilé telomernek tobb
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szempontbol is jelentdsége lehet a daganatok kialakuldsaban. Mivel a telomerrovidiilés
kovetkeztében a sejtek iddvel elpusztulnak, ezért a daganatsejtek életben maradasdhoz
nélkiilozhetetlen a telomer megfeleld6 hosszadnak fenntartdsa. Egészséges felnott
emberekben a telomer hosszat néveld telomeraz enzim csak a csirasejtekben, illetve
bizonyos ssejtekben, progenitor sejtekben aktiv. Ugyanakkor az aktivalt limfocitakban
¢s bizonyos daganatos megbetegedésekben igazolhat6 a telomeraz enzim reaktivalodasa.
Az aktiv enzim a telomer hosszat folytonosan megndoveli, igy biztositva a tumoros sejtek
,halhatatlansadgat”. A daganatos sejtek jelent0s részében azonban a fokozott telomer
aktivacio ellenére sokkal rovidebb a telomer, mint a kornyezo, egészséges szovetben. Erre
a latszolagos ellentmondésra az adhat magyardzatot, hogy a telomerrdvidiilés a
kromoszdémainstabilitas révén az €p sejtek daganatsejtté torténd atalakulasat segiti eld,
mig a rovidebb telomer stabilizalasa a fokozott telomerazaktivacio révén nélkiilozhetetlen

a daganatos sejt életben maradasahoz [74] (5. abra).

Telomerrovidiilés

|

Kromoszomainstabilitas

|

Tumor kialakulasa

Telomeraz hianya vagy gatlasa Telomerazaktivacio

Genetikai kaosz Daganat progresszioja

|

Daganatsejt pusztulasa

5. dbra: A telomerrovidiilés és a telomeraz enzim aktivaciéjanak hatasa a daganat

kialakulasara és fennmaradasara. (Modositott abra Jiang és mtsai alapjan [74].)
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2.6. A génkifejezodés és bizonyos fehérjék szintézisének megvaltozasa a

vastagbélben az oregedés, valamint a kolorektalis karcinogenezis soran

Az dregedés sordn a szervezetben kialakul6 valtozasok molekuléris hattere pontosan
nem ismert. Az Oregedési elméletek kozott napjainkban mar helyet kap az életkorral
valtozo génkifejez0dés lehetséges hatdsa is. Az elmult tiz évben tobb allatkisérletben
génexpresszios szinten is tanulmanyoztak az Oregedés soran kialakuld valtozasokat,
microarray vizsgalatok segitségével.

Az eddigi vizsgalatok eredményei azt bizonyitjak, hogy az emésztorendszerben az
1d6 elérehaladtaval kialakulo valtozasok szerv-, illetve szovetspecifikusak. A Lee és mtsai
altal patkdnyokon végzett kisérletben a patkobél és a vastagbél génexpresszios
mintdzatanak megvaltozasa eltérd volt. A vastagbélben ezek a véltozasok dontden
fokozott ,,génmukodést” eredményeztek, a vékonybéllel ellentétben. A vizsgalat
eredményei szerint a fokozott MRNS-expresszié leginkabb a sejtek metabolizmusaban
szerepet jatszo enzimeket és membrantranszportereket kodold géneket érintették, ami
szintén a fokozott sejtosztodasnak és az iddskori vastagbélrak kialakulasanak kedvezhet
munkacsoportja tanulmanyozta a daganatok kialakulasahoz kothetd gének (,,cancer-
related genes”) kifejez0désének megvaltozasat nem daganatos, idésebb egyedekben is.
Ezek koziil tobb gén (c-K-ras, maspin, p21, CD44, citokrom P450 4F1, riboszomalis
fehérjéket kodolo gének, TIF 1-a, elongdcios faktor 1-y) mMRNS-expresszioja fokozodott
a vastagbélben az élettani 6regedés soran, mig a vékonybélben ezeknek a valtozasoknak
jelentés része nem igazolodott. A génkifejez6dés megvaltozasahoz epigenetikai
valtozasok, példaul a metilacios mintazat megvaltozasa is hozzajarulhat [76,77].

A korabbi tanulményok eredményei szerint az emésztdrendszer novekedésében, a
bélmozgis, a tdpanyagfelszivds és a hamsejtosztodas szabalyozasaban az IGF-
rendszernek meghatarozo szerepe van. Az IGF-rendszer legfontosabb tagjai a vérben
kering6 IGF-1, a hamsejtek IGF-1 receptora (IGF-IR), és a kiilonb6z6 tipust IGF-kot6
fehérjék (IGFBP-3, IGFBP-4). Az azonban nem volt ismert, hogy az 6regedés vagy a
kaloriabevitel csokkentése milyen hatassal lehet az IGF-rendszerre. Hallberg és mtsai
kiilonbozo életkort patkanyok vastagbelében vizsgalta az IGF-1, az IGF-IR, valamint az

IGFBP-3 ¢és IGFBP-4 mRNS-expresszidjanak valtozasat, hagyomanyos taplalas és
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kaloriacsokkentés mellett. Mind az Oregedés, mind a kaloriamegszoritdas MRNS-
expresszios szinten is érzékelhetd valtozast hoz 1étre az IGF-rendszerben, csokken az
IGF-I és IGF-IR kifejez6dése a vastagbélhamban [78].

Az |IGF-rendszeren kivill mas novekedési faktor hatasat is vizsgaltdk az
emésztérendszerben, az dregedéssel és a kolorektalis karcinogenezissel kapcsolatban. A
korabbi morfoldgiai vizsgédlatokban fokozott sejtosztodast és csokkent mértékii
sejtpusztulast irtak le a vastagbélhamban az 6regedés soran, majd késobb arra is fény
deriilt, hogy fokozodik az EGFR-rendszer aktivitasa iS az emésztOrendszerben. Az
EGFR-rendszer szamos sejtmiikddésben fontos szerepet tolt be, beleértve a sejtosztodast
¢és a daganatok kialakulasat is. A fokozott aktivitast részben a megnovekedett mennyiségi
TGF-a eldalakjanak EGF-receptorhoz vald kotddésével magyaraztak. A masik lehetséges
magyarazat az ERRP (EGF-receptor related protein) gatlohatasanak megvaltozasaban
keresend6. Az ERRP 90%-0s homologiat mutat az EGFR sejten kiviili ligandko6to
elemével, igy hozza kotédve gatolja az EGFR-rendszer mitkodését. Ep vastagbélhdmban
¢s gyomornyalkahartydban az ERRP  fokozott termelését, mig invaziv
adenokarcinomakban az ERRP csokkent elvalasztasat irtak le. Tovabba az ERRP ¢cDNS-t
vastagbélraksejtekbe juttatva a sejtek osztodasat csokkentették és az EGFR jelatviteli utat
gatoltdk. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az egészséges hamban a magas ERRP-
szint révén az EGFR-rendszer gatolt. Schmelz és mtsai patkanyokon végzett kisérletiikben
arra kerestek valaszt, hogy megvaltozik-e az ERRP-termelés az 6regedés soran, illetve az
oregedés hatassal van-e az EGFR-aktivitasra, a sejtosztodasra, valamint a vastagbélrak
kialakulasara. Eredményeik szerint az id6sebb allatokban az aktivalt (tirozin foszforilalt)
EGFR szintje 45%-kal és 30%-kal magasabb volt a proximalis és a disztalis vastagbélben,
az EGFR-t gatlo ERRP-szintje pedig 25%-kal ¢s 30%-kal volt alacsonyabb. Karcinogén
(DMH) adasat kovetden az idésebb egyedekben kozel kétszer annyi aberrans kriptafokusz
(ACF) alakult ki, mint a fiatalabbakban, ami a kolorektalis karcinogenezis egyik legelso,
lathato jele. Azt is megallapitottak, hogy DMH adéasa utan mindkét korcsoportban
jelentdsen csokkent az ERRP-termelés a vastagbélhamban. Mig a fiatal egyedekben az
EGFR-aktivitas kismértékben emelkedett, addig az 6regebb patkanyokban az EGFR-
kifejezddés szignifikansan magasabb volt. Eredményeik alapjan az EGFR-rendszer
fokozott mitkodése és a csokkent ERRP-termelés az idéskori vastagbélrak kialakulasaban

fontos szerepet tolthet be [79].
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Az utobbi években tobb olyan tanulmany sziiletett, ami arra vilagit ra, hogy az
¢lettani Oregedés, és a daganatos sejtszaporodas molekularis szempontb6l nem azonos.
Az eloregedd sejtekhez képest a folyamatosan o0sztddd daganatsejtekre fokozott
metabolizmus, dedifferenciacio jellemz6, embrionalis fehérjék termelésére képesek és az
apoptotikus sejtpusztulast elkeriilve potencialisan ,halhatatlan” sejtek [80]. Bizonyos
apoptézist szabalyozo fehérjék termelése az eldregedd és a tumoros sejtekben eltérd. Az
eloregedett sejtekkel ellentétben az apoptodzist indukald, tumorszuppresszor p53 [81] és a
Fas/CD95 [82] csokkent aktivitasat, valamint az antiapoptotikus protoonkogén Bcl-2
fokozott kifejez6dését igazoltak daganatsejtekben [83-85]. Kiilonb6zé onkogének
(példaul a Ras), novekedési faktorok (példaul a Myc) ¢€s a sejtosztodas szabalyozasaban
is szerepet jatszo tirozin kindz receptorok (mint példaul az EGFR csalad tagjai)
felillexpresszaltak a daganatok egy részében és jelentdsen csokken a termelésiik az
eloregedo sejtekben [86-88].

A daganat kialakulasat tekinthetjiik egyfajta koros, és kontrollalatlan sejtosztodassal
jaré ,,visszafiatalodasnak”, hiszen a karcinogenezisben bizonyos esetekben ugyanazok a
jelatviteli utak érintettek, mint az oregedés sordn, csak éppen ellentétes modon. Ha a
tumoros sejtek elveszitik a képességiiket az oregedésre, akkor a kiegyensulyozatlan,
szabalyozatlan proliferacié és apoptozis tulélési elényt jelenthet a daganatsejtnek egy
1d6s6d6 szoveti kornyezetben [80]. Az emésztérendszerben nemcsak a daganatokban
(példaul a vastagbélrakban) lehet fokozott hamsejtosztodast megfigyelni, hanem az
embrionalis fejlédés és a fiatalkori ndvekedés sordn is. Mind a tapcsatorna fejlédésében,
mind a sporadikus €s familiaris kolorektalis karcinogenezisben meghatarozo szerepii

jelatviteli it a Wnt/B-catenin jelat [89,90].

2.7. A szomatosztatin élettani hatasai, kiilonos tekintettel az

emésztorendszerre

A szomatosztatin (SST) egy szabalyozo, alapvetéen gatlo hatasu fehérje, ami
legnagyobb mennyiségben a kdzponti és periférias idegrendszerben, a hasnyalmirigyben
valamint a bélrendszerben termelddik. Kisebb mennyiségben a pajzsmirigy, a vesék, a
mellékvesék, a submandibularis mirigyek, a prosztata, a placenta és az immunrendszer

bizonyos sejtjei is szekretaljak. Az SST nagyobb méretli prekurzor molekulabdl, az
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ugynevezett preproszomatosztatinbol (preproSST) enzimatikus hasitast kdvetéen jon
létre. A szomatosztatint kodold génnek két biologiailag aktiv fehérje terméke ismert, az
SST-14 ¢és SST-28 [91]. Az SST-14 jelentés részben a kozponti idegrendszerben és
szamos periférids szervben termelddik, az SST-28 legnagyobb periférias forrasa az
emésztorendszeri ham. A bélben a nydlkahartya oJ-sejtjei, a gyomorban és a
hasnyalmirigyben a D-sejtek, valamint a plexus submucosus és myentericus idegsejtjei
képesek elballitani [92]. A szomatosztatin felszabadulasat szamos hormon, neuropeptid,
neurotranszmitter, citokin, novekedési faktor és tapanyag képes serkenteni, illetve
gatolni. A novekedési hormon elvalasztasat szabalyozo hormon (GHRH), a kortikotropint
felszabadito hormon (CRH), a neurotensin, a bombesin, az IL-1, az IL-6 és a TNF-a
tobbféle szovetben is képes fokozni az SST-szekréciot [91].

A szomatosztatin  kozponti idegrendszeri neurotranszmitterként a kognitiv, a
lokomotor, a szenzoros és a vegetativ funkciokat egyarant szabalyozza. Gatolja az agyban
a dopamin, a noradrenalin, a tireotropint felszabadit6 hormon (TRH), a CRH és az
tireoidea-stimulald hormon (TSH) és a hasnyalmirigy hormonjainak bazalis és stimulalt
elvalasztasat. Egészséges egyénekben nincs hatassal a prolaktin, a luteinizal6 hormon
(LH), a follikulus-stimulalé6 hormon (FSH) és az adrenokortikotrop hormon (ACTH)
elvalasztasara. Ugyanakkor csokkentheti az ACTH szintjét Addison-kérban és ACTH-
termeld daganatok esetében, valamint mérsékli akromegalidban szenvedd betegekben a
prolaktin szintjét. Az SST a tdpcsatornaban szinte valamennyi emésztérendszeri hormon
felszabadulasat gatolja. Csokkenti a kiils6 elvalasztast (exokrin) mirigyek szekrécigjat is,
igy akadalyozva a gyomorsav, a pepszin, az epe €s a vastagb¢l nyaktermelését. Gatolja a
gyomor lriilését, az epehdlyag 0sszehtizddasat valamint a vékonybél szegmentaciot,
ugyanakkor serkenti a migralé (vandorld) mioelektromos komplex aktivitasat [91].
Csokkenti a viz, a kalcium, bizonyos szénhidratok (gliikéz, galaktoz, xiloz, laktoz és
frukt6z), aminosavak, trigliceridek és a glicerol felszivodasat. Mérsékli a splanchnicus és
portalis tertilet vérataramlasat, a vena portae nyomasat és noveli az érrendszer ellenallasat
[93].

Az emberi szervezetben ismert Ot Szomatosztatinreceptort (SSTR1, SSTR2
ISSTR2A, SSTR2B/, SSTR3, SSTR4, SSTR5) 6t human gén kodolja. A gének

valamennyi fehérjeterméke 7 transzmembran doménnel rendelkezd, G-fehérjéhez kotott
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receptor. A szomatosztatin receptorahoz vald kotédését kovetden szamos sejtmiikodést
befolyasolo jelut aktivalodik. A jelutak aktivacidjat a receptor szoveti elhelyezkedése és
a receptor tipusa jelentdsen befolyasolja. Valamennyi SSTR a ligandjanak bek&todését
kovetéen gatolja az adenilat-ciklaz és a cCAMP termelését, szabalyozza a foszfatazok
mikodését és fokozza bizonyos kalium csatornak (GIRK) mikodését [91,94-97]. A
szomatosztatinreceptorok emésztérendszeri megoszlasaval kapcsolatban a morfologiai és
funkcionalis vizsgalatok eredményei nem egybehangzoak. Az eredményeket a vizsgalt
faj és a vizsgalati modszer tipusa jelentsen befolyasolhatja [92]. Az utobbi évtizedekben
szamos vizsgalat igazolta, hogy a szolid tumorok jelentds része IS expresszal
szomatosztatinreceptorokat. A neuroendokrin tumorokon kiviil kdzponti idegrendszeri
daganatok, malignus limfomak, a vesesejtes karcindbma ¢és bizonyos emlé daganatok is
termelnek SSTR-t, bar az egyes receptorok megoszlasaban jelentds kiilonbség lehet a
daganatok kozott [98]. Qiu és mtsai szovettanilag ép kolorektalis biopszias mintakban és
kolorektalis karcindma mintakban vizsgalta a szomatosztatinreceptorok expresszidjat.
Vizsgalati eredményeik szerint mind az ép hamban, mind a karcindmaban azonosithatod
az SSTR receptor 6t altipusa. Az ép hamban és CRC-ben is az SSTR1 receptor fejez6dott
ki legnagyobb aranyban, kisebb mértékben az SSTR2 és SSTRS receptorok. Az SSTR4
receptor a tumoros szovetben nagyobb ardnyban volt jelen, mint a normal hamban. Az
SSTR2, SSTR4 ¢és SSTRS expresszid lényegesen magasabbnak bizonyult a jol és
mérsékelten differencialt CRC-ben, mint az alacsonyan differencialt karcindmakban. A
proliferacios index szignifikdnsan magasabb volt azokban a daganatokban, amelyek nem
expresszaltak SSTR2 és SSTR3 receptorokat. Azokban az esetekben, ahol a daganat
nyirokcsomoé metasztazisa is azonosithatd volt, ott a primer tumor SSTR1 termelése
szignifikansan magasabb. Szoros Osszefliggést talaltak a Bcl-2 onkogén kifejezodése és
az SSTR-expresszio kozott, ugyanis azokban a daganatokban, ahol SSTR1, SSTR2,
SSTR3 ¢és SSTRS receptor jelenlétét igazoltak, ott az onkogén kifejezddése
szignifikansan alacsonyabb [99]. Evangelou és mtsai immunhisztokémiai vizsgalataik
soran az SSTR2 és SSTRS expressziot tanulmanyoztdk kolorektalis karcindma
mintakban, és szoros Osszefiiggést igazoltak a receptorok hianya €s az invazié mértéke,
illetve a majmetasztazis jelenléte kozott [100]. Buscail és mtsai MRNS-szinten vizsgaltak
az SSTR2 receptor expresszidjat kolorektalis miitéti mintakban, és dsszefliggést talaltak a

receptor kifejezddése és a daganat stadiuma kozott. Szovettanilag ép mintdkban és
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sporadikus adenémakban magas SSTR2 expressziot igazoltak, ugyanakkor Dukes B
stadiumu kolorektalis karcindmakban mar csak 50%-ban talaltak SSTR2 kifejezddést,
Dukes C CRC esetében minddssze 20%-ban, és Dukes D stadium( karcinomakban,
illetve a CRC majmetasztazisaiban és FAP adenomakban egyaltalan nem detektaltak
SSTR2 expressziot [101]. Egyes tanulmanyok igazoltak, hogy a vastagbéldaganatot
koriilvevd szovetek érhaldzataban is kimutatatok az SSTR receptorok, mig a daganattol
tavolodva a receptorstiriiség csokken, tovabba a peritumoralis érrendszerben az SSTR
jelenléte fiiggetlen attdl, hogy a daganatban kimutathatd-e szomatosztatinreceptor vagy
sem [102].

A szomatosztatinnak ¢s szdrmazékainak jol ismert, és a klinikai alkalmazésat
tekintve meghataroz6 tulajdonsaga, hogy normal és daganatos szdvetben is gatoljak a
sejtosztodast. Az antiproliferativ hatasa direkt és indirekt modon valdsulhat meg. Direkt
sejtosztodast gatold hatasai kozé soroljuk, hogy specifikus receptoraihoz vald kotodését
kovetden szamos jelutat €s enzimrendszert szabalyoz (Ras/ERK jelut, P13 kinaz/AKT
jelut, tirozin kinaz, tirozin foszfataz, NOS, cGMP-dependens protein kinaz, MAPK), ami
a sejtciklus leallasahoz vezethet. Attdl fiiggéen, hogy az SST melyik receptorahoz
kotodik, és ahhoz milyen jelutak és enzimrendszerek kapcsolddnak, eltéré lehet a
szomatosztatin hatasa a kiilonb6z6 szovetekben. A szomatosztatin tovabbi direkt
sejtnovekedést gatld hatasa, hogy apoptozist indukal. Az SSTR3 receptoron keresztiil az
intracellularis pH-valtozas, az endonukleaz-aktivitas fokozodasa, valamint a p53/Bax-
rendszer indukcidja révén serkenti az apoptozist. Tovabba sejtkultira kisérletekben
igazolast nyert, hogy az SSTR2 receptoron keresztiil a p53-t6l fliggetleniil is apoptozist
indukal. A szomatosztatin fokozza a sejtekben a protein tirozin foszfatazok (PTP)
aktivitasat, amelyek defoszforilaljdk a novekedési faktorokat kotd tirozin kinaz
molekulakat. Az SST harmadik direkt antiproliferativ hatasa, hogy kozvetleniil gatolja a
novekedési faktoroktol indulo jelutakat. A szomatosztatin indirekt sejtosztodast gatlo
hatasai kozé soroljuk, hogy gatolja bizonyos novekedési faktorok és ndvekedést eldsegitd
keresztiil gatolja a hipofizis GH-termelését, és az SSTR2 és SSTR3 receptorokon
keresztiil transzkripcios szinten gatolja a GH-indukélta IGF-1-termelést a majban. Az
SST tovabbi indirekt sejtosztddast gatold, antitumor hatdsa, hogy gétolja az

angiogenezist. Az angiogenezis nélkiilozhetetlen a daganat novekedéséhez, az
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invazidhoz, a metasztazisképzéshez. Sejtkultura kisérletekben igazoltak, hogy az SST
gatolja az endothelsejtek osztodasat, ami dontéen az SSTR2 és SSTR5 receptorokon
keresztiil, a mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) és a nitrogén-monoxid szintaz
(NOS) aktivitasanak gatlasa révén valosulhat meg. Az SST tovabba gatolja az
faktorok (VEGF, PDGF, BFGF) felszabadulasat. A szomatosztatin harmadik indirekt
sejtproliferaciot gatld hatasa az immunmodulans hatas. Az SST és a receptorai egyarant
kifejez0dnek humén limfoid szovetekben. Sejtkultara kisérletekben a limfocita aktivaciot
kovetden az SSTR2 receptor expresszidja fokozodott, tovabba igazolédst nyert, hogy az
SST szabalyozza a limfocitaproliferaciot, az immunglobulin-szintézist ¢és a

citokintermelést [103-107].

2.8. A szomatosztatinanaléogok szerepe onkologiai korképek kezelésében

A szomatosztatint els6 alkalommal az 1970-es években izolaltak hipotalamuszbol. A
tovabbi vizsgalatok soran deriilt fény szertedgazd hatasaira (endokrin és exokrin
szekrécio csokkentés, motilitas gatlas, sejtproliferacio gatlasa). Az emberi szervezetben
Is termel6dod, nativ szomatosztatint ugyanakkor a klinikai gyakorlatban kevésbé lehetett
alkalmazni akut korképek kezelésében a nativ molekula igen rovid felezési ideje miatt.
Ezt kovetéen kezdtek fejleszteni olyan modositott molekuldkat, az wgynevezett
szomatosztatinanalogokat, amelyek felezési ideje hosszabb, a hatisuk kedvezdébb. A
klinikai gyakorlatban a kifejlesztett molekulak koziil kezdetben az octreotid és a lanreotid
terjedt el. Dontden akromegalia, TSH-termeld hipofizis daganatok és emésztérendszeri
neuroendokrin tumorok kezelésében, tartdsan fennall6 hasmenés bizonyos esetiben, a
hasnyalmirigyet  érintd mitéti  beavatkozdsok lehetséges szovOdményeinek
megel6zésében és kezelésében, akut nyeldcsévarix-vérzés esetében és malignus betegség
okozta bélelzarddas bizonyos eseteiben alkalmaztak. A fent emlitett két klasszikus analog
hatékonysagat  azonban  jelentdsen  befolyasolja, hogy az ot ismert
szomatosztatinreceptorhoz vald affinitasuk eltér6. A nativ SST mindkét bioldgiailag
aktiv forméja (SST-14 és SST-28) mind az 6t receptorhoz Iényegében azonos affinitassal
kotodik. Ezzel szemben az octreotid €s lanreotid leginkabb az SSTR2 receptorhoz
kotddik, kisebb mértékben az SSTR3 és SSTRS receptorokhoz és elhanyagolhato
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mértékben az SSTR1 és SSTR4 receptorokhoz. Az analdogok szerkezeti eltérései
befolyasolhatjak, hogy melyik receptorhoz kétédnek jobban, igy a hatasuk is némileg
eltérd lehet. A késébbiekben fejlesztett, nem-klasszikus analdgok koziil némelyek csak
egy-egy receptorhoz, masok valamennyi receptorhoz kotédnek (,,universal analogues™).
[106,108]. A pasireotid (SOM230) receptorkotddési spektruma szélesebb, mint a
klasszikus analogoké, az SSTRI1, SSTR2, SSTR3 és SSTRS receptorokhoz is nagy
affinitassal kotédik [109].

A diagnosztikaban a szomatosztatinanalogokat leggyakrabban neuroendokrin
daganatok azonositasara hasznaljuk. Ezek a neuroendokrin sejtekbdl kiinduld ritka
tumorok rendszerint lassan novekednek, azonban attétképzésre hajlamosak. A
hormonalisan aktiv neuroendokrin tumorokra paraneoplasztikus szindroma hivhatja fel a
figyelmet, amit a daganat altal termelt biogén aminok, hormonok és egyéb medidtorok
okoznak. Ezeknek a daganatoknak a diagnosztikaja nehéz és id6igényes feladat lehet, ami
ronthatja a hatékony terapias beavatkozas lehetOségét. Mivel nagy résziik
szomatosztatinreceptort termel, ezért a daganat lokalizalasban jelentds segitséget nytjthat
az SSTR-expresszion alapuld izotopszeintigrafids vizsgalat, az octreoscan. Izotoppal
jelzett szomatosztatinanalogokkal olyan szomatosztatinreceptort termeld, primer vagy
metasztatikus daganat is abrazolhaté in vivo, ami kis mérete miatt a hagyomanyos
képalkoto eljarasokkal nem mutathat6 ki [110-112]. SSTR receptorokat azonban nemcsak
a daganatsejtek termelhetnek, hanem a daganatot koriilvevd érhaldzat sejtjei, gyulladasos
¢s immunsejtek (példdul aktivalt limfocitak) is, ezért az octreoscan olyan daganatok
diagnosztikdjaban is szerepet kaphat, amelyek nem rendelkeznek
szomatosztatinreceptorral (példaul a nemkissejtes tiidorak) [112]. Reubi és mtsai 198
kiilonb6zd eredetli tumorban és szdmos szdvettanilag ép mintaban is vizsgaltdk az SSTR
receptorok kifejez8dését, autoradiografids modszerrel. Megallapitottak, hogy a vizsgalt
daganatok ¢€s az €ép szovetek jelentds része termel valamilyen tipusu SSTR-t. Tovabba a
tumorok egy kis szazalékdban ott is észleltek izotophalmozast, ahol receptorok
(SSTR1-5) nem voltak kimutathatéak, ami ma még nem ismert receptor jelenlétére
utalhat [113]. Az irodalmi adatok alapjan Szomatosztatinanalogokkal végzett
szcintigrafias vizsgalat igy alkalmas lehet nem endokrin eredetli daganatos
megbetegedések, illetve immunmedialt korképek (granulomatézus betegségek,

rheumatoid arthritis) kivizsgalasara is [114-117].
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Terapids szempontbol a szomatosztatinanalégok igen fontos tulajdonsaga, hogy
SSTR receptorokhoz kotddve gatolhatjak a sejtosztddast és apoptozist indukalhatnak. A
sejtosztodast befolyasolo hatasuk attdl fligg, hogy a célszervben milyen SSTR receptorok
fejezOdnek ki, és ezekhez a receptorokhoz az analog milyen affinitassal képes kotddni.
Az analdgok kiilonbozé tipustt SSTR receptorokhoz kotédve eltérd jelutakon keresztiil
fejtik ki antiproliferativ hatasukat. Az SSTR1, SSTR2A, SSTR4 és SSTRS receptorokhoz
kotédo analogok sejtciklus ledllast okoznak a G1 fazisaban, csokkentve a foszforilacid
mértékét a retinoblasztoma fehérjén. Az analdogok az SSTR1 receptoron keresztiil a
Ras/MAPK utvonal aktivacidja és ennek kovetkeztében a ciklin-dependens kinaz (CDK)
inhibitor p21 indukcidja révén is ledllithatjak a sejtciklust. Az SSTR2 receptorhoz ktédo
analogok antiproliferativ hatdsukat a foszfotirozin foszfatdz SHP-1 aktivaciojan keresztiil
fejtik ki. Az SSTRS aktivacioja a guanil-ciklaz és a MAPK gatlasan keresztiil gatolja a
sejtosztodast. A vizsgalati eredményekbdl ugy tlinik, hogy az analdgok apoptozist
serkentd hatasa részben az SSTR3 receptoron keresztiil (p53-dependens), részben pedig
az SSTR2 receptoron keresztiil (p53-independens) megy végbe [106].

A szomatosztatinanalogok sejtosztodast gatld és apoptozist indukald hatasa felvetette
annak lehetdségét, hogy azokat onkologiai korképek kezelésében is alkalmazni lehetne.
A klinikai tanulmanyokat megel6zden szamos sejtkultara kisérletben és allatmodellben
vizsgaltdk a szomatosztatinanaldgok kedvezd hatdsat rosszindulati daganatos
korképekben. Weckbecker és mtsai 6sszefoglalod jellegli kozleményiikben beszamoltak
arrol, hogy tobb human ¢és allati eredetli daganatos sejtvonalon torténtek vizsgalatok arra
vonatkozodan, hogy analdg adasat kovetden hogyan valtozik a sejtosztddas aktivitasa €s
ez milyen dsszefiiggésben all a sejtek SSTR expressziojaval. A legtobb vizsgalt sejtvonal
esetében (vastagbélrak, gyomorrdk, hasnyalmirigyrdk, tiidérak, emlérak, méhnyakrék,
prosztatarak) szomatosztatinanalog adasa gatolta a sejtosztodast, és ezeken a sejteken sok
esetben SSTR receptor is azonosithatd volt [118]. A tobbnyire ragcsalokon végzett in
vivo vizsgalatokban a szomatosztatinanal6gok antiproliferativ hatasat tanulmanyoztak,
SSTR receptort termeld és azt nem termeld daganatokban egyardnt. Az analdgok
antitumor hatasat olyan daganatokban is igazoltak, amelyek SSTR-t nem termelnek, ami
az analogok indirekt sejtosztodast gatld hatasdval lehet Osszefliggésben. Az

allatkisérletekben a vastagbélrak, hasnyalmirigyrak, kissejtes tiidorak, emlorak,
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prosztatardk ¢és non-Hodgkin limféma esetében szomatosztatinanalog adasaval
hatékonyan gatoltak a tumor novekedését [118-120].

A klinikai gyakorlatban a szomatosztatinanal6gokat leggyakrabban a neuroendokrin
daganatok kezelésében alkalmazzuk. Az analdégok a hormontermelést gatldo hatasuk
kovetkeztében igen hatékonyan csokkenthetik a neuroendokrin daganattal tarsulo
paraneoplasztikus szindroma tiineteit. A hormonalisan aktiv, jol (G1) és kdzepesen (G2)
differencialt neuroendokrin daganatok esetében a szomatosztatinanalogok a kezelés
alapjat képezik, tovabba a rosszul differencialt (G3) karcinoma esetében is enyhithetik a
tiineteket. A neuroendokrin daganatok jelentds része SSTR receptort termel, és ezekkel a
receptorokkal az analdgok izotophoz (elsésorban 90-ittrium ¢€s 177-lutécium) kotott
formait is felveszik, dusitjak. A peptidradionuklid-kezelés a lokalis citotoxikus hatasa
révén az eldrehaladott G1 és G2 neuroendokrin daganatok kezelésében lehet hatékony
[121].

Az utdbbi években latott napvilagot két vizsgalat, amelyben igazolast nyert, hogy a
szomatosztatinanaldgok nemcsak a hormontermelést gatlé hatasuk kovetkeztében, vagy
a peptidradionuklid-kezelés révén lehetnek hatékonyak a neuroendokrin daganatok
kezelésében. Igy klinikai vizsgalatok is megerdsitették azt a gyakorlati tapasztalatot, hogy
az analogok képesek gatolni a daganatok novekedését. A PROMID-vizsgalat (Placebo
controlled, doubleblind, prospective, Randomized study on the effect of Octreotide LAR
in the control of tumor growth in patients with metastatic neuroendocrine MIDgut tumors)
volt az els6 placebokontrollalt, kettés vak vizsgalat, amely igazolta az octreotid LAR
(long acting release) daganatnovekedést gatld hatasat. A vizsgalatba jol differencialt,
inoperabilis vagy metasztatikus, kozépbél- (vékonybél-) eredetli neuroendokrin
daganatban szenved6 betegeket vontak be. Az octreotidot kapd csoport atlagos
progressziomentes talélése szignifikansan hosszabb volt a placebot kapd csoporthoz
képest. Hat honap elteltével az octreotidot kapd csoportban a betegek 66%-aban, mig a
placebocsoportban a betegek minddssze 37%-aban volt stabil a betegség. A klinikai
valasz tekintetében a hormonalisa aktiv és inaktiv daganatban szenvedd betegek kozott
nem volt érdemi eltérés. Az octreotid azoknal a betegeknél volt kiillondsen hatékony,
akiknél a primer daganat eltavolitasra keriilt, illetve a maj daganattomege 10%-nal
kevesebb volt [122]. A 2014-ben kozzétett CLARINET-vizsgalatban (Controlled Study

of Lanreotide Antiproliferative Response in Neuroendocrine Tumors) a lanreotid
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antitumor hatasat vizsgaltdk olyan hormonalisan inaktiv, jol és kozepesen differencialt,
lokalisan nem reszekalhato vagy metasztatikus neuroendokrin daganatokban szenvedé
betegekben, akiknél a szcintigrafias vizsgalat a daganatban szomatosztatinreceptor-
pozitivitast igazolt. A betegek harmadaban a majattétek a maj 25%-anal nagyobb részét
érintették. A lanreotiddal kezelt csoportban a progressziomentes tulélés szignifikdnsan
hosszabbnak bizonyult a placebocsoporthoz képest. [123] Mindkét vizsgalatban a
szomatosztatinanalog dontéen emésztorendszeri mellékhatasokat (puffadas, hasmenés,
epekovesség) okozott.

Mivel a szomatosztatinanalogok antitumor hatasa szdmos, kiilonféle eredetii daganat
esetében, in vitro €s in vivo kisérletben is igazolast nyert, ezért az utdbbi években tobb
klinikai vizsgalat indult azzal kapcsolatban, hogy vajon az anal6gok nem neuroendokrin
eredetli daganatok esetében is hatékonyan alkalmazhatok-e az onkoldgiai gyakorlatban
[124]. Az analogok antitumor hatasat emésztérendszeri daganatokban (gyomor,
vastagbél, mdj, hasnyalmirigy) is vizsgaltak. Kiterjedt, kemoterapias kezelésre nem
reagalo gyomorrdkban ¢és vastagbélrdkban szenvedd betegek octreotid kezelése
szignifikansan ndvelte a tulélést a legjobb tAmogatd kezelést kapd betegesoporthoz képest
[125]. Mas tanulmanyokban ugyanakkor az octreotid vagy a lanreotid antitumor hatasa
nem igazolodott kiterjedt kolorektalis karcinoma esetében, és az analdog addsa sem a
betegség progresszidjat, sem a talélést tekintve nem bizonyult hatékonynak [126,127].
Az octreotid hasnyalmirigy eredetli ductalis karcinoma kezelésében betoltott szerepével
kapcsolatban a klinikai vizsgalatok eredményei nem egybehangzoak. Friess és mtsai
vizsgalatukban megallapitottdk, hogy a kis dozist octreotid kezelés nem hatékony
elérehaladott hasnyalmirigyrak kezelésében [128]. Cascinu és mtsai az octreotid
tumorellenes hatdsat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy kemoterapidra nem
reagald, kiterjedt hasnyalmirigyrakban az analég adasa javitotta a talélést a tamogatd
kezeléshez képest, bar objektiv terapias valaszt nem igazoltak [125]. Kiterjedt
hepatocellularis karcindmaban az octreotid kezelés jelentdsen javitotta a talélést a
kezelést nem kapd betegcsoporthoz képest [129]. Witzig és mtsai limfoproliferativ
betegségben (NHL, CLL, CTCL) szenvedd pacienseket vontak be a vizsgélatukba.
Naponta harom alkalommal, subcutan alkalmazott, 150 pug szomatosztatin adasa esetén a
low-grade NHL csoportban a betegek 36%-anal, a CTCL csoportban a betegek 44%-anal

értek el részleges remissziot, teljes remissziot egyik csoportban sem észleltek [130]. Tobb
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klinikai vizsgalatban a szomatosztatinanalégok hatékonysagat értékelték kiterjedt vagy
kemoterapias kezelésre nem reagalo, kissejtes tiidérakban (SCLC) szenvedé betegekben.
Sem az octreotid, sem a lanreotid monoterapia nem bizonyult hatékonynak a SCLC
kezelésében [131-133]. Az analdogok emlbrak kezelésében betoltott szerepére
vonatkozoan szintén tobb tanulmany késziilt. Egy olasz munkacsoport kordbban nem
kezelt, emlérakban szenvedd betegeket vont be a vizsgalataba, akiknek a tamoxifen
kezelését lanreotiddal egészitették ki. A betegek 12,5%-dban teljes remisszidt, €s
37,5%-aban részleges remissziot tapasztaltak, az IGF-1-szint jelentés csokkenése mellett
[134]. Bontenbal és mtsai metasztatikus emlérakban szenvedd betegek egyik
csoportjaban a hagyomanyos tamoxifen kezelést octreotiddal és anti-prolaktin hatasu
CV 205-502 kezeléssel egészitették ki. Tamoxifen monoterdpia esetén a betegek
36%-aban, kombinalt kezelés esetén a betegek 55%-aban tapasztaltak objektiv valaszt. A
progresszioig eltelt median id6 tamoxifen monoterapia mellett 33 hét, mig a kombinalt
kezelés mellett 85 hét volt [135]. O'Byrne és mtsai korabban mar metasztatikus
emlddaganat miatt kezelt betegeknek adtak szomatosztatinanalég vapreotidot.
Eredményeik szerint bar a vérben az IGF-1-szint jelentdsen csokkent, a daganat mérete
egyetlen betegnél sem valtozott a vapreotid kezelés hatasara, és a kezelés megkezdését
kovetéen harom honapon beliil minden betegnél progressziot észleltek [136]. Hormon
kezelésre nem reagald, prosztatadaganatban szenvedd betegek hosszi hatdsu
SMA 201-995 kezelése utan Logothetis és mtsai megallapitottak, hogy az analdg adasa
fokozta a tumor ndvekedését, és tapasztalatuk szerint az analdg érzékenyitheti a
daganatos sejteket a késébbi kemoterapias kezelésre [136]. Figg és mtsai szintén hormon
kezelésre nem reagald, metasztatikus prosztatardk fennalldsa esetén alkalmaztak
intravénas lanreotid kezelést, azonban sem a daganat radiologiai paramétereit tekintve,
sem a szérum PSA szintjét tekintve nem tapasztaltak klinikai javulast [137].

A szomatosztatinanalogok sejtkultura kisérletekben és allatmodellekben tapasztalt
kedvezd, daganatellenes hatdsat az eddig elvégzett human vizsgalatok tehat nem
igazoltak teljes mértékben. Ennek egyik oka lehet, hogy a monoklonalis tumor
modellekkel szemben az emberi szervezetben a daganatok szomatosztatintermelése nem
homogén, tovabba a szolid tumorok egy részében az SSTR-expresszid a
differencidlatlanabb daganatokra jellemzd, aminek rosszabb a prognoézisa. A human

tanulmanyokat sok esetben olyan betegek bevonasaval végezték, akiknél a betegség késoi
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stadiumban kertilt felfedezésre, illetve az is ismeretes, hogy a megel6zé kemoterapids
kezelés modosithatja a daganat szomatosztatinreceptor profiljat. Az eddig elvégzett
klinikai vizsgalatok jelent0s részében az SSTR2 receptorra specifikusabb analdgot
teszteltek kiilonbozé doézisokban alkalmazva, de nem egyértelmii, hogy az analdégok
daganatellenes hatasat valoban ez a molekulacsoport kozvetitheti-e a leghatékonyabban

[138].
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataim célja

a sejtosztddas és az apoptozis intenzitasanak vizsgalata szoveti szinten, az élettani
Oregedés soran a vastag- és végbélhamban, valamint a kolorektalis adenoma-
karcindéma szekvencia soran;

a proliferaciot és az apoptozist szabalyozo gének mRNS-expresszios vizsgalata
kolorektalis biopszias mintakon az 6regedés és a Karcinogenezis soran;

a vastag- és végbélham szomatosztatintermelésének vizsgalata az élettani
Oregedés, €s a vastagbélrak kialakulasa soran, mRNS- és fehérjeszinten egyarant;
a szomatosztatinanalog octreotid sejtosztodast és apoptozist befolyasold
hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtvonalon;

¢és a génexpresszio valtozasanak vizsgalata demetilald kezelést kovetden, HT-29

sejtvonalon.
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4. MODSZEREK

4.1. Betegek és mintak

A diagnosztikus célu, rutin kolonoszkopidt megelézéen a paciensek, illetve
kiskoruak esetében azok sziilei vagy torvényes képvisel6i aldirtdk a Tudoményos
Kutatasetikai Bizottsag altal jovahagyott betegtajékoztatd €és beleegyezd nyilatkozatot,
amelyben hozzajarultak a biopszias mintak kutatasi céli felhasznalasahoz. Egyik beteg
sem részesiilt a késObbiekben diagnozisra keriilt vastagbélbetegségére vonatkozd
gyogyszeres kezelésben a kolonoszkopia idépontjaban, illetve azt megel6z6 harom
hoénapban. A vizsgélataimba bevont paciensek fontosabb adatait a 4. és az 5. tdblazatban
foglaltam Ossze. A fehérjeszintli vizsgédlatokhoz a szovettani diagnosztika céljabol,
paraffinos blokkokbol késziilt metszeteket hasznaltam Az RNS-izolalashoz vett biopszias

mintakat RNAlater stabilizal6 reagensbe helyeztem ¢és felhasznalasig -80°C-on taroltam.
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4. tablazat: A sejtosztodas és apoptozis intenzitasanak vizsgalatahoz, valamint az
azokat szabalyoz6 gének MRNS-expresszios vizsgalatahoz bevont paciensek

betegségcsoportonként megadott szama és atlagéletkora.

Immunhisztokémia

Betegcsoport Paciensek szima (N6/Férfi) | Atlagéletkor = Széras (év)
Gyerek (Gy) 14 (7/7) 11,2+5,5
Egészséges feln6tt (N) 10 (4/6) 60,0 + 14,2
Adendéma (Ad) 10 (4/6) 66,7 + 3,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 10 (3/7) 68,5+ 14,4
Osszesen 44 (18/26)

Affymetrix microarray elemzés

Betegcsoport Paciensek szaima (N6/Férfi) | Atlagéletkor = Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (2/4) 11,2+5,3
Egészséges feln6tt (N) 41 (26/15) 53,0+ 159
Vastag- és végbélrak (CRC) 34 (19/15) 68,5+ 10,3
Osszesen 81 (47/34)

Tagman RT-PCR validdcio — Eredeti mintaszett

Betegcsoport Paciensek szima (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (2/4) 122+5,3
Egészséges feln6tt (N) 6 (3/3) 57,7+ 18,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 6 (4/2) 69,0+ 7,0
Osszesen 18 (9/9)

Tagman RT-PCR validacio — Fiiggetlen mintaszett

Betegcsoport Paciensek szima (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (3/3) 5,5+3,4
Egészséges feln6tt (N) 6 (3/3) 53,0+ 16,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 6 (1/5) 64,3 +10,8
Osszesen 18 (7/11)
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5. tablazat: A vastagbél lokalis szomatosztatintermelésének vizsgalatahoz bevont

paciensek betegségcsoportonként megadott szama és atlagéletkora.

Affymetrix microarray elemzés

Betegcsoport Paciensek szama (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (2/4) 12,2 +5,3
Egészséges felnétt (N) 41 (26/15) 53,0+ 15,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 34 (19/15) 68,5+10,3
Osszesen 81 (47/34)

Tagman RT-PCR validdcio — Eredeti mintaszett

Betegcsoport Paciensek szama (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (2/4) 122 +5,3
Egészséges felnétt (N) 6 (3/3) 57,7+ 18,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 6 (4/2) 69,0+ 7,0
Osszesen 18 (9/9)

Tagman RT-PCR validdcio — Fiiggetlen mintaszett

Betegcsoport Paciensek szama (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 6 (3/3) 55+34
Egészséges felnott (N) 6 (3/3) 53,0+ 16,9
Vastag- és végbélrak (CRC) 6 (1/5) 64,3+10,8
Osszesen 18 (7/11)

Immunhisztokémia

Betegcsoport Paciensek szama (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 14 (7/7) 9,86 £ 6,0
Egészséges felnétt (N) 20 (11/9) 58,5+ 14,0
Vastag- és végbélrak (CRC) 23 (13/10) 67,3+10,5
Osszesen 57 (31/26)

Metilacios array elemzés

Betegcsoport Paciensek szama (N6/Férfi) | Atlagéletkor + Széras (év)
Gyerek (Gy) 5 (2/3) 72+6,3
Egészséges felnétt (N) 5 (2/3) 56,8 + 18,7
Vastag- és végbélrak (CRC) 9 (5/4) 65,8 £9,1
Osszesen 19 (9/10)
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4.2. A proliferacio és az apoptozis vizsgalata kolorektalis biopszias mintakon,

szoveti és mRNS-szinten

4.2.1. Az 0szt6do sejtek azonositasa — Ki-67 immunhisztokémia

A vastagbélhamban o0szt6dd sejtek azonositasdhoz a rutin endoszkopos
beavatkozasok sordn nyert biopszias mintakat hasznaltam fel. A mintak pontos szovettani
kiértékelése minden esetben patologus segitségével tortént. Az immunhisztokémiai
vizsgédlatban Osszesen 14 szovettanilag ép gyermek mintat, valamint a felndtt
paciensektél 10-10-10 db normal, adendémés és rosszindulati daganatos mintat
vizsgaltam. A felndttektdl szarmazo, formalinban fixalt, paraffinba agyazott blokkbdl,
elézetes mikroszkopos orientaciot kovetden 1 mm atmérdjii szovethengereket kozos
recipiens blokkba helyeztem, rogzitett sorrendben, ugynevezett szoveti microarrayt
(tissue microarray /TMA/) létrehozva. Mind az igy elkészitett TMA-bol, mind a
formalinban fixalt és paraffinba agyazott gyermek biopszias mintakbol 5 um vastagsagu
metszeteket készitettem hagyomanyos targylemezre. Az immunhisztokémiai
vizsgalathoz elsd 1épésben a metszetek beagyazashoz hasznalt paraffint eltdvolitottam
(un. deparaffinalas) (2x5 perc xilol, 2x3 perc abszolut etanol, 2x3 perc 96%-0s etanol),
majd a mintakat rehidraltam (2x5 perc PBS /phosphate buffered saline/). Az endogén
peroxidaz aktivitast 20 percig tartd, 1%-os hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltam
szobahdmérsékleten, majd a metszeteket PBS-ben mostam (3x3 perc). Az
antigénfeltarashoz pH 9,0-es TRIS-EDTA pufferbe helyeztem a targylemezeket, és 10
percig 900 W, majd 40 percig 370 W teljesitményen melegitettem mikrohullamu siitében.
Forralast kovet6en a mintakat szobahdmérsékletre hiitdttem le (kb. 30 perc), majd PBS-be
helyeztem Oket. Az aspecifikus kotédés megakadalyozasara a metszeteket 1%-0s BSA-
PBS oldatban 20 percig inkubaltam. A Ki-67 immunhisztokémiai kimutatasahoz a
mintakat anti-Ki-67 monoklonalis egér antitesttel (Klon: MIB-1, 1:100 higitas, Dako,
Glostrup, Dania) kezeltem, majd 60 percig nedves kamraban inkubéaltam. Mésodlagos
jeloléanyagként anti-egér Alexa Fluor 546-ot hasznaltam (1:200 higitas, 30 perc,
Invitrogen, Carlsbad, USA), majd a metszeteket PBS-ben mostam [139].
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4.2.2. Az apoptotikus sejtek azonositisa —
TdT-mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL) médszer

Az 0szt6do sejtek jelolését kovetden az antigénfeltaras részeként a metszeteket
nukleazmentes proteinaz K-val (20 pg/ml, 20 perc, F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Sviéjc) emésztettem szobahdmérsékleten. Kétszeri alapos PBS-ben valdé mosast kovetden
a mintakra 50 pul TUNEL (TUNEL In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein,
katalogusszam: 11684795910, Roche) reakci6 elegyet (5ul 10x TdT enzim oldat, és 45ul
dUTP oldat, Roche) vittem fel. A metszeteket 120 percig inkubaltam 37°C-on, sotétitett
nedves kamraban. A Ki-67- és TUNEL-negativ, nyugvo sejtek magjait Hoechst-festéssel
(5 ul Hoechst festék + 10 ml TBS, 1 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) tettem
lathatova [139].

4.2.3. A proliferacio-apoptoézis arany, a mitotikus index és az apoptotikus index

meghatarozasa digitalizalt metszeteken

A targylemezre rogzitett és megfestett biopszias és TMA mintdkat nagy
felbontasu digitalis szkenner segitségével (Pannoramic Scan, szoftver verzio: 1.11.25.0,
3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) archivaltuk. A mintak kiértékeléséhez
Pannoramic Viewer digitalis mikroszkopot (verzio: 1.11.43.0, 3DHistech Kft., Budapest,
atmetszetli vastagbélkriptdkban, mintanként 500-1000 hamsejtet szamoltam le (a minta
nagysagatol fiiggden), a programba épitett jelzd/szamold modul segitségével (Marker
Counter). A kriptak bazisatol a luminalis nyilasig vizsgaltam a hamsejteket, mivel ezek
mutatjadk a hamsejtek érésének egyes fokozatait. Azokat a mintakat, amelyeknél
keresztmetszeti sikban tortént a szOvettani metszés, vagy 500-nal kevesebb Kripta
hamsejtet tartalmaztak, kizartam a vizsgalatbol. Azokat a sejtmagokat tekintettem
pozitivnak a Ki-67- (piros), TUNEL- (z61d) és Hoechst-festés (kék) esetén, amelyeknél a
festés a teljes sejtmagot érintd, erds szinreakciot adott. Az 0sztddo, apoptotikus €s nyugvo
sejtek szamdnak pontos ismeretében minden mintdban meghataroztam a proliferacio-

apoptozis aranyt (PAR /proliferative-apoptotic ratio/), a mitotikus indexet (M1 = 0szt6do

54



DOI:10.14753/SE.2016.1825

sejtek szama/0sszes hamsejtek szama) és az apoptotikus indexet (Al = apoptotikus sejtek

szdma/0sszes hamsejtek szama).

4.2.4. Affymetrix oligonukleotid microarray vizsgalat

A biopszias mintakbol a teljes RNS-izolalast RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen Inc.,
Germantown, USA) végeztem a gyartd eldirdsait kovetve. Az izolalt RNS mennyiségét
abszorbanciaméréssel ~ (NanoDrop  ND-1000  Spectrophotometer,  NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, USA), a mindségét kapillaris gélelektroforézis
(2100Bioanalyzer és RNA 6000 Pico Kit, Agilent Inc., Santa Clara, USA) segitségével
vizsgaltuk. A teljes izolalt RNS-b6l (mintanként 1-8 pg) biotinnal jelolt cRNS-probakat
szintetizaltunk. A fragmentdcidhoz az Affymetrix leirdsdt pontosan kovetve

(http://www.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_s2_manual.pdf) a

One-Cycle Target Labeling és Control Kit-et hasznaltam. Mintanként 20 pg fragmentalt
CRNS-t HGU133 Plus2.0 array-re (Affymetrix) hibridizaltuk (45°C, 16 6ra). A chipeket
Fluidic Station 450 berendezéssel mostuk és antitest amplifikacios festési modszerrel
festettiik, a gyarto itmutatasai szerint. A fluoreszcens jeleket GeneChip 3000 szkennerrel
(Affymetrix) detektaltuk [140].

4.2.5. A microarray adatok megerdsitése valds idejii polimeraz lancreakcioval —

Tagman RT-PCR

A proliferaciot és apoptdzist szabalyozd gének mRNS-expresszidjanak
microarray-jel torténé vizsgalatait kovetéen eredményeinket Osszevetettik mas
munkacsoportok adataival is, ami a GEO (Gene Expression Omnibus) adatbankban

érhetd el (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; hivatkozasi szam: GSE18105). Ennek

iIsmeretében a tovabbiakban 10 kivalasztott gén expressziojat vizsgaltuk Tagman RT-
PCR-rel, az eredeti mintaszetten, vagyis azon mintak esetében, amelyeknél megel6zden
microarray vizsgalat is tortént és fiiggetlen mintaszetten egyarant. Mind az eredeti, mind
a fliggetlen mintak esetében 6-6 szovettanilag ép gyermek (Gy) biopszias mintat, 6-6

egészséges felndtt (N) ¢és 6-6 kolorektalis karcinoma (CRC) biopszids mintat
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tanulmanyoztunk. A vizsgalatban résztvevo paciensek adatait a 4. tablazat foglalja ssze.
Referenciaként a 18S riboszomalis RNS-t és a GAPDH-t alkalmaztuk.

A teljes RNS-izolalas, a mennyiségi és mindségi vizsgalat a fent mar részletezett
modon tortént. Mintanként 1 pg teljes RNS reverz transzkripciojat végeztem High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit és RNase Inhibitor alkalmazasaval (Life
Technologies, Carlsbad, USA). Az igy létrehozott cDNS mindségi ellendrzését SDHA
valos idejii PCR-rel (Roche) végeztem. A kivalasztott gének mRNS-expresszids
vizsgalathoz mintanként 16,7 ng cDNS-t hasznaltam fel, amit a TagMan Gene Expression
Master Mix-hez (Life Technologies) adtam. A mérést LightCycler 480 (Roche)
késziiléken végeztem Mono Colour Hydrolysis Probe / UPL Probe detekcidval. A mérés
soran a denaturaciot kovetéen (95°C, 10 perc) 40 PCR ciklus zajlott (amplifikacio: 95°C,
15 masodperc, és 60°C, 1 perc).

4.3. A vastag- és végbélham szomatosztatintermelésének vizsgalata

biopszias mintakon

4.3.1. Affymetrix oligonukleotid microarray és valos idejii polimeraz lancreakcio

(Tagman RT-PCR)

A szomatosztatint kodolo gén kifejezddését Affymetrix oligonukleotid microarray
vizsgalattal, az eredmények validacigjat valos idejii polimeraz lancreakcidval (Taqman)
végeztem az eredeti és fliggetlen mintaszetten egyarant, a fentiekben részletezett modon.
A vizsgélatba bevont gyermek ¢és felndtt paciensek klinikai adatait az 5. tablazat foglalja

0ssze.

4.3.2. Szomatosztatin immunhisztokémia

A rutin endoszkopos beavatkozas soran vett, formalinban fixalt és paraffinba
agyazott, szovettanilag ép feln6tt (n=20) és daganatos (n=23) biopszids mintakbol 2 mm
atméroju szovethengereket metszettem ki €s helyeztem TMA recipiens blokkba. Tovabba
14 normal gyermek biopszids mintdn is vizsgaltam a kolorektalis ham

szomatosztatintermelését fehérjeszinten. A TMA és gyermek biopszias mintakbol 5 pm
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vastagsdgu metszeteket készitettem az immunhisztokémiai vizsgalathoz. A
deparaffinalast kovetden (2x5 perc xilol, 2x3 perc abszolut etanol, 2x3 perc 96%-0S
etanol) az endogén peroxidaz gatlasat (0,5% hidrogén-peroxid és metanol keveréke, 30
perc, szobahdmérséklet), majd PBS-ben valé mosas utan az antigénfeltarast (Target
Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Dania, kod: S1699, puffer pH: 6,0) végeztem el
mikrohullamu siitében (900 W, 10 perc, majd 370 W, 40 perc). Mosast kovetden az
aspecifikus kotddés megakadalyozasara a metszeteket 1%-0S BSA-ban 20 percig
inkubaltam. A szomatosztatint termel6 sejtek immunhisztokémiai azonositasahoz nytl
anti-human poliklonalis antitesttel (Thermo Scientific, California, USA, kod: RB-038-A,
higitas: 1:50, 16 6ra, Szobahémérséklet) inkubaltam a mintakat, nedves kamraban. Alapos
PBS-ben torténd mosast kovetden a marker expresszidjat EnVision + polimer torma-
peroxidaz (HRP) konjugatum (Labeled Polymer Anti-Rabbit, 40 perc, kod: K4003, Dako)
¢s DAB-hidrogén-peroxiddz kromogén-szubsztrat kit (Cytomation Liquid DAB +
Substrate Chromogen System, 10 perc, kod: K3468, Dako) felhasznalasaval mutattam ki.
A jelkonvertald reakci6 leallitdsa utdn a sejtmagokat hematoxilines magfestéssel tettem

lathatova.

4.3.3. A vastag- és véghélham szomatosztatint termelé sejtjeinek azonositasa

digitalizalt targylemezeken

A szomatosztatint termeld sejtek jelolését kovetden a metszeteket nagy felbontasi
digitalis szkenner segitségével (Pannoramic Scan, szoftver verzio: 1.11.25.0,
3DHISTECH Kft.) archivaltuk, majd a mintdk kiértékeléséhez Pannoramic Viewer
digitalis mikroszkopot (verzid: 1.11.43.0, 3DHistech Kft.) hasznaltam. Valamennyi
szamoltam le, a Marker Counter modul segitségével. Nem megfeleld orientacid, illetve
500-nal kevesebb hamsejt esetén a mintat kizartam a vizsgalatbol. A szomatosztatin
immunhisztokémia kiértékelésnél minden esetben azokat a sejteket tekintettem
pozitivnak, amelyekben erds, barna citoplazmatikus reakciot figyeltem meg (6. abra). A
szomatosztatint termel6 sejtek és az Osszes kripta hamsejt szamanak pontos ismeretében

meghataroztam az SST-t termel0 sejtek aranyat.
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6. abra: A szomatosztatint termel6 sejtek immunhisztokémiai azonositasa.

Az immunhisztokémiai jelolést kdvetben a vastagbélhamban a szomatosztatint termel6 sejtek
citoplazmaja erGs barna festddést mutat (piros nyil). A felvételt digitalis mikroszkop segitségével

készitettem, 700x nagyitas.
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4.4. A szomatosztatinanalog octreotid sejtosztodast és apoptozist befolyasolo

hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtvonalon

4.4.1. Caco-2 sejtvonal octreotid kezelése

A Caco-2 humén epithelidlis adenokarcinoma sejtvonalat a DSMZ
(Braunschweig, Németorszag, katalogusszam: ACC-169) bocsatotta rendelkezésiinkre, a
sejtkultara kisérletet specialis, patogénsejtek vizsgalatara alkalmas laboratériumban
végeztilk. A sejteket MEM médiumban (Sigma-Aldrich, kataldogusszam: M 2279)
tenyésztettik, 20% FCS (Sigma-Aldrich, katalogusszam: F2442) ¢és 160 pg/ml
gentamycin (Sandoz GmbH, Schaftenau, Ausztria) hozzaadasaval. Lyukanként 70000
Caco-2 sejtet iltettiink egy 24 lyuka sejttenyésztd lemezre MEM médiumban,
gentamycin és FCS felhasznalasaval. Huszonnégy ora elteltével a médiumot lecseréltiik,
és a sejtekhez MEM-t és gentamycint adtunk FCS nélkiil, valamint octreotidot (Sandoz
GmbH) a kovetkezd koncentracioban: 0,1 nmol/l, 1,0 nmol/l, 2,5 nmol/l, 5,0 nmol/l és
10,0 nmol/l. Valamennyi koncentracié esetében harom parhuzamos mérést végeztiink.
Huszonnégy, 48 illetve 72 6ra elteltével a sejteket 6sszegyiijtottiik, 0,5 ml steril PBS-ben
kétszer atmostuk, végil 1,0 ml, 70%-os, jéghideg etanolba helyeztiik, és a tovabbi

vizsgalatig -20°C-on taroltuk.

4.4.2. Aramlasi citometriai (flow cytometria) vizsgalat

és a Sub-G1 sejtfrakcio azonositasa

A mintdk centrifugalasat kovetéen (1300 rpm, 3 perc) a sejtekhez 300 ul
extrakcios puffert és 3 ul RNazt (RNase A/T1 Mix, Thermo Fisher Scientific Baltics
UAB, Vilnius, Litvania) adtunk. Szobahémérsékleten végzett, 15 perces inkubacio utan
3 ul propidium-jodiddal (Sigma-Aldrich, katalogusszam: 81845) kezeltiik a sejteket. Az
aramlasi citometriai mérést Becton Dickinson Immunocytometry Systems (Mountain

View, California, USA, sorozatszam: 81313) késziiléken végeztiik.
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4.5. A szomatosztatinpromoter-metilacio és reverzibilitasanak vizsgalata

45.1. Metilacidészenzitiv restrikcios enzimmel valo emésztés

és valos idejii polimeraz lancreakcio (Metilaciospecifikus PCR)

A metilaciospecifikus PCR-vizsgélathoz szOvettanilag ép gyermek, felnétt €s
kolorektalis daganatban szenvedd betegektdl, rutin kolonoszkopia soran vett biopszias
mintdkat hasznaltam fel. A vizsgalat soran 5 szovettanilag ép gyermek mintat, 5 normal
feln6tt mintat és 9 daganatos mintat vizsgaltam. A DNS kinyeréséhez a biopsziakat 2%-0s
SDS-ben homogenizaltuk, majd a mintak emésztése proteinaz K tartalmi puffer oldatban
(4 mg/mL) tértént, 60°C-on, 16 6ran keresztiil. A DNS-izolalast High Pure PCR Template
Preparation Kit-tel (Roche Applied Science, Penzberg, Németorszag) a gyarto Gitmutatasa
szerint végeztiik. Az igy kinyert DNS-t 2x100 ul RNaz és DNaz mentes vizben taroltam
-20°C-on. A szomatosztatint kodolo gén DNS-metilacios profiljanak vizsgalatat EpiTect
Methyl qPCR Array System (Qiagen, Hilden, Németorszag) alkalmazasaval végeztiik.
Az izolalt DNS-t metildciodependens, illetve metilacidszenzitiv restrikcios enzimekkel
inkubaltuk 37°C-on 16 6ran keresztiil, majd 65°C-on a metilazaktivitas felfliggesztésének
céljabol. A 120 pl reakcio térfogatok 500 ng genomialis DNS-t tartalmaztak. Az
enzimatikus emésztést kdvetden fluoreszcens festék és Master Mix hozzaadasa utan a
fluoreszcencia-alapu, kvantitativ PCR-vizsgalatot LightCycler 480 (Roche) késziiléken
végeztiik. A PCR-reakcid valds idejlii adatrogzités mellett az alabbi 1épésekbdl allt:
95°C-ra hevités 10 percig, majd 40 PCR ciklus (97°C, 15 masodperc, majd 72°C, 1 perc).
A PCR termékek specifikussaganak ellendrzése céljabol a PCR-reakcid utan olvadaspont
analizist végeztiink a kovetkezd paraméterekkel: hOmérsékleti tartomany: 65°C-t6l

95°C-ig, hdmérséklet emelkedés: 0,04°C, fluoreszcencia mérés: 1 masodperc.

4.5.2. A szomatosztatint kodolé gén kifejezédésének vizsgalata demetilalé hatasu

5-aza-2'-dezoxicitidin adasat kovetoen HT-29 sejtvonalon
HT-29 colon adenokarcinoma sejteket (ATCC szam: HTB-38) tenyésztettiink

10%-o0s FCS-t (Sigma-Aldrich) tartalmazé RPMI-1640 médiumban, 37 °C-on, 5% CO>

koncentracio mellett. A 25 cm?-es sejttenyésztd flaskak mindegyikében 1,5x10° sejtet
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novesztettik 24 oran keresztiil, majd a sejteket 10 puM, demetildld hatasa
5-aza-2'-dezoxicitidinnel (5-Aza-dC) (Sigma-Aldrich) kezeltiik 72 oraig, FCS-mentes
médiumban. A kontrollként hasznalt sejtkultirahoz PCR-tiszta vizet és ecetsavat, az
5-Aza-dC oldoszerét adtuk 1:1 aranyban. A kezelt és a kontroll mintak esetében is 3-3
parhuzamos mérést végeztiink. A kezelést kovetéen a HT-29 sejtekbdl teljes RNS-t
izolaltunk RNeasy Micro Kit (Qiagen Inc.) hasznalataval, a gyartd Gtmutatasa szerint. Az
izolalt nukleinsav mindségét kapillaris gélelektroforézissel (2100Bioanalyzer és RNA
6000 Pico Kit) ellendriztiik. A microarray vizsgalathoz mintanként 5-50 ng teljes RNS-t
hasznaltunk, amennyiben annak RIN értéke 7 és 10 kozott volt. Egykoros IVT sokszorozo
és jelold reakciot végeztiink One-Cycle Target Labeling and Control Kit (Affymetrix)
felhasznalasaval. A fragmentalt cRNS-t HGU133 Plus2.0 array-re (Affymetrix)
hibridizaltuk (45 °C, 16 6ra). A chipeket Fluidics Station 450 berendezéssel mostuk, és a
hasznalati itmutatonak megfeleléen ellenanyag sokszorozo festési eljarassal jeloltiik
(EukGE_Ws_2v5 mosasi protokoll és 10ug/ml sztreptavidin-fikoeritrin /Molecular
Probes/). A fluoreszcens jeleket GeneChip 3000 leolvasoval detektaltuk 570 nm-en. A
microarray vizsgalat adatai a GEO adatbankban elérhetéek a GSE29060 hivatkozasi

szamon.

4.6. Statisztikai elemzés

A Ki-67 és TUNEL immunhisztokémia statisztikai értékeléséhez ANOVA-tesztet
és Tukey HSD-tesztet alkalmaztunk. Mindkét esetben a szignifikanciahatart p<0,05
értéknél allapitottam meg. Az Affymetrix oligonukleotid microarray vizsgalat nyers
eredményeinek eléfeldolgozasat GCRMA metodikaval végeztiik. Az eltérd expressziot
mutatd proliferaciot és apoptdzist szabalyozd géneket SAM elemzéssel azonositottuk. A
szelekcidhoz a FoldChange (LogFC) és modositott p-értékeket hasznaltunk, vagyis
azokat a valtozéasokat vettem figyelembe, amelyek legalabb kétszeres novekedést, vagy
felére torténd csokkenést mutattak a mintacsoportok kozott, p<0,05 érték mellett.
Valamennyi, eltérd expressziot mutatd gén tovabbi vizsgalatit ANOVA- és Tukey HSD-
teszttel végeztilk. A microarray vizsgalat adatai a GEO adatbankban érhetdek el

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) a GSE10714, GSE37364 és GSE37267 hivatkozasi

szamon. A PCR validacidé soran mindharom mintacsoportban (normal gyermek, normal
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felnott ¢s CRC) 12 biopszidas mintat (6 eredeti és 6 fiiggetlen) vizsgaltunk. A
normalizaciéhoz 18S riboszomalis RNS-t hasznaltunk belsd kontrollként. A statisztikai
elemzéshez ANOVA- és Tukey HSD-tesztet alkalmaztunk a kovetkezd kritériumok
figyelembe vételével: Fold change < 0,5 illetve Fold change > 2,0 tovabba p-érték < 0,05.

A szomatosztatin-mRNS-expresszio  Affymetrix oligonukleotid microarray
eredményeinek értékeléséhez elészor GCRMA moddszert alkalmaztunk, majd a
mintacsoportok kozotti dsszehasonlitashoz ANOVA- és Tukey-tesztet hasznaltunk. A
PCR validacio soran belsé kontrollként 18S riboszomalis RNS-t hasznaltam, és szintén
ANOVA- és Tukey-tesztet alkalmaztunk a kovetkez6 kritériumokkal: Fold change < 0,5
vagy Fold change > 2,0 és p<0,05. Az immunhisztokémiai adatok kiértékelését ANOVA-
¢és Tukey-teszttel végeztiik, a szignifikanciahatart a p<0,05 értéknél allapitottuk meg.

A Caco-2 sejteknek a sejtciklus kiilonbozd stadiumaiban (Sub-G1, G1, S, G2 és
M) valdé megoszlasat Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk 0ssze az octreotiddal kezelt és
a kontrollcsoport kozott. Szignifikanciahatart a p<0,05 értéknél allapitottuk meg.

A hérom mintacsoportban (gyermek, felnétt, CRC) az SST-promotermetilacio
mértékének Osszehasonlitisdthoz ANOVA- és Tukey-tesztet hasznaltunk a metildcios
array vizsgalat adatainak kiértékeléséhez.

A HT-29 sejtek szomatosztatinexpressziojat Student-féle t-teszttel hasonlitottam
Ossze az 5-aza-2'-dezoxicitidinnel kezelt és a kezeletlen kontrollcsoport kozott. A

szignifikanciahatart p<0,05 értéknél hataroztuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1. A proliferatorikus és apoptotikus aktivitas valtozdsa a vastag- és

véghélhamban, az oregedés és a karcinogenezis soran

A szdvettani vizsgélat soran az osztédo sejteket Ki-67 immunhisztokémia, az
apoptotikus sejteket TUNEL-moddszerrel azonositottam. Az immunhisztokémiai jelolést
kovetden a targylemezeket digitalis mikroszkép segitségével vizsgaltam. A normal
gyermek (Gy), felnétt (N), adenoma (Ad) és daganatos (CRC) mintdkban az oszt6do,
nyugvo €s apoptotikus sejtek jelolését és pontos szamolasat a Marker Counter nevii modul
tette lehetévé, amely az egyes sejtcsoportok egymashoz viszonyitott aranyat is
automatikusan kiszdmolta. Az o0szt6do (Ki-67-pozitiv, a szovettani abran piros szinben
megjelend) sejtek dontden a vastagbélkriptak als6 harmadaban helyezkednek el (7. abra).
Ezzel szemben az apoptotikus (TUNEL-pozitiv, a szdvettani abran zo6ld szinben
abrazolodo) sejteket tobbnyire a kripta luminalis felszinéhez kozel talaljuk (7. abra). A
proliferacio-apoptozis arany (PAR) és a mitotikus index (M) szignifikansan magasabb
gyermek (PAR=3,51+2,49; MI=0,33+0,06) és tumoros mintakban (PAR=9,83+7,72;
MI=0,42+0,10), mint a szoOvettanilag ¢ép feln6tt mintdkban (PAR=0,88+0,22;
MI=0,15+0,06) (p<0,05). Mindkét érték folyamatos emelkedést mutat az adendma-
karcinoma szekvencia soran. A PAR 3,99-szer magasabb a gyermek és 11,17-szer
magasabb CRC mintakban, mint a normal feln6tt hamban; tovabba 2,8-szor magasabb a
tumoros, mint a gyermek mintdkban. A mitotikus indexet is Osszehasonlitva a harom
mintacsoportban azt figyeltem meg, hogy a Ml 2,2-szer magasabb a fiatalkort mintakban
¢és 2,8-szor magasabb CRC-ben, mint az ép feln6tt mintakban, valamint 1,27-szer
magasabb a daganatos mintadkban, mint a gyerek mintdkban. A legmagasabb PAR és MI
értékeket a kolorektalis karcindmaban detektaltam (8A. és 8B. abra).

Az apoptotikus index (Al) némileg alacsonyabb a fiatal normal vastagbélhamban
(Al=0,13£0,06), mint felnéttekben (Al=0,17+0,05), és szignifikansan alacsonyabb
CRC-ben (AI=0,06+0,03) (p<0,05). Az Al folyamatosan csokkent az
adendma-karcinoma szekvencia egyes stadiumaiban. Gyermek mintakban 0,76-szor,

daganatban 0,35-sz6r alacsonyabb, mint a normal felnétt mintakban, tovabba tumoros
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mintakban 0,46-szor alacsonyabb, mint a fiatal egészséges vastagbélhamban. A
legalacsonyabb apoptotikus indexet kolorektalis karcinomaban talaltam (8C. abra).

Statisztikailag szignifikans eltérést nem taladltam a PAR ¢és a MI tekintetében a
normal feln6tt vastagbélham (PAR=0,88+0,22; MI=0,15+0,06) és az adendéma
(PAR=1,45+0,89; MI1=0,13+0,05) ko6zott. Ugyanakkor az Al szignifikansan alacsonyabb
adenomaban (Al=0,10+0,04), mint az ép felndtt hamban (Al= 0,17+0,05) (p<0,05) (8A.,
8B. ¢s 8C. abra).
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7. abra: Proliferacio és apoptozis immunhisztokémiai vizsgalata eltéré életkoru,
egészséges vastagbélhamban, valamint az adenoma-karcinoma szekvencia egyes
stadiumaiban.

Proliferal6 (piros sejtmag) és apoptotikus (z6ld sejtmag) sejtek azonositdsa fluoreszcens festéssel
vastagbél biopszids mintakon, a normal 6regedés és az adenoma-karcinéma szekvencia soran.
Kék szinben az inaktiv sejtmagok abrazoldodnak. A felvételek virtualis mikroszkop segitségével
késziiltek. (Gyermek normal (Gy), felnétt normal (N), adenoma (Ad), kolorektalis karcindma
(CRC): 200x nagyitas; Ki-67 immunhisztokémia /piros sejtmagok/, TUNEL-modszer /z6ld
sejtmagok/, Hoechst magfestés /kék sejtmagok/.)
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Proliferacio-apoptozis arany (PAR)
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8A. abra: A proliferacié-apoptozis arany (PAR) valtozasa az élettani oregedés és az
adenéma-karcindma szekvencia soran a vastag- és véghélhamban.

A proliferacio-apoptozis arany csokken az 6regedés soran, mig ndvekszik a karcinogenezis soran.
A gyermekek kolorektalis hamjaban a sejtosztodas fokozott az iddsebb, egészséges hamban
megfigyeltekhez képest. Daganatos mintakban a proliferacios aktivitds a legmagasabb. A
boxplotok az atlag és szoras értékeket abrazoljak. Az egyes csoportok (gyermek normal /Gy/,
felnétt normal /N/, adenéma /Ad/ és kolorektalis karcindma /CRC/) kozotti szignifikans eltérést

(p<0,05) piros 6sszekotd vonallal jeldltem.
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8B. abra: A mitotikus index (MI) valtozasa az élettani oregedés és az adenoma-
karcindéma szekvencia soran a vastag- és végbélhamban.

A mitotikus index csokken az Oregedés soran, mig nodvekszik a karcinogenezis soran. A
gyermekek kolorektalis hamjaban a sejtosztédas fokozott az iddsebb, egészséges hamban
megfigyeltekhez képest. Daganatos mintakban a proliferacios aktivitds a legmagasabb. A
boxplotok az atlag és szoras értékeket abrazoljak. Az egyes csoportok (gyermek normal /Gy/,
felnétt normal /N/, adenéma /Ad/ és kolorektalis karcindma /CRC/) kozotti szignifikans eltérést

(p<0,05) piros 6sszekotd vonallal jeldltem.
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Apoptotikus index (AI)
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8C. abra: Az apoptotikus index (Al) valtozasa az élettani oregedés és az adenéma-
karcinoma szekvencia soran a vastag- és végbélhamban.

Az apoptotikus index nd az Oregedés és csokken a karcinogenezis soran. A gyermekek
kolorektalis hamjaban az apoptotikus sejtpusztulds csokkent mértékii az iddsebb, egészséges
hamban megfigyeltekhez képest. Daganatos mintakban a legalacsonyabb az apoptotikus aktivitas.
A boxplotok az atlag és szoras értékeket abrazoljak. Az egyes csoportok (gyermek normal /Gy/,
feln6tt normal /N/, adendma /Ad/ és kolorektalis karcinoma /CRC/) kozotti szignifikans eltérést

(p<0,05) piros 6sszekotd vonallal jeloltem.
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5.2. A proliferaciot és apoptozist szabalyozo gének expresszidojanak vizsgalata

kolorektalis biopszias mintakban, az oregedés és a karcinogenezis soran

Szaztizenhét proliferaciot szabalyozd gén mRNS-expresszidjat vizsgaltuk HGU133
Plus2.0 microarray alkalmazasaval, egészséges gyermek (Gy), feln6tt (N) és karcindmas
(CRC) mintakban. Négy génhez tartozd, Osszesen 5 proba (a szilard hordozohoz
hibridizal6 komplementer egyszal nukleinsav) expresszidja valtozott kizardlag az
¢lettani Oregedés soran, vagyis a normal gyermek ¢és felndtt mintak kozott. A
karcinogenezis soran 13 génhez tartozo 18 proba mRNS-expresszidja valtozott
lényegesen. Mindkét folyamatban, vagyis az dregedés és a karcinogenezis sordn 11 préba
(8 gén: BRCAL, CCNB1, CCNE1, CDC20, CDK1, CDKN2B, MKI67 és TFDP1)
fejez6dott ki eltérben, statisztikailag is szamottevé modon (9. abra).

Hasonloképpen megvizsgaltam 534 apoptozist szabalyozd gén kifejezddését a
gyermek, felndtt €s karcindmas mintdkban. Kilenc gén (15 proba) expresszidja valtozott
a normal hamban az 6regedés soran és 32 gén (46 proba) kifejezédése a karcinogenezis
alatt. Tizenegy gén (12 proba) (ACVR1B, BRCAL, CHEK2, DYRK2, IFI6, SERPINB9,
SFRP1, SOCS3, SST, TNFSF10 és ZAK) expresszidja valtozott mind az dregedés mind a
kolorektalis karcinogenezis soran (10. abra). A gének besorolasa a f6 funkcidjuk alapjan
tortént, bar bizonyos géntermékek tobb funkciondlis csoportba is besorolhatok.
Amennyiben egy gén mind a sejtosztodast, mind az apoptozist regulalja, abban az esetben

mindkét dsszehasonlitasban szerepelhetett.
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214710_s_at (CCNB1)

202870_s_at (CDC20)

210559 _s_at (CDK1)

203214_x_at (CDK1)

213523_at (CCNE1)

212022_s_at (MK¥67)

212021_s_at (MKG7)

242939 _at (TFOP1)

236313_at (CDKN2B)

9. dbra: Az élettani dregedés és a kolorektalis karcinogenezis soran valtozo mRNS-
expressziot mutatdé, sejtproliferaciot szabalyozo gének azonositasa, Affymetrix
HGU133 Plus2,0 array alkalmazasaval.

A hétérkép elso 6, vilagoskék szinnel jelolt oszlopa a gyermek (Gy), a kovetkez6 41, sotétkékkel

jelolt oszlop a felnétt normal (N), és az utolsod 34, zold szinnel jel6lt oszlop a daganatos (CRC)

s

csokkent expressziot zold szin jeloli. A hétérképeken abrazolt gének kifejezodése valtozik az

oregedés (Gy vs. N), illetve a karcinogenezis (N vs. CRC) soran.
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cy N CRC

227697 _at (SOCS3)

222757 _s_at (ZAK)

204415_at (IF 1)

210416_s_at (CHEK2)

204531_s_at (BRCAT)

211851_x_at (BRCA1)

242814_at (SERPINEI)

214329 _x_at (TNFSF10)

208223_s_at (ACVR1B)

202971 _s_at (DYRK2)

202037 _s_at (SFRP1)

213921_at (SST)

10. abra: Az élettani dregedés és a kolorektalis karcinogenezis soran valtozé mRNS-
expressziot mutato, apoptozist szabalyozo gének azonositasa, Affymetrix HGU133
Plus2,0 array felhasznalasaval.

A hétérkép elsé 6, vilagoskék szinnel jelolt oszlopa a gyermek (Gy), a kovetkezd 41, sotétkékkel
jelolt oszlop a felnétt normal (N), és az utolsd 34, zold szinnel jel6lt oszlop a daganatos (CRC)

s

csokkent expressziot zold szin jeloli. A hotérképeken abrazolt gének kifejez6dése valtozik az

oregedés (Gy vs. N), illetve a karcinogenezis (N vs. CRC) soran.
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5.3. A proliferaciot és apoptozist szabalyozo gének mRNS-expresszios vizsgalata és

osszehasonlitasa a gyermek és a daganatos mintak kozott

Szoveti szinten a gyermek ¢és a tumoros mintdkban is fokozott sejtosztodast
tapasztaltam a normal feln6tt mintdkhoz képest, de a fiatal vastagbélhamban a
sejtosztodas jol szabalyozott, mig CRC-ben kontrollalatlan. Eppen ezért a tovabbiakban
a proliferaciot és apoptodzist szabalyozod gének mRNS-expresszidjat a gyermek és a
tumoros mintak kozott is Osszehasonlitottam. Nyolc sejtosztodast szabalyozo gén (12
proba) (BCL2, CDKN2B, RAD9A, BRCA2, CCND1, CDK1, CDK6 és RBL1) és 26
apoptozist regulaldo gén (39 proba) (AIFM2, AIFM3, BTK, CIDEB, CIDEC, DAPK?2,
MAL, NLRP1 (LOC728392), SFRP1, SIVAL, SPN, SST, TR53I3, TNFRSF25, ANXAL,
CBX4, CASP4, INHBA, MYC, PLAGL2, PMAIP1, POLB, PROK2, SOCS3, TNFRSF10B
¢és ZAK) kifejez6dése mutatott eltérést statisztikailag is szamottevé mértékben, a p-értéket

tekintve (11. és 12. abra).
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CRC

203885_st BCL2)

236313_at (COKN2B)

207530_s_a (COKN2B)

04828 _at RADAA)

243000_at (COKB)

235287 _at (COKS)

214727 _3t BRCA2)

208712 _at (CCND1)

208711_s_a (CCND1)

2083%8_s_at ®RCA2)

203213_at (COK1)

1555004_a_st RBLY)

11. abra: A gyermek (Gy) és a daganatos mintakban (CRC) valtozo mRNS-

expressziot mutatdé, sejtproliferaciot szabalyozo gének azonositasa, Affymetrix

HGU133 Plus2,0 array alkalmazasaval.

A hoéteérkép elso 6, sotétkék szinnel jelolt oszlopa a gyermek (Gy), a kdvetkezd 34, vilagoskek

szinnel jelolt oszlop a daganatos (CRC) biopszids mintdk mRNS-expresszigjat abrazolja. A

hétérképen a fokozott génexpressziot piros, a csokkent expressziot zold szin jeloli. A hotérképen

azok a gének szerepelnek, amelyek a gyermek és a daganatos mintak kozott eltérd kifejezddést

mutattak.
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CRC

213921_at SST)
210609_s_at (TP533)
205504_at BTK)
204777_s_a (MAL)
206324_s_at (DAPK2)
221188_s_a (CIDEB)
219398_at (CIDEC)
244084_at AIFM3)
1568964_x_at (SPN)
224461_s_a (AIFM2)
218330_at LOC728392)
202037_s_a (SFRP1)
202036_s_at (SFRP1)
202035_s_at (SFRP1)
219423 x_at (TNFRSF 25)
211841_s_a (TNFRSF 25)
211282 x_a (INFRSF 25)
210847 _x_a (TNFRSF 25)
222030_at (SIVA1)
238613_at ZAK)

d 225665_at ZAK)

225662_at ZAK)
223519_at ZAK)

| 222757_s_a (ZAK)

218833_at ZAK)
210511_s_at (INHBA)
210405_x_a (TINFRSF10B)
209310_s_=a (CASP4)
209295_at (TNFRSF108)
204286_s_at (PMAP1)
204285_s_a (PMAP1)
202924_s_a (PLAGL2)
202431_s_a (MYC)
1555259_at (ZAK)
232629_at PROK2)
27697 _at S0CS3
227558_at (CBX4)
203616_at POLB)
201012_at ANXA1)

12. abra: A gyermek (Gy) és a daganatos mintikban (CRC) valtoz6 mRNS-

expressziot mutatd, apoptozist szabalyozo gének azonositasa, Affymetrix HGU133

Plus2,0 array felhasznalasaval.

A hoéteérkép elso 6, sotétkék szinnel jelolt oszlopa a gyermek (Gy), a kdvetkezd 34, vilagoskék

szinnel jeldlt oszlop a daganatos (CRC) biopszias mintdk mRNS-expresszidjat abrazolja. A

hétérképen a fokozott génexpressziot piros, a csokkent expressziot zold szin jeloli. A hotérképen

azok a gének szerepelnek, amelyek a gyermek és a daganatos mintak k6zott eltérd kifejezodést

mutattak.
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5.4. Microarray médszerrel véozett mRNS-expresszios vizsgalat eredményeinek

megerositése valos idejii polimeraz lancreakcioval

A microarray modszerrel végzett mRNS-expresszids vizsgalat eredményeinek
ismeretében, az egyes csoportok kozott eltérd expressziot mutatd gének koziil 10
kivalasztott gén (CDKN2B, MKI167, CDC2/CDK1, CCNE1, ACVR1B, TNFSF10, DYRK2,
SOCS3, IFI6 ¢s SERPINB9) kifejezddését vizsgalatuk Tagman RT-PCR modszerrel,
validacio céljabol (6. tablazat).

A microarray vizsgalat soran a proliferaciot szabalyozo gének koziil a CDKN2B,
MKI167, CDC2/CDK1 és CCNE1 mutatott expresszios eltérést a gyermek vs. felndtt
normal ¢és felndtt normal vs. CRC 6sszehasonlitasban, a Fold change értékeket (FC<0,5
vagy FC>2,0) és az ANOVA-teszt (p<0,05) eredményeit figyelembe véve. A Tukey-teszt
elvégzését kovetden a CDC2/CDKI1 és CCNEL esetében talaltunk szignifikans eltérést a
fenti Osszehasonlitdsokban. A PCR validaci6 az éltalunk vizsgalt gének
expressziovaltozdsanak tendencidjat minden esetben megerdsitette, a fent emlitett
mintacsoportokat osszehasonlitva. A CDKN2B, MKI67, CDC2/CDK1 ¢és CCNEL
expresszidja hatarérték szignifikanciat mutatott a gyermek, felnétt normal és daganatos
mintak Osszehasonlitasaban a Fold change értékeket tekintve. Tukey poszt-teszt
megerdsitette a CDC2/CDK1 expresszio valtozasat (p<0,05) az oOregedés és a
karcinogenezis soran.

Tagman PCR validaciot néhany apoptozist regulalé gén esetében (ACVRLIB,
TNFSF10, DYRK2, SOCS3, IFI6 és SERPINB9) is végeztiink. Az el6zetes microarray
vizsgalatban az ACVR1B, TNFSF10 és DYRK2 expresszioja szignifikansan alacsonyabb
volt (FC<0,5 vagy FC>2,0; p<0,05) gyermek és daganatos mintdkban a felndtt ép
vastagbél biopszids mintakhoz képest. Az utobbi két gén mRNS-expresszios eltéréseit a
RT-PCR validaci6 is megerdsitette. Az Affymetrix tanulmany eredményei szerint az
apoptdzist szabalyoz6 gének koziil a SOCS3, IFI6 és SERPINB9 mMRNS-expresszioja
szignifikdnsan magasabb gyermek és CRC mintdkban az egészséges felnétt mintakhoz
képest. Ezen gének expresszidjanak Tagman RT-PCR elemzése megerdsitett a
tendencidzus valtozast a gyermek vs. felndtt normal és feln6tt normal vs. CRC

Osszehasonlitasban. ANOVA- és Tukey-tesztet végezve a SOC3 és IFI6 esetében talaltam
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statisztikailag is szignifikans (p<0,05) eltérést. Az RT-PCR validaciora kivalasztott gének

MRNS-expresszidjanak valtozasat a 7. tdblazat foglalja dssze.
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6. tablazat: Az Affymetrix teljes genom oligonukleotid microarray vizsgalat alapjan a normal oregedés, illetve a kolorektalis karcinogenezis

soran eltéré expressziot mutato gének, amelyek Tagman RT-PCR validacidjat végeztiik.

Génszimbolum Affymet,ri,x Taqma,n, Génnév Sejtfunkcié
azonosito azZonosito

CDKN2B 236313 _at Hs00365249_m1* | ciklin-dependens kinaz gatlo 2B sejtosztodas gatlasa

MKI167 212022 _s at Hs01032443 _m1* | Ki-67 monoklonalis antitest altal azonositott antigén sejtosztodas/sejtciklus szabalyozas

CDC2/CDK1  |210559_s at | Hs00364293_m1 | ciklin-dependens kindz 1 Z?é‘;ifz?fgﬁ?ﬁfkm szabdlyozds,

CCNE1 213523 at Hs01026536_m1* | ciklin E1 zletr"vs:ﬁ"gj‘féfi?stg‘lfe“gse;z;r‘:z‘llgozas

ACVR1B 208223 _s at Hs00923304_m1 | aktivin A receptor, IB tipus apoptozis indukcid

TNFSF10 214329 x_at Hs00234356_m1* | tumornekrozis faktor (ligand) szupercsalad 10-es tagja apoptozis indukcid

DYRK2 202971 _s at Hs00705109_s1* | kettds fajlagossagu tirozin (Y)-foszforilacio szabalyozott kinaz 2 | apoptdzis indukcid

SOCS3 227697 _at Hs02330328 s1* | citokin-jelatvitel gatlo 3 apoptozis gatlasa

IF16 204415_at Hs00242571_m1* |interferon, alfa-indukalhat6 fehérje 6 apoptozis gatlasa

SERPINB9 242814 at Hs00244603_m1* | szerpin-peptidaz gatlo, klad B (ovalbumin), 9-es tagja apoptozis gatlasa
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7. tablazat: A microarray és RT-PCR vizsgalatok normalizalt intenzitasértékei (atlag + szoras), valamint az ANOVA-elemzések.

A microarray és RT-PCR vizsgalatok ANOVA-elemzésének p-értékei az utolsdé oszlopban szerepelnek. A szignifikansan eltéré (p<0,05)

8L

expressziovaltozast félkovér szamokkal jeldltem.

Génszimbolum | Affymetrix azonosité | A microarray vizsgalat normalizalt log2 intenzitasértékei (atlag + szoras) ANOVA értékelés a microarray-en
Gyerek (Gy) Egészséges felnott (N) Vastag- és végbélrak (CRC)
CDKN2B 236313 _at 10,13 +0,45 11,64 £ 0,61 7,74 £ 2,55 2,90*10-14
MKI167 212022_s_at 9,02+ 0,95 7,94+0,78 9,97 £ 1,35 3,67*10-11
CDC2/CDK1 210559 s_at 8,73+0,65 7,61 £ 0,69 9,46 £ 1,45 1,09*10-9
CCNE1l 213523 at 6,89 + 0,39 571+04 6,74+ 0,84 4,96*10-10
ACVR1B 208223_s_at 4,75 + 0,65 5,79+0,8 4,72 +1,09 1,08*10-5
TNFSF10 214329_x_at 9,87 +0,47 10,97 £ 0,52 9,89 £ 0,88 6,05*%10-9
DYRK2 202971_s_at 10,27 £ 0,37 11,39+ 0,58 10,24 +0,78 2,12*10-10
SOCS3 227697_at 82+1,04 6,44+ 121 10,27 + 1,86 2,20*10-16
IF16 204415 at 7,07 +£ 1,66 5,92+0,95 7,97 + 1,49 4,18*10-9
SERPINB9 242814 at 5,43+1,36 4,3+0,78 5,39+1,82 2,20*10-3
Génszimbolum | Tagman azonosito A RT-PCR vizsgalat normalizalt intenzitasértékei (atlag + szoras) ANOVA értékelés a RT-PCR-en
Gyerek (Gy) Egészséges felnétt (N) Vastag- és végbélrak (CRC)

CDKN2B Hs00365249_m1* 14,13 +£0,37 14,37 £ 0,22 13,96 + 0,44 2,19*%10-1
MKI67 Hs01032443_m1* 22,94 +0,51 22,24 +0,58 22,63 £0,55 1,10*10-1
CDC2/CDK1 Hs00364293_m1 19,73 £ 0,6 18,5+ 0,82 19,83 £ 1,1 4,99*10-3
CCNE1l Hs01026536_m1* 20,01 +0,41 19,43 +0,51 19,98 £ 0,8 7,05*10-2
ACVR1B Hs00923304_m1 15,5+0,93 15,45+ 1,02 16,08 £ 2,52 4,90*10-1
TNFSF10 Hs00234356_m1* 22,4+0,26 23,22+ 0,22 22,55+0,77 3,22*10-3
DYRK2 Hs00705109_s1* 22,82 +0,3 23,31+0,37 22,66 + 0,67 8,24*10-3
SOCS3 Hs02330328_s1* 21,85+ 1,09 20,29 + 0,55 22,72 + 1,41 1,90*10-4
IF16 Hs00242571_m1* 21,35+ 1,38 20,42 +0,52 22,37+ 1,23 8,94*10-5
SERPINB9 Hs00244603_m1* 20,57 £ 0,47 20,0 + 0,42 20,61 £0,75 2,30*10-1
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5.5. A kolorektalis szomatosztatintermelés vizsgalata

az ¢lettani oregedés és a karcinogenezis soran, MRNS- és fehérjeszinten

A szomatosztatint kodoldo gén MRNS-expresszios vizsgalatahoz (Affymetrix
azonositd: 213921 _at) els6 1épésben az Affymetrix microarray rendszert alkalmaztunk, a
fentiekben mar részletezett moédon. Ennek soran az SST kifejez0dését vizsgaltuk
egészséges gyermek (Gy), felnétt (N) és daganatos (CRC) vastag- és végbél biopszias
mintdkban. A microarray tanulmény eredményei szerint az élettani 6regedés soran az
egészséges gyermek €s feln6tt csoport kozott nem valtozik Iényegesen az SST-expresszio,
ugyanakkor szignifikdnsan csokkent a tumoros mintakban mind a fiatal, mind az id6sebb
normal mintakhoz képest (p<0,05) (13. abra).

Az SST mRNS-expresszidjanak vizsgéalatdhoz nemcsak microarray elemzést
végeztiink, hanem eredményeink megerdsitéséhez valods idejii polimeraz lancreakciot is
alkalmaztunk a szdvettanilag ép gyermek (Gy), felndtt (N) és vastagbélrakos (CRC)
mintakon. A vizsgalatot els6 1épésben az eredeti mintaszetten végeztiik, vagyis azokon a
mintakon, amelyeken kordbban microarray elemzés is tortént. Az eredeti mintdkon
végzett RT-PCR validacidé megerdsitette, hogy az Oregedés soran nem valtozik
Iényegesen az SST kifejezédése, ugyanakkor CRC-ben szignifikansan csokken (p<0,05)
(14A. abra).

Az eredeti mintaszetten végzett validaciot kovetden fliggetlen biopszias
mintdkban is mértiik az SST-mRNS-expressziot a fent emlitett mintacsoportokban, tehat
olyan biopszias mintdkban, amelyeken microarray elemzés kordbban nem tortént. A
fiiggetlen mintaszetten végzett PCR-vizsgalat is alatamasztotta a microarray és az eredeti
mintdkon végzett PCR-vizsgalat eredményeit. A fliggetlen mintdkban sem talaltunk
eltérést az SST-expresszid tekintetében az eltérd életkorti normal mintak kézott, ellenben
a karcinogenezis soran az SST kifejezddése szignifikansan csokkent (p<0,05) (14B. abra).

Tovabbi adatfeldolgozas soran sszehasonlitottuk az SST-expressziot a gyermek
(Gy), feln6tt normal (N) és tumoros (CRC) mintdk kdzott, az eredeti €s a fliggetlen mintak
egyesitésével (14C. abra). Korabbi eredményeinkkel Osszhangban az egyesitett
mintaszett vizsgalata soran is csak a kolorektalis karcinomaban talaltunk szignifikans

expressziocsokkenést.
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A gyermek (Gy), feln6tt normal (N) és CRC-mintakon fehérjeszinten is elvégzett
immunhisztokémiai festést kovetden a targylemezeket digitalis mikroszkop segitségével
vizsgaltam (15. abra). Az €ép ¢és daganatos vastagbélhdmban a szomatosztatint termeld €s
azt nem termelo sejtek jelolését €s pontos szamolasat a Marker Counter nevii modul tette
lehetévé, amely egyben az egyes sejtcsoportok egymashoz viszonyitott aranyat is
automatikusan kiszdmolta. Az SST-t termelé hamsejtek azonositdsat kovetden tehat
meghataroztam az SST-pozitiv és az Gsszes leszamolt hamsejtek ardnyat. A szoveti
vizsgalat szintén megerdsitette a korabbi mRNS-expresszios (microarray és RT-PCR)
eredményeinket, vagyis a kiilonbozo életkoru egészséges vastagbélhamban nem valtozik
az SST-termelés, mig CRC-ben szignifikansan csokkent a szomatosztatint termel6 sejtek
aranya (p<0,05) (16. abra).
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SST (213921 at)-mRNS-expresszio — Microarray

-»

}...... - .....,,-.-}

Normalizalt mRNS-expresszio értékek

I I
Gy N CRC
Anova: 2,2*10°'6; Tukey: Gy-N: 0.49; Gy-CRC: 0; N-CRC: 0

13. abra: A szomatosztatin mMRNS-expressziéjanak vizsgalata microarray
analizissel, vastagbél biopszias mintakon.

A szomatosztatint kodold gén mRNS-expressziojanak vizsgalata microarray analizissel,
szovettanilag ép gyermek (Gy), felndtt normal (N) és vastagbélrakos (CRC) biopszias mintakon.
A piros pontok a normalizalt mRNS-expresszios értékeket, a boxplotok a median és szoras
értékeket abrazoljak. Az SST-expresszio szignifikansan csokken CRC-ben a fiatal és idésebb

normal mintakban mérthez képest.
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SST-mRNS-expresszio — RT-PCR validacio
Eredeti mintaszett
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Anova: 2,21*107; Tukey: Gy-N: 0,47; Gy-CRC: 2,03*10~; N-CRC: 2.2*10~

14A. abra: A szomatosztatin mRNS-expresszidjanak vizsgalata az eredeti vastagbél
biopszias mintakon, RT-PCR validacio soran.

A szomatosztatint kodold gén mRNS-expresszidjanak vizsgalata valds idejii polimeraz
lancreakcioval szovettanilag ép gyermek (Gy), feln6tt normal (N) és vastagbélrdkos (CRC)
biopszias mintakon. Az elemzést az eredeti mintaszetten végeztiik, vagyis azokon a biopszias
mintakon, amelyeken korabban microarray elemzés is tortént. A piros pontok a normalizalt
RT-PCR expresszios értékeket, a boxplotok a median és szoras értékeket abrazoljak. Az eredeti
mintaszetten a RT-PCR validacié megerésitette a microarray eredményeinket, vagyis az SST
MRNS-expresszidja szignifikansan csokken CRC-ben, mind a fiatal, mind a feln6tt normal

mintakban mért expresszios értékhez képest.
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SST-mRNS-expresszio — RT-PCR validacio
Fiiggetlen mintaszett
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Anova: 7.1%107; Tukey: Gy-N: 0,43; Gy-CRC: 7,1*10-%; N-CRC: 5.8%10°

14B. abra: A szomatosztatin mRNS-expresszidjanak vizsgalata fiiggetlen vastagbél
biopszias mintakon, RT-PCR validacio soran.

A szomatosztatint kodold gén mRNS-expresszidjdnak vizsgalata valdés idejii polimeraz
lancreakcioval szovettanilag ép gyermek (Gy), feln6tt normal (N) és vastagbélrdkos (CRC)
biopszias mintakon. Az elemzést fliggetlen mintaszetten végeztiikk, vagyis olyan biopszias
mintdkon, amelyeken korabban microarray elemzés nem tortént. A piros pontok a normalizalt
RT-PCR expresszios értékeket, a boxplotok a median és szoras értekeket dbrazoljak. A fiiggetlen
mintaszetten a RT-PCR validacié megerésitette a microarray eredményeinket, vagyis az SST
MRNS-expresszidja szignifikansan csokken CRC-ben, mind a fiatal, mind a feln6tt normal

mintakban mért expresszios értékhez képest.
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SST-mRNS-expresszio — RT-PCR validacio
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Anova: 4,19%107; Tukey: Gy-N: 0.98; Gy-CRC: 1.48*10*; N-CRC: 2.48*10™

14C. abra: A szomatosztatin MRNS-expressziéjanak vizsgalata az egyesitett
mintaszetten, RT-PCR validaci6 soran.

A szomatosztatint kodold gén mRNS-expresszidjanak vizsgalata valos ideji polimeraz
lancreakcioval szovettanilag ép gyermek (Gy), felnétt normal (N) és vastagbélrakos (CRC)
biopszias mintakon. Az elemzést az eredeti és a fiiggetlen mintak egyesitésével végeztiik. A piros
pontok a normalizalt RT-PCR expresszios értékeket, a boxplotok a median és szoras értékeket
abrazoljak. Az egyesitett mintaszetten végzett RT-PCR validacio is megerdsitette a microarray
eredményeinket, vagyis az SST expresszidja szignifikansan csokken CRC-ben, mind a fiatal, mind

a feln6tt normal mintakban mért expresszios értékhez képest.
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15. abra: Szomatosztatint termel6 sejtek immunhisztokémiai azonositasa a vastagbélhamban az élettani 6regedés és a karcinogenezis

soran.
Az immunhisztokémiai festés soran a szomatosztatint termeld sejtek citoplazmaja barna szinre fest6dik (piros nyilak). Szoveti szinten a szomatosztatint

termel6 sejteket normal gyermek (Gy), felndtt (N) és daganatos (CRC) vastagbél biopszias mintakon vizsgaltuk. A felvételek digitalis mikroszkop

segitségével késziiltek (Gy: 700x nagyitas, N: 550X nagyitas, CRC: 200x nagyitas).
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Hameredetii SST-termelés — Immunhisztokémia
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16. abra: A szomatosztatint termelé sejtek azonositisa a vastagbélhamban,
immunhisztokémiai vizsgalat segitségével.

A szomatosztatint termeld sejtek aranyanak meghatirozasa a tobbi hamsejthez képest egészséges
gyermek (Gy), felnétt (N) és daganatos (CRC) biopszids mintdkban. A piros pontok az SST-
pozitiv sejtek aranyat mutatjak a tobbi hamsejthez képest szazalékban kifejezve, a boxplotok a
median és szoras értékeket abrazoljak. CRC-ben a szomatosztatint termelé hamsejtek aranya

szignifikdnsan csokken a fiatal és idosebb ép hamhoz képest.
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5.6. A szomatosztatinanalég octreotid sejtosztodast és apoptozist befolyasolo

hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtvonalon

Munkam kovetkezO részében a szomatosztatinanaldg octreotid sejtosztddast €s
apoptdzist befolydsold hatasat vizsgaltam Caco-2 kolorektalis adenokarcindma
sejtvonalon. Az octreotidot 6t kiilonb6zé koncentracidban (0,1 nmol/l, 1,0 nmol/l, 2,5
nmol/l, 5,0 nmol/l és 10,0 nmol/l) adtuk a sejtekhez, valamennyi koncentracio esetében
harom parhuzamos mérést végeztiink. Az apoptotikus (Sub-G1 fazisban 1év0) sejteknek
€s a tobbi, aktiv sejtciklusban 1év6 (G1+S+G2+M) sejteknek az aranyat 24, 48 illetve 72
ora elteltével aramlasi citometria segitségével hatdroztuk meg. Negyvennyolc ora
elteltével a kontrollcsoportban (ahol 0,0 nmol/l a hozzaadott octreotid koncentracio) az
apoptotikus sejtek ardnya némileg alacsonyabb. Amennyiben a szomatosztatinanal6got
1,0 nmol/I-nél nagyobb koncentracidoban adtuk a sejtekhez, akkor a Sub-G1 fazisban 1évé
apoptotikus sejtek aranya szignifikansan magasabb, mig a G1+S+G2+M fazisban 1év6
sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollcsoporthoz képest. A
legmagasabb apoptotikus (Sub-G1) és a legalacsonyabb GI1+S+G2+M sejtfrakciot
5,0 nmol/l-es octreotid koncentracional mértik. A sejtkultara kisérlet alapjan a
szomatosztatinanaldg octreotid hatékonyan noveli az apoptotikus és csokkenti a tobbi,
aktiv sejtciklusban 1évé sejtek aranyat kolorektalis adenokarcindbma sejtvonalon,
mégpedig koncentraciofiiggd modon. Az dramlési citometriai eredményeket a 8. és a 9.

tablazatok, valamint a 17. dbra szemlélteti.
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8. tablazat: A Caco-2 sejtek szazalékos megoszlasa a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban

a kezeletlen kontroll és a kiilonb6zé Kkoncentracioban octreotiddal kezelt

csoportokban.

A tablazatban a szazalékban kifejezett sejtaranyok (atlag + szoras) értékeit tiintetem fel.

Octreotid
koncentracié | Sub-G1 (%) | G1 (%) S (%) G2 (%) M (%0)
(nmol/l)
0,0 459+52 | 322+41 | 28+15| 13029 | 38+0/4
0,1 46,1 £25 | 28,6+0,7 | 27+04 | 142+£22 | 57+1,4
1,0 70664 | 119+28|39+27| 73+05 | 44=+1,1
2,5 89,2 +0,7 43+08 |[12+02 | 31+1,2 | 1,5+0,2
5,0 93,0+ 1,7 39+1,1 |08+04 | 15+04 | 0,5+0,2
10,0 89,5+2,0 4708 | 1,1+03| 3,1+05 | 0,5+0,1

9. tablazat: A Caco-2 sejtek megoszlasa a sejtciklus kiilonb6zo fazisaiban, az eltéré

koncentracioban octreotiddal kezelt sejteket a kontrollcsoporthoz hasonlitva.

A sejtciklus egyes fazisainak megfelelden a kontrollcsoporthoz viszonyitott dsszehasonlitasok

Mann-Whitney rank korrelaciés p-értékeit tiintettem fel. A szignifikans (p<0,05) értékeket

félkovér szammal jeloltem.

Octreotid
koncentracié Sub-G1 Gl S G2 M
(nmol/l)

0.0vs. 0.1 0.82 0.3827 0.8273 0.5127 0.0495
0.0vs. 1.0 0.0495 0.0495 0.8274 0.0495 0.3827
0.0vs. 2.5 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495
0.0vs. 5.0 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495
0.0 vs. 10.0 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495 0.0495
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17. abra: Caco-2 sejtek kezelése szomatosztatinanalég octreotiddal.

Az oszlopdiagram a Sub-G1 fazisban 1év6 apoptotikus (kék oszlop), és a tobbi (G1+S+G2+M
fazis), aktiv sejtciklusban 1évo (piros oszlop) Caco-2 sejtek aranyat mutatja 48 oras kezelést
kovetden, szazalékban kifejezve, a kontroll, illetve a kiilonb6z6 koncentracidban octreotiddal
kezelt csoportokban. A diagramon az atlag és szoras értékeket tiintettem fel. Amennyiben
0,1 nmol/l-nél nagyobb koncentracidban adtunk octreotidot a sejtekhez a Sub-G1 fazisban 1évo
apoptotikus sejtek aranya szignifikansan nétt, mig az aktiv sejtciklusban 1évé sejtek aranya
lényegesen csokkent, a kontroll, vagyis a kezeletlen sejtekhez képest. A legtobb apoptotikus, és
a legkevesebb aktiv sejtciklusban 1évé sejtet akkor talaltuk, amikor a sejteket 5,0 nmol/l

koncentracioban kezeltiik octreotiddal.

5.7. A szomatosztatinpromoter-metilacié és reverzibilitasanak vizsgalata

A szomatosztatint kodolé gén promoterrégidjaban a metilacidé mértéke
folyamatosan novekszik az oregedés és a karcinogenezis sordn. A legalacsonyabb
metilacios aranyt a fokozott, €s jol szabalyozott sejtosztodassal jellemezhetd gyermek
mintdkban, a legmagasabb metilaciés ardnyt a daganatos mintdkban talaltuk. A
szovettanilag ép gyermek és felndtt mintakhoz képest szignifikansan magasabb a

promotermetilacié a tumoros mintacsoportban (p<0,05) (18. abra).
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SST-promotermetilacio (%) —Metilaciospecifikus PCR
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Anova: 4,0%107; Tukey: Gy-N: 0,38; Gy-CRC: 5.0*10*; N-CRC: 0,01
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hataroztuk meg, normal gyermek (Gy), felnétt (N) és daganatos (CRC) kolorektalis biopszias
mintakon. A piros pontok az SST-promotermetilacio szazalékban kifejezett értékét jelolik, a
boxplotok a median és szoras értékeket abrazoljak. A promotermetilacié ndvekszik az élettani
oregedés és a karcinogenezis soran, a legmagasabb metilacids aranyt a karcindbmas mintakban

talaltam.

A szomatosztatint kodolo gén promotermetilacidjanak reverzibilitasait HT-29
sejtvonalon vizsgaltuk, demetilalé hatast 5-aza-2'-dezoxicitidin adasat kovetden.
Mérsékelt MRNS-expresszido novekedést észleltem 5-aza-2'-dezoxicitidin hatasara, a

kezeletlen kontrollcsoporthoz képest (19. abra).
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SST-mRNS-expresszio — 5-aza-2'-dezoxicitidin kezelés

=+ _| e
« !
e
¥
L
Z;.‘:' ry |
wild m
b=
]
[
w
[-¥]
-
="
1]
w
7]
=
K
E .
=
uR
&
-]
E '
Rt i
=] 1
7 S S
(2}
—.—
Y S
T T
S5-aza-2'-dezoXxicitidin Kontroll

T-teszt: 01436

19. abra: A szomatosztatin-mRNS-expresszié vizsgalata 5-aza-2’-dezoxicitidin
kezelés hatasara HT-29 sejtvonalon.

A szomatosztatin  mMRNS-expressziojat HT-29 sejtvonalon vizsgaltuk, demetilalé hatasa
5-aza-2’-dezoxicitidinnel kezelt és kezeletlen kontrollsejteken, HGU133 Plus2.0 microarray
modszerrel. A piros pontok a normalizalt mRNS-expresszios értékeket, a boxplotok a medidn és
szoras értékeket abrazoljak. mMRNS-szinten a szomatosztatin kifejez6dése kissé magasabb az

5-aza-2’-dezoxicitidinnel kezelt sejtekben, mint a kezeletlen kontrollcsoportban.
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6. MEGBESZELES

6.1. Az oregedo és daganatos vastag- és végbélham sejtkinetikai eltérései;

a proliferaciot és apoptozist befolyasolo gének eltéroé expresszioja

a kolorektalis ham hiperproliferativ allapotaiban

Az Oregedés soran a sporadikus vastagbélrak incidencidja nd, ami a daganatos
korképek kozott az egyik vezet6 halalok a nyugati orszagokban [141]. A kolorektalis
karcinoma sejtkinetikai szempontbdl korldtlan sejtosztédassal jellemezhetd. Az
egészséges hammal szemben - ami 4-5 naponta megujul, fenntartva a szabalyos kripta
hamszerkezetet — CRC-ben a sejtproliferacié aranytalansaga a meghatarozd az
apoptézishoz képest. Ezzel szemben a fiatalkori ndvekedés jol szabalyozott
sejtgyarapodassal jellemezheté [33]. A tanulmany elsé felében a proliferatorikus és
apoptotikus aktivitast vizsgaltam szovettanilag ép gyermek és felndtt vastagbélhamban,
valamint adendémaban és kolorektdlis karcinoméban. A sejtosztddast és pusztulast
befolyadsold gének mRNS-expresszigjat is vizsgaltam microarray ¢és RT-PCR
modszerekkel. Az ép gyermek és daganatos mintadkban fokozott proliferatorikus és
csokkent apoptotikus aktivitast taldltam. Az eredmények azt sugalljak, hogy sejtkinetikai
szempontbol az élettani oregedés €s a karcinogenezis hatterében ellentétes szabalyozo
mechanizmusok allhatnak. A daganatos sejtek szamara a fokozott proliferatorikus
aktivitas eldnyt jelenthet a kornyezd, eloregedd sejtekhez képest.

A proliferatorikus aktivitas Oregedés soran bekovetkezd valtozasait korabban
allatmodellekben is vizsgaltak [31,32]. Patkanyokon végzett kisérletiikben Mandir és
mtsai a legintenzivebb hamregeneraciot fiatal allatok vastagbélhamjaban talaltak, és a
szerzOk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hdmban bekdvetkezd dramai valtozés az
emésztorendszer fejlédésével, novekedésével hozhatd Osszefiiggésbe. Ugyanakkor az
emésztorendszer normal Oregedése soran nem tapasztaltak jelentds valtozast a ham
megujulasaban [31]. Ezzel szemben egy az Egyesiilt Allamokban végzett kutatas soran a
kisérleti allatok 1iddsebb populacidjanak vastagbélhamjaban fokozott mértéki
sejtosztodast €s csokkent apoptotikus aktivitast észleltek, ami 0sszefiiggésbe hozhat6 az

iddsek korében gyakrabban el6forduld sporadikus vastagbélrak kialakulasaval [32].
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A gyermek vastagbélhamban észlelt fokozott sejtproliferacio a vastagbél fiziologias
novekedésével hozhatd sszefiiggésbe, és a normalis dregedés soran a kriptahamsejtek
megujulasa lelassul. Tudomasunk szerint a proliferaciot és apoptdzis szabalyozo gének
kifejez0dését nem vizsgaltdk korabban humdan vastagbélhamban, gyermek ¢és felnott
daganatos mintdkon egyarant. Ezen gének tanulmanyozasa talan valaszt adhat arra a
kérdésre, hogy miért fokozott és emellett jol szabalyozott a sejtosztédas gyermekkorban,
és ehhez képest mi magyarazza a fokozott, de kontrollalatlan sejtgyarapodast CRC-ben.
MRNS-expresszids vizsgalatainkban azonositottunk olyan proliferacidot szabalyozo
géneket, amelyeknek a kifejezddése a gyermek €s a daganatos mintakban is fokozott, az
egészséges feln6tt mintakhoz képest. Ilyen gének példaul a ciklin B1 (CCNB1), a ciklin
E1l (CCNEL1) és a ciklin-dependens kinaz 1 (CDKI) (9. abra). Ezek a génexpresszios
eltérések részben magyarazhatjak a sejtkinetikai megfigyeléseinket. A ciklin-dependens
kindzok ¢és a ciklinek igen l1ényeges szerepet toltenek be az eukariota sejtek sejtciklusdnak
szabalyozasaban ¢és a sejtosztodasban. A CDK komplexek a nagymértékben konzervalt
szerin/treonin protein kinazok csaladjaba tartoz6 molekuldk, amelyek egy katalitikus
CDK alegységbdl és egy aktivalo ciklin alegységbdl allnak. A kiilonbozé CDK-
molekulak foszforilacio, vagy a ciklinek bekotddése révén aktivalodhatnak, és a sejtciklus
mas-mas részét szabalyozzak [142,143]. MRNS-expresszios vizsgalatainkban a CCNB1,
CCNE1 és CDK1 fokozott expressziot mutatott a nagyobb proliferatorikus aktivitassal
jellemezhetd gyermek és daganatos mintakban, az egészséges felndtt mintakhoz képest.
Tovabba a ciklin D1 (CCND1), CDK1 and CDK6 expresszidja szignifikansan magasabb
volt a kontrollalatlan sejtosztodassal jellemezhetdé tumoros mintakban a gyermek
mintakhoz képest (11. abra). A ciklin D1-nek a sejtosztodas, a differenciacio és a sejt
daganatban megfigyelték mar a CCND1 fokozott kifejez0dését, ami azzal hozhato
Osszefliggésbe, hogy a sejtciklus G1 fazisaban jelentOs szabalyozd szerepe van [144].
Zhang és mtsainak megfigyelése szerint a CCND1 fokozott miikodése az
emésztOrendszeri daganatok kialakulasaban igen korai 1épés [145]. Sahl és mtsai
kiilonboz6 ciklin-dependens kindz expressziojat vizsgaltak human
vastagbéldaganatokban. Megallapitottak, hogy a CDK1, CDK2 ¢és CDK6 aktivacidja -

amelyek egyébirant foszforildlni képesek a retinoblasztoma fehérjét, ezzel a soron
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kovetkez6 G1-fazisba juttatva a sejtet — Osszefliggésbe hozhatdo a human kolorektalis
karcinogenezissel [146].

Szamos szabalyozé molekula ismert, amelyek gatolni képesek a ciklin-dependens
kinazok mukodését. Ezeket a molekulakat ciklin-dependens kinaz gatloknak nevezziik.
Jelen tanulméanyban a ciklin-dependens kinaz gatlo 2B (CDKN2B) expresszidjat is
vizsgaltam mRNS-szinten, az dregedés és a karcinogenezis soran a vastagbélben. A
CDKNZ2B mint MTS2, ciklin-dependens kinaz 4 és 6 koté fehérje, illetve p15-INK4b
(p15) is ismert. A CDKN2B gén a 9-es kromoszoéman a CDKN2A kozelében helyezkedik
el, ez a kromoszémarégioé pedig szamos daganatban mutaciot szenved. A gén altal kddolt
fehérje komplexet képez a CDK4 és CDK6 molekulakkal, ezzel gatolva a sejtosztodast,
a sejtciklust. A microarray vizsgélat soran a CDKN2B mérsékelt expresszidjat talaltam az
egészséges gyermek vastagbél biopszids mintdkban a felndttekhez képest, mig
expressziocsokkenést figyeltem meg a tumoros mintakban (9. ébra). Korabbi
tanulméanyok is igazoltdk, hogy a CDKN2B tumorszuppresszorként viselkedhet és a
TGEp altal indukalt sejtciklusleallas fontos végrehajtd molekulaja lehet [147]. Herman
géncsendesitési mechanizmus, daganatok kialakulasahoz vezethet [148]. Az irodalmi
adatok alapjan a ciklin-dependens kindz gatlok csokkent termelése hozzajarulhat a
kontrollalatlan sejtosztodashoz kolorektalis karcinomaban.

Az immunhisztokémiai vizsgalat soran mérsékelt apoptotikus aktivitast észleltiink
a gyermek mintakban a felnéttekhez képest, ugyanakkor dramai csokkenést tapasztaltunk
az adendéma-karcinoma szekvencia soran (8C. abra). Az apoptozist indukald és gatld
gének mRNS-expresszidos vizsgalata sordn azonositottunk olyan géneket, amelyek
csokkeno kifejezddést mutattak a karcinogenezis soran, €s a szoveti szinten latott eltérést
magyarazhatjak. Ilyen gének tobbek kozott az ACVR1B, TNFSF10, DYRKZ2, SOCSS, IFI6
és SERPINB9. Az immunhisztokémiai vizsgalat tovabbi eredménye, hogy a
proliferatorikus aktivitas szignifikdnsan csokken az élettani Oregedés soran a
vastagbélhamban, ugyanakkor a feln6tt ép €s adendma mintdk kozott nem taldltam
lényeges eltérést e tekintetben (8A. és 8B. abra). Ezzel szemben adenémaban jelentdsen
csokken az apoptotikus aktivitas (8C. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
adenoma-karcindéma szekvencia kezdeti stadiumaban az apoptotikus aktivitas csokkenése

elébb kovetkezik be, és adendmaban a sejtosztddas és pusztulds kozotti aranytalansag
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kialakuldsdban els6dleges szerepe lehet. Kolorektalis karcinomaban a fokozott
sejtosztodas €s a csokkent mértékii apoptdzis mar egyarant hozzajarul a kontrollalatlan
sejtburjanzashoz.

Génexpresszios vizsgalati eredményeinket szerettem volna Osszevetni mas
munkacsoportok eredményeivel is, hogy az élettani Oregedés sejtproliferaciot és
apoptdzist szabalyozd gének kifejez6désére gyakorolt hatdsdt pontosabban
elemezhessem, azonban tudomasom szerint ez volt az elsé olyan tanulmany, amelyben
gyermekektdl vett vastagbél biopszias mintdkat vizsgaltak. Gyermekeknél a klinikai
gyakorlatban kolonoszkopids vizsgalat lényegesen ritkdbban torténik, mint a felnott
pacienseknél. A beavatkozast megeldzden szamos, kevésbé invaziv vizsgalatot végeznek,
amelyek a panaszok és tiinetek hatterében allo betegségeket feltarhatjdk, igy a
gyermekeknél tiikrozésre sok esetben mar nem keriil sor. Amennyiben az eldzetes
vizsgalatok nem hoznak eredményt, és a tlinetek alapjan (példaul kronikus hasmenés,
tapcsatornai vérzés, gyulladasos bélbetegség gyantija), tovabbra is fennall a tdpcsatornat
érint6 betegség gyanuja, akkor keriilhet sor - dont6en altatasban - a kolonoszkopiara. A
vastagbéltiikr6zés az esetek jelentds részében a makroszkopos megfigyelés és a
szovettani mintavétel segitségével a Kolorektumot érintd betegségeket felfedi. Mivel
gyermeknél Iényegesen kevesebb kolonoszkopia torténik, mint felnétteknél, és ott is sok
esetben a panaszokat, tiineteket magyarazé eltérést talalunk, ezért azoknak a gyermek
mintdknak a szama, amit az élettani dregedés tanulmanyozasahoz felhasznalhattam, igy

makroszkdposan és mikroszkdposan is ép, igen korlatozott.

6.2. A kolorektalis szomatosztatintermelés megvaltozasa az élettani oregedés

és a karcinogenezis soran

Az emésztérendszeri hormonokat (szomatosztatin, kolecisztokinin (CCK),
gastrin, bombesin (BBS)/gastrin-releasing peptide (GRP), neurotensin (NT), peptid YY
(PYY), glucagon-like peptide-2 (GLP-2)) endokrin sejtek termelik, amelyek a
tapcsatornat béleldé hamban és a hasnydlmirigyben helyezkednek el. Ezek a kémiai
hirvivok szabalyozzék a gasztrointesztinalis szekréciot, emésztést, felszivast, motilitast
¢és sejtosztodast. A szomatosztatin dontéen gatld hatasti szabalyozo peptid (,,universal

switch-off hormone”), amely a normal és a daganatos szdvetben egyarant képes gatolni a
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sejtosztodast. A szomatosztatinnak tehat endokrin €s autokrin/parakrin hatdsa is van,
valamint sejtfelszini receptoraihoz (SSTR1-5) kotédve szamos jelatviteli ut mikodését
befolyasolja [149]. A szomatosztatin  emésztérendszeri hatdsai miatt a
szomatosztatinanal6gok hatékonyan alkalmazhat6ak nem daganatos korképekben, mint
példaul heveny varixvérzés, dumping szindroma, illetve a kronikus hasmenés és az bél
pseudoobstructio bizonyos eseteinek kezelésében [93].

Mivel jelentés sejtkinetikai kiilonbségeket tapasztaltam a szovettanilag ép
gyermek, felndtt és kolorektalis karcinoma mintak kozott, tovabba jol ismert, hogy a
Szomatosztatin nagy mennyiségben termelddik az emésztérendszeri hamban és gatolja a
sejtosztddast, ezért munkam masodik felében tanulmanyoztam, hogy hogyan valtozik a
szomatosztatintermelés mRNS- és fehérjeszinten a vastag- és végbélben, az élettani
Oregedés ¢és a karcinogenezis soran. Az mMRNS-expresszids vizsgalatok (microarray és
RT-PCR) eredményei szerint a fiatal és az id6s normal mintadk kozott nincs jelentds
kiilonbség az SST kifejezddése szempontjabol, ugyanakkor kolorektalis karcindomaban
jelentdsen csokken az SST-expresszio (13., 14A., 14B. és 14C. 4bra). Ezt az eredményt
az immunhisztokémiai vizsgalat is megerdsitette, ugyanis a kiilonbozd életkort
paciensektdl szarmazd, szovettanilag ép kolorektalis hAmban nem volt jelentds eltérés a
szomatosztatint termeld sejtek aranyaban, mig a karcindmakban csak elvétve talaltam
szomatosztatint termelé sejteket (15. és 16. abra). Megfigyeléseink alapjan az
antiproliferativ hatasti szomatosztatin lokalis termelésének jelentdés mértékili csokkenése
hozzajarulhat a fokozott és szabalyozatlan sejtosztddas kialakuldsahoz kolorektalis
karcinomaban. Tovabba megerdsitették annak lehetdségét, hogy a sporadikus CRC
kezelésében esetleg helyet kaphatnak a neuroendokrin daganatok kezelésében mar
hatékonyan alkalmazott szomatosztatinanaldgok.

Az  utobbi  években  tobb  klinikai  tanulmdnyban = vizsgaltdk @ a
szomatosztatinanalogok kedvezd hatasdt nem neuroendokrin eredetli, emésztorendszeri
daganatokban. Kemoterapias kezelésre nem reagald, gyomorrakban szenvedd betegek
korében octreotid adasa jelentdsen javitotta a talélést a legjobb tdmogatd kezelésben (best
supportiv care) részesiilo betegekhez képest [125]. Az eddigi vizsgalatok alapjan a
hepatocellularis karcinoma (HCC) kezelésében a szomatosztatinanaldgok kedvezd hatasa
nem egyértelmi. Bizonyos esetekben octreotid adésa javitotta az atlagos talélési 1dot a

kezeletlen betegcsoporthoz képest [129,150]. Egy késébbiekben végzett, nagyobb
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beteganyagot vizsgalo tanulmanyban azonban hossza hatasu octreotid adasa nem jelentett
tulélési elényt a placebo adasdhoz képest eldrehaladott hepatocellularis karcindma
esetében [151]. Hasnyalmirigy eredetii, nem rezekalhatd, duktalis adenokarcinéma
fennallaskor, amennyiben a tamoxifenkezelést kis dozisu octreotiddal egészitették ki,
akkor az atlagos tulélési id6 ndvekedett a kezeletlen csoporthoz képest [152].
Osszefoglalva az adatokat, emésztérendszeri daganatok esetében az octreotid
alkalmazdasa nem volt minden esetben egyértelmiien kedvezd hatassal a
tumorprogressziot vagy a talélést tekintve, ugyanakkor bizonyos esetben a betegek
¢letmindségét jelentdsen javitotta [153].

Az in vivo és in vitro tanulmanyokat kdvetden a 80-as években kezdték vizsgalni a
szomatosztatinanaldgok hatasat a kolorektalis tumorok kezelésében. Savage és mtsai
probatanulmanyukban hosszi hatast szomatosztatinanalogot (SMS 201-995) adtak négy,
elérehaladott vastagbélrakban szenvedd betegnek, de nem talaltak bizonyitékot arra, hogy
az analdg adasa hatassal lenne a tumorndvekedésre [154]. Egy ll-es fazisu klinikai
vizsgalatban metasztatizalo vastagbélrdkban szenvedd betegeknek adtak napi harom
alkalommal subcutan Sandostatint. Hirom-kilenc honap elteltével minddssze négy beteg
allapota stabilizalodott, a tobbi beteg esetében a daganat progresszidja volt
megfigyelhetd. Ugyanakkor emlitésre méltd, hogy mellékhatast egyetlen esetben sem
figyeltek meg, és a legtobb beteg atmeneti szubjektiv javuldst élt meg a fajdalom
csokkenése miatt [155]. Cascinu és mtsai az octreotid tumorellenes hatasat vizsgaltak,
kemoterapias kezelésre nem reagald, vastag- és végbélrakban szenvedd betegekben, a
legjobb tamogatd kezelés hatasdval Osszehasonlitva. A szerzOk arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a szomatosztatinanalog adasa javitotta a talélést elérehaladott CRC-ben
[125]. Egy randomizalt, kettds vak, placebo-kontrollalt, I1I-as fazist klinikai vizsgalatban
anapi harom alkalommal, egyenként 150 mikrogramm dézisban, subcutan adott octreotid
nem tlint hatékonynak aszimptomatikus, metasztatizalo kolorektalis karcinomaban
szenvedd betegek kezelésében [126]. Osszefoglalva az eldzetes klinikai vizsgalatok
eredményeit elmondhatd, hogy a szomatosztatinanalogok kedvezd hatdsa nem
egyértelmii kolorektalis daganatban szenvedd betegek kezelésében, ugyanakkor
inkurabilis, végstadiumu emésztérendszeri daganat fennallasakor komolyabb

mellékhatas nélkiil csokkentheti a kellemetlen tiineteket [156]. Az irodalmi adatokban
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latott ellentmondds nagy valosziniiséggel az eltérd6 metodikai ¢és klinikai
vizsgalomodszereknek kdszonhetd [157].

A szomatosztatinanalogok vastagbélrakra gyakorolt hatdsat receptor szinten is
vizsgaltak a kutatok. A szomatosztatin és analdgjai antiproliferativ hatdsukat az 6t ismert
szomatosztatinreceptor koziil elsésorban az SSTR2 és SSTRS kdzremiikodésével fejtik
Ki. Buscail és mtsai igazoltak, hogy az SSTR2 expresszidja jelentdsen csokken
elérehaladott CRC-ben ¢€s a metasztazisokban, ami magyarazatul szolgalhat az analdgok
hatastalansagara metasztatizalo kolorektalis karcinomaban [101]. Miller és mtsai
kimutattdk, hogy a normdl és a daganatos vastagbél szovetben kis affinitast
szomatosztatinreceptorok talalhatéak. Ezeknek a kis affinitasi receptoroknak nagy
valoszinliséggel a vastag- és végbélhdmban lokalisan termelédd szomatosztatin
szabalyoz6 hatdsanak kozvetitésében van szerepiik, sokkal inkdbb parakrin és autokrin
modon, és nem valddi endokrin mechanizmus alapjan. Eppen ezért a keringésben kis
koncentracioban jelen 1év6 szomatosztatinnak és analdgjainak lényegesen kisebb lehet az
antiproliferativ hatasa a kolorektalis hamban, a lokalisan termel6dé szomatosztatinhoz
képest [158]. Ezen eredmények alapjan a szomatosztatinanalogok hatékonysagat
alapvetden befolyasolja az analog keringési felezési ideje, valamint az, hogy a gyogyszer
a vastagbélhamban lokalisan milyen koncentraciot ér el.

Sajat kisérletiinkben a szomatosztatinanaldog octreotid sejtosztddast befolyasold
hatasat vizsgaltam Caco-2 human epithelialis adenokarcinoma sejtvonalon. Az octreotid
adasat kovetéen 48 oraval az apoptotikus sejtek aranya lényegesen nétt, mig a
G1+S+G2+M fazisban 1évo sejtek aranya szignifikansan csokkent, koncentraciofiiggd
modon. Vagyis az octreotid jelentdsen csokkentette a kolorektalis adenokarcinomasejtek
sejtosztodasanak mértékét. A szomatosztatinanalogok antiproliferativ hatasat szamos,
nem neuroendokrin eredetli daganatos sejtvonalakon vizsgaltak. SST-analégok adasa
kolorektalis, gyomor, hasnyalmirigy, emld, méhnyak, tiid6 és prosztata eredetli daganatos
sejtvonalakon is hatékonyan gatolta a sejtosztodast [118]. Korabban Dy és mtsai szintén
arra  a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hosszi hatasit SMS 201.995
szomatosztatinanalognak daganatellenes (direkt antitumor) hatdsa van human
colonkarcinoma-sejtvonalon [159]. Colucci és mtsai kimutattak, hogy a szomatosztatin
az SSTR3 és SSTRS receptorokhoz kotddve csokkenti a COX-2-termelést human

colonkarcinoma-sejtekben, ami hozzajarulhat az SST sejtosztodast gatld hatasahoz [160].
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A DNS-promotermetilacio6 egy epigenetikai csendesitési mechanizmus, ami a DNS
szerkezetének megvaltozdsa nélkiil szabalyozza a génexpresszidt. A promoter-
hipermetilacié kovetkeztében a transzkripcios faktorok nem tudnak kapcsolatba 1épni a
DNS-sel, ezzel csokkentve a génkifejez0dést. Szamos genetikai valtozas ismert (mint
példaul a pontmutacio, inszercioval vagy delécioval jard6 mutaciok), amelyek
Osszefiiggésbe hozhatok a kolorektalis karcinogenezissel. Jol ismert, hogy az APC, KRAS,
p53 és SMAD4 géneket érintd mutaciok szerepet jatszanak a vastag- €és végbélrak
kialakulasdban. Az utobbi években ugyanakkor fény deriilt arra is, hogy a kolorektalis
rakok kialakulasanak hatterében epigenetikai valtozasok is allhatnak [161,162]. Jelen
tanulmanyunkban igazoltuk, hogy a karcinogenezis soran csokkend SST-expresszioval
parhuzamosan fokozdodik a promotermetilacié. Tovabba kolorektalis adenokarcindéma
sejtek demetilald hatast 5-aza-2’-dezoxicitidinnel torténd kezelését kovetden az SST-
kifejezddés mérsékelten fokozhatd. Az utdbbi évtizedben szdmos emésztdrendszeri
daganatban igazoltak az SST-promoter-hipermetilaciot. Mori és mtsai szintén kimutattak
ezt a géncsendesitési mechanizmust CRC-ben, és feltételezésiik szerint a gén
inaktivacidja, és a géntermék sejtosztodast gatld hatdsanak kiesése fontos 1épés lehet a
kolorektalis tumorgenezisben. Emellett sejtkultara-kisérletben 5-aza-2’-dezoxicitidin
adasat kovetdéen az SST mMRNS-expressziojanak fokozodasat is igazoltak [163]. A
késébbiekben géncsendesitésti  hatasa  SST-promotermetilaciot igazoltak human
nyeldcsé-karcindmaban és Barrett-nyel6csé talajan kialakuld adenokarcindméban is,
valamint demetilalé dgens adasat kovetden az SST-expresszid nyeldcsd adenokarcindma
sejtvonalban szintén fokozodott [164]. A szomatosztatin-promoter-hipermetilacid
MRNS- ¢és fehérjeszinten is csokkenti az SST-kifejez6dést gyomorrakban, és gyomor
eredetil sejtvonal 5-aza-2’-dezoxicitidin és trichostatin-A kezelését kovetden csokken a

promotermetilacio és fokozodik a szomatosztatintermelés [165,166].
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7. KOVETKEZTETESEK

7.1. Kovetkeztetések

A tanulmany elsé részében a kolorektalis ham proliferatorikus és apoptotikus
aktivitasat vizsgaltam az élettani 6regedés és a karcinogenezis soran. Tudomasunk szerint
MRNS- ¢és fehérjeszinten elsd alkalommal vizsgaltuk és hasonlitottuk Ossze a gyermek
mintadkat egészséges felndtt és daganatos mintdkkal a fent emlitett sejtkinetikai
folyamatokban. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a gyermek és a
daganatos mintadkban fokozott a sejtosztodas és csokkent mértékli az apoptdzis, tovabba
a legnagyobb sejtkinetikai valtozast a tumoros mintakban talaltam. Ugyanakkor alapvetd
kiilonbség a gyermek és a daganatos vastagbélhdmban tapasztalt fokozott sejtgyarapodas
kozott, hogy mig az elsé esetben ez jol szabalyozott, kiegyensulyozott folyamat, ami a
fiziologias novekedéshez lehet sziikséges, addig a karcindmaban szabalyozatlan és
kontrollalatlan a sejtosztodas. Eredményeink szerint ennek a megfigyelésnek a hatterében
az allhat, hogy bizonyos proliferaciot és apoptozist szabalyozd gének expresszidja
szignifikansan eltér a gyermek €s a daganatos mintakban.

A szomatosztatin talan az egyik legfontosabb természetben is eléforduld,
antiproliferativ hatasti hormon. Tudomasom szerint, vizsgalatainkban elsé alkalommal
tanulmanyoztuk mRNS- és  fehérjeszinten a  kolorektalis ham  lokalis
szomatosztatintermelését szovettanilag ép gyermek, felnétt és daganatos mintakban. Az
eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az élettani 6regedés sordn nem valtozik
lényegesen a szomatosztatintermelés a vastagbélhamban, ugyanakkor jelentGsen
csokkent kolorektalis karcindmaban. CRC-ben a lokalis szomatosztatintermelés hianya
hozzajarulhat a fokozott és szabalyozatlan sejtosztodashoz. Ezzel a megfigyeléssel
Osszhangban, sejtkultura kisérletiinkben a szomatosztatinanaldg octreotid hatékonyan
gatolta a sejtosztodast és fokozta a sejtpusztuldst. A daganatos vastagbélhdmban a
csokkent szomatosztatintermelésre egy lehetséges magyarazat a szomatosztatint kddolo
hatasu vegyiiletek tovabbi vizsgalata sziikséges a sporadikus vastag- €s végbélrak

kezelésében betoltott lehetséges szerepiikkel kapcsolatban.
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7.2. Legfontosabb 1j megfigyelések és megallapitasok

- A szOvettanilag ép gyermek vastagbélhamban és kolorektalis karcinomaban fokozott
sejtproliferaciot és csokkent mértékii apoptozist figyeltem meg, az egészséges felnott
hamhoz képest, ugyanakkor sejtkinetikai szempontbol alapveté kiilonbség, hogy a
gyermek hamban szabalyozott és kiegyensulyozott a sejtosztédas, mig a karcindmaban
szabalyozatlan.

- Affymetrix oligonukleotid microarray segitségével 8 proliferaciot és 11 apoptdzist
befolyasolo gén esetében igazoltam, hogy az élettani dregedés és a karcinogenezis soran
megvaltozik azok expresszidja. Szintén microarray rendszer alkalmazasaval
azonositottam olyan proliferaciot és apoptozist szabalyozd géneket, amelyek mRNS-
expresszidja a normdl gyermek ¢és a daganatos mintdkban jelentdsen eltér, ami
magyarazhatja a két csoport kozott észlelt sejtkinetikai eltérést. A vizsgalati
eredményeket RT-PCR modszerrel validaltam.

- Oligonukleotid microarray és RT-PCR modszerrel, fliggd és fliggetlen mintdkon is
igazoltam, hogy az ¢élettani Oregedés soran nem valtozik jelentdsen a
szomatosztatintermelés a vastagbélben, ugyanakkor 1ényegesen csokkent kolorektalis
karcinomaban. Fehérjeszinten a tumoros vastagbélhamban 1ényegesen kevesebb SST-
termeld sejtet azonositottam, mint a szdvettanilag ¢ép hamban. A lokalis
szomatosztatintermelés jelentds csokkenése hozzajarulhat a fokozott mértéki,
szabalyozatlan sejtosztodas kialakuldsdhoz kolorektélis daganatokban.

- Caco-2 epithelidlis  adenokarcinoma  sejtvonalon  igazoltam, hogy a
szomatosztatinanalog octreotid jelentdsen csokkenti az osztodo és noveli az apoptotikus
sejtek aranyat, koncentracio fliggd modon.

- Metilaciospecifikus PCR-vizsgalattal kimutattuk, hogy a szomatosztatint kodold gén
legmagasabb metilacids aranyt a karcinomas mintakban taldltam. A promotermetilacio
egy lehetséges epigenetikai magyarazat a lokalis szomatosztatintermelés jelentds mértékii
csokkenésére kolorektalis karcinomaban.

- HT-29 adenokarcindma sejtek demetilalo hatast S-aza-2’-dezoxicitidinnel torténd
kezelését kovetéen a szomatosztatint kodold gén mRNS-expresszidja mérsékelten

fokozodott.
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8. OSSZEFOGLALAS

8.1. Osszefoglalas

A sporadikus kolorektalis karcinoma kialakulasa tobblépcsds folyamat, morbiditasa
¢s mortalitdsa szoros Osszefiiggést mutat az 6regedéssel. Munkam elsd részében alapvetd
sejtkinetikai paraméterek, a proliferaciés ¢€s apoptotikus aktivitast vizsgaltam
szovettanilag ép gyermek és felndtt kolorektalis hamban az élettani oregedés soran,
valamint az adendma-karcindma szekvencia egyes stddiumaiban. Tovabba
tanulmanyoztam a sejtosztodast és pusztuldst szabalyozod gének mRNS-expresszidjat
normal gyermek, feln6tt és karcindma mintakon. Megallapitottam, hogy a fiatal és a
tumoros mintdk fokozott sejtosztodassal ¢és csokkent apoptotikus aktivitdssal
jellemezhetdek a felnétt mintdkhoz képest, tovabba karcindmaban a legintenzivebb és
szabalyozatlan a sejtosztodas. Nyolc sejtosztodast (példaul CCNE1, CDK1, CDKN2B),
¢és 11 apoptozist szabalyozo gént (példaul IFI6, SERPINB9, SST) azonositottam, amelyek
MRNS-expresszidja az Oregedés €s a karcinogenezis sordn is valtozik. Tovabba 8
proliferaciét (példaul CCND1, CDKG6) és 26 apoptozist regulald gén (példaul SFRP1,
SOCS3, SST) kifejezédése mutatott eltérést a gyermek és tumoros mintak kozott. Ezek a
génexpresszios kiillonbségek magyardzhatjak a szoveti szinten megfigyelt sejtkinetikai
kiilonbségeket. Munkdm madsodik felében a sejtosztodast gatld és apoptdzist indukalod
hat4st szomatosztatin termelését vizsgaltam a vastagbélben, MRNS- és fehérjeszinten, az
oregedés €s a kolorektalis karcinogenezis soran. Biopszids mintdkon tanulményoztam a
demetilalo kezelés és a szomatosztatinanalog octreotid hatdsat vizsgaltam kolorektalis
adenokarcinoma sejtvonalakon. mRNS- és fehérjeszinten is igazoltam, hogy a lokalis
szomatosztatintermelés nem valtozik az ¢lettani Oregedés sordn a vastagbélben,
ugyanakkor jelent6sen csokken karcinomaban (p<0,05). Caco-2 sejtvonal octreotid
kezelését kovetden jelentdsen csokkent az osztddod és nétt az apoptotikus sejtek ardnya.
A promotermetilacié ndvekszik az élettani oregedés és a karcinogenezis soran, a
legmagasabb metilacios aranyt a karcindmas mintakban talaltam. HT-29 sejtvonal
demetilald hatasu 5-aza-2’-dezoxicitidinnel torténd kezelését kovetden a Szomatosztatin

MRNS-expresszioja mérsékelten emelkedett a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest.
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8.2. Summary

Colorectal carcinogenesis is a multi-stage process, and the morbidity and mortality
of colorectal cancer are closely related to aging. In my PhD thesis I investigated basic cell
kinetic parameters, the proliferative and apoptotic activity in histologically intact colonic
biopsy samples from children and adults during normal aging, and in certain stages of
colorectal adenoma-carcinoma sequence. Furthermore | analyzed the mRNA expression
of proliferation- and apoptosis-regulating genes in healthy children, adult and colorectal
cancer samples. | have established that young and tumorous colonic epithelium can be
characterized by increased proliferative and decreased apoptotic activity compared to
normal adult samples, and the cell proliferation is the most intense and uncontrolled in
cancer. | have identified 8 proliferation-regulating (e.g. CCNE1, CDK1, CDKN2B) and
11 apoptosis-regulating genes (e.g. IFI6, SERPINB9, SST) with altering mRNA
expression during aging and carcinogenesis. Eight proliferation-associated genes (e.g.
CCND1, CDK®6) and 26 apoptosis-regulating genes (e.g. SFRP1, SOCS3, SST) were
differently expressed between juvenile and cancer groups. Identified mRNA expression
alterations may explain the observed cell kinetic differences. Somatostatin is a regulatory-
inhibitory peptide with anti-proliferative and pro-apoptotic effects. | investigated the
colonic somatostatin production during normal aging and carcinogenesis. | have
established both on mMRNA and protein levels that somatostatin production do not alter
during normal aging but significantly decreased in colorectal cancer (p<0.05). | examined
the effects of somatostatin analogue octreotide on human colorectal adenocarcinoma cell
line (Caco-2). Octreotide significantly increased the proportion of apoptotic Caco-2 cells,
while the proportion of cells in other cell cycle phases (G1, S, G2, M) was significantly
lower. Since promoter hypermethylation can epigenetically alter gene transcription both
during aging and carcinogenesis, | tested the methylation status of somatostatin gene in
biopsied samples, and the effect of demethylation treatment in HT-29 cell line. | have
evinced, that promoter DNA methylation of somatostatin gene shows continuous increase
during aging and carcinogenesis, and the highest methylation status was detected in
cancer. | have observed moderately increased somatostatin expression in demethylating

agent-treated HT-29 cells compared to the controls.
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