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ROVIDITESEK JEGYZEKE

a-SMA: a-smooth muscle actin (a-simaizom aktin)

BMP: bone morphogenic protein

CDX2: caudal-related homeobox protein 2

CRC: colorectalis carcinoma (vastagbélrak)

CpG szigetek: citozin-guanin bazisparokban gazdag régiok a genomban
CTGF: connective tissue growth factor (k6tdszoveti ndvekedési faktor)
DNMT1: DNS metiltranszferaz-1

ED-A: extradomain-A

EMT: epithelial-to-mesenchymal transition (epithelialis-mesenchymalis atalakulas)
FISH: fluorescens in situ hybridizacio

GALT: gut-associated lymphoid tissue (bélhez kotodo nyirokszovet)
GREM: gremlin

Hes-1: hairy and enhancer of split 1 (3ssejt-specifikus fehérje)

IBD: inflammatory bowel disease (gyulladasos bélbetegség)

Lgr5: leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (leucinban gazdag

ismétlodéseket tartalmazo G-fehérjéhez csatolt receptor 5, Ossejt-specifikus fehérje)
MALT: mucosa associated lymphoid tissue (nyalkahartydhoz kot6do nyirokszovet)
MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MET: mesenchymal-to-epithelial transition (mesenchymalis-epithelialis atalakulas)
5
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MLCK: myosin light-chain kinase (miozin konnyt-lanc kinaz)

MRTF: myocardin-related transcription factor (miocardin-eredetii transzkripcios faktor)
MSC: mesenchymal stem cell (mesenchymalis dssejt)

mTOR: mammalian target of rapamycin

NICD: notch intracellular domain

NMP: nuclear matrix protein

OPN: osteopontin

PDGF-B: platelet-derived growth factor-B (vérlemezke eredetii ndvekedési faktor-B)
PI3K: phosphatidylinositol 3'-kinase (foszfatidil-inozitol 3'-kinaz)

SFRP: secreted frizzled-related protein

SRF: serum response factor

TIAMI1: T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1 (T-sejtes lymphoma és

metasztazis gén 1)

TGF-B: transforming growth factor-f3

TGF-BRIL-II: transforming growth factor-f receptor I,-11
TLRY: Toll-like receptor 9

ZEB: Zinc finger E-box-binding homeobox fehérje
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1.0. BEVEZETES

1.1. A vastagbél szovettani felépitése

A vastagbél {6 feladatai koz¢ tartozik az egyes anyagok felszivasa (viz, gyogyszerek, ionok),
valamint a bélsar koncentralasa és tovabbitasa a végbél felé. A vastagbél anatomiailag a
kovetkezo részekre oszthatd: vakbél, felszallo-, harant-, leszalld vastagbél, szigmabél és
végbél (1). Béliregi hatarat egyrétegii hengerham boritja (lamina epithelialis mucosa),
amelyet, tight- és adherens kapcsolatokkal szorosan egymashoz kapcsolodo szekrécidt végzo
enteroendokrin- és kehelysejtek, valamint felszivast végz6 hamsejtek alkotjak (2,3).

Az enteroendokrin sejtek a bélrendszer egész hosszaban megtalalhatd, az alapi résziikon
kiszélesedd, piramis alaku sejtek, amelyek parakrin vagy endokrin médon hato, hormon- vagy
neurotranszmitter-szer{i anyagokat termelnek (pl. kolecisztokinin, gasztrin, motilin) (4).

A kehelysejtek jol fejlett Golgi apparatussal és durva endoplazmatikus retikulummal (DER)
rendelkezd sejtek. Cstcsi résziikon mucint tartalmazé vakudlumok taldlhatéoak, amelyek
kitiriilve védik és csuszossa teszi a hamfelszint (1).

Az oszlop alaka, mikrobolyhokkal rendelkezd hamsejtekben Na'/K™ ATP-az altal vezérelt
aktiv transzport €s passziv felszivodas is torténik (1).

A hamréteg kesztyliujj-szerien betiiremkedik az alatta elhelyezkedd, erekben és idegben
gazdag kotészovetes rétegbe (lamina propria mucosae), kialakitva ezzel a vastagbél
nyalkahartydjanak jellegzetes, csdszerii képzddményeit, a Lieberkiihn-kriptdkat. Ezt a
kotészovetes réteget laza kapcsolatban 1évo  sejtek  (immunsejtek, fibroblasztok,
miofibroblasztok) alkotjak, a koztiik 1évo teret pedig az extracellularis matrix anyagai toltik
ki. A Lieberkiihn-kriptakat a kotdszovetes réteg alatt talalhatd, vékony, simaizomsejtekbol
felépiilo lemezszerii sejtréteg (lamina muscularis propria) hatirolja és mozgatja, igy
elosegitve a kehelysejtek szekrétumanak kijuttatasat a béliiregbe. Ezt az izomréteget egy
Ujabb, nagyerekben, zsirszOvetben ¢és idegekben gazdag kotOszovetes réteg, a tunica
submucosa koveti. A submucosa alatt talalhaté a korkords- és hosszanti kotegekbdl allo

simaizom réteg (tunica muscularis), ami szerepet jatszik a bélsar formalasaban és a
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perisztaltika révén a bélsar tovabbitasaban. Végiil, a vastagbél kiilsé (hasiiregi szervek felé

es0) feliiletét tunica serosa/adventia boritja (1. abra).

A bél lumene _ : Lamina epithelialis
mucosac

Lamina propria

Tunicamucosa - mucosac

Liberkithn-kripta

Lamina muscularis
mucosae

Tunica submucosa —

Tunica muscularis

1. abra. A vastagbél szovettani felépitése. A vastaghél fala harom réteghdl all:
nydlkahartyara (tunica mucosae), nyalkahartya alatti kétoszovetes réteg (tunica submucosae)
és izomréteg (tunica muscularis). A béliireg felé esé legbelso réteg (tunica mucosae) harom
szovettipusra oszthato: a hamszévetre (lamina epithelidlis), a stroma kétdszovetes rétegeére
(lamina propria) és a nyalkahdrtya sajat izomrétegére (lamina muscularis). (Modositott abra,

forras: Rohlich Pal: Szévettan, 1999)

1.2. A gasztrointesztinalis 6ssejtek

A humén vastagbélben a mirigyhamsejtek életciklusa szamottevd: 2-3 nap alatt az egész
vastagbélham megtjul. A vastagbél folyamatosan pusztuld sejtjeinek potlasa kripta alapjanal
elhelyezkedo Ossejtek feladata. Ezek a sejtek nemcsak elkotelezett utodsejteket (leanysejteket)
tudnak eldallitani, hanem Onmagukhoz hasonld6 masolatokat is. A szdveti Ossejtek
multipotens, mérsékelten besziikiilt potenciaju sejtek, amelyek egy szerv szdveteinek

valamennyi sejttipusat képesek eldallitani.
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A hamsejteket képz6 szoveti (lokalis) dssejtek a mirigyek alapi (bazalis) részén helyezkednek
el. Ezekbol a multipotens sejtekbdl az aszimmetrikus osztodaskor keletkezd leanysejt-
eldalakok még néhany osztdodasi szakaszon mennek keresztiil, majd szekréciot végzod
enteroendokrin- vagy kehelysejtekké, valamint a felszivast végzé hamsejtekké
differencialédnak (5,6,7,8,9). A teljesen differencialodott sejtek a béllumen felszine felé
vandorolnak, ahol programozott sejthaldl (apoptézis) kdvetkeztében elpusztulnak, és a
béliiregbe keriilnek (2,3,10). Normalis koriilmények kozott az Ossejteknek csupan kis, kb.
10%-a van a sejtosztodas aktiv fazisdban (S, G2, M fazis), még nagyobb hanyaduk inaktiv
(alvo) formaban van jelen. A hamsejtképzés fokozodasa valdsziniileg a nyugalmi fazisban
1évé szoveti Ossejtek aktivalasan keresztiil megy végbe. Ez a folyamat az Ossejt
mikrokornyezetének, a ,niche”-nek megvaltozott sejtszamaval, illetve ezen sejtek Ossejtre
haté szabalyz6 molekuldk (pl. Wnt, Bmp) termelésével magyarazhaté (11). A
gasztrointestinalis 0Ossejtek kevés citoplazmaval és nagy maggal rendelkez6, relativ
differencialatlan sejtek. Magjukban diffiz kromatin &lloméany, nagyméretli, retikulalt
magvacska és néhany szabad riboszoéma talalhat6 (12). A kripta bazalis részén, 1-4 pozicidoban
helyezkednek el (2. dbra). Pontos szamuk meghatarozdsaban jelentds vélemény kiilonbségek
alakultak ki a kiillonb6zé kutatocsoportok kozott, amely fenotipusuk meghatarozasanak
nehézségeibdl adodik. A kriptankénti szamukat 4 ¢és 16 kozott becsiilik  (13).
Immunhisztokémiai kimutatasukra leggyakrabban Musashi-1, Lgr5 és Hes-1 markereket
hasznaljak (13,14). Aszimmetrikus osztodasuk révén egy, a multipotens Ossejttel megegyezo
fenotipusu  Gssejt, valamint egy elkotelezett leanysejt keletkezik, amely végsé
differencialodasa utan szekretdld enteroendokrin-, vagy kehelysejtté differencialodik, vagy

felszivast végzd hamsejtekké alakul.
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pozicioban talalhatoak a gasztrointestinalis ossejtek (barna sejtek), amelyek leanysejtjei a 4-
es pozicio felett a béliireg felé haladva néhany osztodasi fazison mennek keresztiil (piros
sejtek), majd endokrin-, kehely-, vagy hamsejtté torténd végso differencialodasuk (zéld sejtek)
utan elpusztulnak, és a béliiregbe keriilnek. Az Ossejtektdl bazdlisan elhelyezkedé Paneth-

sejtek (fehér sejtek) a vékonybélre jellemzéek, a vastagbélben nem taldlhatoak meg.

1.3. A mesenchymalis 6ssejtek és szerepiik a bélham regeneracios folyamataiban

Nagyobb mértékii szoveti sériilés (pl. gyulladasos bélbetegségek, vagy graft versus host
betegség) esetében a szdveti eredetli Ossejtek kapacitasa mar nem elégséges a tokéletes
hamregeneraciohoz. Ekkor a csontveldi eredetli sejtek, példaul mesenchymalis Ossejtek
(mesenchymal stem cells/MSCs) segithetik a gydgyulast (2,15,16). A mesenchymalis Ossejtek
in vitro koriilmények kozott nagy magva, kis citoplazmaval rendelkezd, fibroblaszt-szer,
multipotens sejtek, azaz mezodermalis, neuroektodermalis és endodermalis irdnyba képesek

10
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differenciacialodni, és amelyek részt vehetnek szdmos szovet (pl. csont-, porc-, izom-,
kotoszovet) regeneracios folyamataiban (15,17). Immunhisztokémiai kimutatasukra CD13,
CD29, CD31, CD44, CD54, CD63, CD73, CD105, CD106, CD140b, CD166, Strol és
Mushasi-1 jelzéket hasznalunk (2,18). Regeneracios képességiiket mar szamos csontveld
transzplantalt recipiensen végzett kisérlet igazolta. Ezen kisérletek soran a regeneracios
folyamatokban részt vevo, donor eredetii, Y-kromoszomaval rendelkez6 sejteket mutattak ki
fluoreszcens in situ hybridizacioval (Y-FISH) (8). Az MSC sejtek szamos, a gydgyulasban
aktivan résztvevo stromalis sejtté differencialodhatnak (pl. fibroblaszt, miofibroblaszt), vagy a

hamrétegbe épiilve kdzvetleniil segithetik annak gydgyulasat (16,19,20,21).

1.4. A gasztrointesztinalis 6ssejt niche

Schofield 6ssejt niche elmélete (1978) szerint az Ossejt é€letfolyamatait egy specifikus
mikrokdrnyezet, az ugynevezett ,niche” szabalyozza (22). A niche-t szamos, az &ssejt
funkciojat (pl. proliferacio és differencidcio) befolyasold sejttipus, mint a hdm-, blasztszerii
sejtek  (fibroblaszt, miofibroblaszt), immunsejtek (pl. makrofagok, limfocitik),
simaizomsejtek, valamint a sejtek kozotti teret kitoltd extracellularis matrix alkotja (23). A
mikrokornyezet és az Ossejtek kozott dinamikus, kétiranyt kapcsolatok befolyasoljak annak
aktivitasi (alvo-, aktiv allapot) és/vagy szaporodasi tulajdonsagait (24,25). Az Ossejtek
utodsejt termelésében szamos jelatviteli utvonalnak szerepe van, mint a Wnt, a csontalak-
épitd fehérje (bone morphogenic protein (BMP)), a Hedgehog (Hh), a transzformalo
novekedési faktor-p (TGF-B), vagy a Notch utvonalak (11). Ezeket a jelatviteli utvonalakat a
kornyezeti sejtek (pl. miofibroblasztok ¢és simaizomsejtek) hirvivd molekuldk altal
szabalyozzak. Az Gssejt szaporodasi tulajdonsagait foként a Wnt jelatviteli ut befolyasolja,
amelyet nyugvo, nem szaporodo éssejtben a BMP gatol. A niche miofibroblaszt és simaizom
sejtjeibol felszabadul6 BMP inhibitorok, mint a gremlin (GREM)-1, -2, vagy a chordin-like
(CHRDL) 1 a Wnt utvonal gatlasanak feloldasaval &ssejtosztodast idéznek eld. Ugyankkor
egyes Wnt inhibitorok, mint az SFRP1,-2, FZD2, FZD3 és FZD7 nagyobb mennyiségben
fordulnak el6 a kripta bazisanal (11). Ugy tiinik, hogy ezen szabalyz6é molekuldk egyméshoz
viszonyitott ardnya szabja meg az Ossejt éppen aktualis élettani folyamatait. Ezeknek a
folyamatoknak a hattere nem kell6képpen ismert, de feltételezhetden az idegrendszer is
szerepet jatszik az Ossejtaktivitas szabalyozasaban.

11
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1.5. A miofibroblasztok, mint az 6ssejt niche dominans sejtjei

A miofibroblasztok (aktivalt fibroblasztok) hosszikas, vagy csillagszerti morfologiat mutato
sejtek, amelyek az egészséges vastagbélben a kriptak hamrétege alatt, mint subepithelialis
miofibroblaszt (SEMF) sejtek helyezkednek el, és kosarként fogjak koriil azokat. F feladatuk
a mirigy valadékanak (nydk) kiliritéséhez sziikséges mozgas biztositasa, és valosziniileg a
vékonybél villusainak ritmikus kontrakcidiban is szerepiik van (26). Ezen kiviil a-simaizom
aktin (a-SMA) elemeik segitségével aktiv mozgasra is képesek; 06sszehuzodasuknak szerepe
van a sebgyogyulasi folyamatokban is. Immunhisztokémiai kimutatasukra az a-SMA-n kiviil
hasznalatosak tovabbi pozitiv (pl. fibronectin, vimentin) €s negativ (pl. desmin) markerek is
(13). Jol fejlett endoplazmatikus retikulumuk és Golgi-hdlézatuk nagymértékii szekrétum
termelésére utal (27,28). Ezek koziil a szekretalt szabalyzok koziil egyesek nélkiilozhetetlenek

crer

a hamréteg proliferaciojanak (pl. ma4jsejt eredeti ndvekedési faktor; HGF) ¢és
szabalyozasaban is azaltal, hogy a miofibroblaszt az dssejt Wnt proliferacios jelatviteli utjat
szabalyozza, szekretalt BMP inhibitorok (pl. GREM-1, GREM-2) segitségével.

Kialakulasuk foként helyi fibroblasztokbol, 6ssejtekbol, hamsejtekbdl, kiilonbdzo szabalyzo
molekuldk (tumor necrosis factor-o/TNF-a, vérlemezke-eredetii névekedési faktor/PDGF és
foleg TGF-B) hatdsara megy végbe. A TGF-B gyulladdsos bélbetegségekben ¢és
vastagbélrakban is taltermelddik, és igy befolyasolja a kialakuld miofibroblasztok
mennyiségét (29,30). A TGF-B hatasara létrejové a-SMA termeléshez elengedhetetlentil
sziikséges az egyik altalunk vizsgalt fehérje az osteopontin/OPN is (lasd 1.7.6. fejezet)
(31,32). Tobb tanulmany kimutatta, hogy egyes specifikus DNS szakaszok, az Ggynevezett
nem metilalt CpG motivumok (unmethylated CpG motifs) Toll-like-9 receptorhoz (TLR-9)

valo kotddése ugyancsak aktivalt miofibroblasztok kialakulashoz vezethet (33, 34).

12
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srer

A nyalkahartyahoz kot6d6 lymphoid szdvet (mucosa associated lymphoid tissue /MALT)
formalja a szervezet legnagyobb nyirokszervét (35). Az emésztérendszerben ezt bélhez kotott
lymphoid szovetnek (gut-associated lymphoid tissue/GALT) nevezziik. A GALT kiilonalld
lymphoid tliszOkbdl és aggregatumokbol all, amelyek nagyrészt dendritikus sejtekbodl,
valamint T- és B-lymphocytakbol épiilnek fel. A tiiszok és az aggregatumok szama, atmérdje
¢s stirlisége is megnd a gyulladasos bélbetegségekben (36). Feltételezhetd, hogy a lymphoid
aggregatumok a regeneracioban részt vevd MSC sejtek kilépési ¢és tarolasi helyéiil
szolgalhatnak, amelyek a gyulladasos teriiletre vandorolva immunrendszeri funkciokon kiviil
a ham regeneracios folyamataiban is részt vesznek (3. abra) (37,38,39). Erre utal, hogy a
Peyer-plakk eltavolitason atesett patkanyban a kriptak fejlédése rendellenesnek mutatkozott, a

sebgyogyulasi folyamatok lassabban zajlottak, a hamsejtek proliferacioja csokkent (39).

¢  Immunsejtek

e  Mesenchymalis éssejtek

Lo g
‘o Szdveti Gssejt
<@ e Simaizomsejtek rétege
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3. abra. A lymphoid aggregiatumok feltételezett szerepe a hamréteg regeneracidjaban.
Nagyobb mértékii szoveti sériilés hatasara a csontveldi eredetii mesenchymalis Ossejtek
stromalis sejtekké (fibroblaszt, myofbroblaszt) alakulnak. Ritkabb esetben a csontveldi

ossejtek  hamsejtté alakulhatnak, vagy megtartva Ossejt tulajdonsdagaikat osztodasba

kezdhetnek.
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1.7. A sejtvandorlassal jaro ham-stromastroma interakciok a hamregeneracioban és a

vastagbélrak kialakulasa soran

A szervek, szovetek fejlddése, novekedése, valamint egyéb fiziologias folyamatainak
szabalyozasa nem az egyes sejtek 0Onallo tevékenységének, hanem sok sejt egyiittes,
Osszerendezett mikodésének az eredménye. Ezek a folyatok bonyolult kémiai szabalyozas
alatt allnak, amelyek egyes patoldgids esetekben (pl. tumorképzodés) megvaltozhatnak. A
kiilonb6zo szovetek kozotti kommunikaciot az informacido mindsége szerint két csoportra
oszthatjuk. Az els6 csoportba tartozik a szabalyozo molekuldk (pl. ndvekedési hormonok,
kemokinek, citokinek) kozvetitette kapcsolat, mig a masodikba a sejtvandorlassal és fenotipus
valtozassal jar6é kapcsolatokat soroljuk. Az wutobbit a vandorlds irdnyatol filiggden
mesenchymalis - epithelialis atalakulasnak (mesenchymal to epithelal transition/MET), illetve
epithelidlis - mesenchymalis atalakuldsnak (epithelal to mesenchymal transition/EMT)
nevezziik (4. dbra) (40). A ham regeneracios folyamataiban a MET a jellemz6 folyamat, még
a vastagbélrakban mind az EMT (abnormalis mikrokdrnyezet kialakitdsa, ham eredetii sejtek
mozgasa), mind pedig a MET (a metasztatizal6 sejt hamba épiilése) megfigyelhetd (41,42). A
regeneracios folyamatok soran csontvel6i eredetii sejtek a hamrétegbe vandorolhatnak, ahol
funkcionald hamsejtté alakulnak. A MET magaba foglalja a hamsejt-szeri fenotipus
kialakulasat (pl. apikalis-bazalis polaritas, oszlop-szerli sejtalak), ham markerek megjelenését
(cytokeratin, E-cadherin), valamint funkcionalis valtozasokat is (pl. transzport folyamatok
megjelenését) (2). A ham-stromastroma interakciok masik csoportja szabalyozé-molekulakon
keresztiil valosul meg. A folyamat soran a hamsejtekben expresszalodé kémiai hirvivo
molekulak (pl. TGF-B, osteopontin) a stromaba jutva befolyasoljak az ott elhelyezkedd sejtek

¢letfolyamatait.
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4. abra. A fenotipus valtozassal jaré sejtatalakulisok a vastagbélben. Az epithelidlis -
mesenchymalis dtalakulas soran a sejt elhagyja a hamréteget, amelyet megeloz az E-cadherin
sejtkapcsolo fehérje termelédésének csokkenése. Kialakul az orsoszerii sejtalak és az a-SMA
termeléssel Osszefiiggd fokozott mozgékonysdag. Az EMT-nek szerepe van a rdakos Ossejt
mikrokornyezetének kialakitasban. A forditott iranyu folyamat, a mesenchymalis - epithelidlis
atalakulas sordn a sejtek beépiilnek a hamrétegbe, ezzel pdarhuzamosan eltiinnek a
mesenchymadlis sejtekre jellemzé  tulajdonsagok (a-SMA termelés, mozgékonysdag) és

megjelennek egyes hamsejttulajdonsagok, mint a cytokeratin és az E-cadherin termelés.

1.7.1. A CDX2, mint a hamiranyu elkotelezodés jelzéje

A CDX2 (Caudal-related homeobox protein 2) transzkripcids faktor az emlés homeobox

(DNS-ko6t6 fehérjét kodold) gének kozé tartozik, ami a vékony- és a vastagbél hamsejtjeinek

magjaban termelddik (43,44). A CDX2 szamos sejtfunkciot befolyasol, mint példaul a sejt-
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sejt kapcsolatok és az oszlopszerii sejtalak kialakitasa (45). A CDX2 alkalmas a stroémalis
sejtek korai hamiranyt elkotelezodésének kimutatasara (46), mivel szamos ham-specifikus
transzkripcids faktor kodolasaval és szabalyozod molekula aktivalasaval (pl. p38 MAPK,

GATA-4, hepatocyte nuclear factor-1, Wnt/B-catenin/TCF) szerepe van a hamsejtek

------

1.7.2. A Musashi-1 éssejtmarker

A Musashi-1 (MSI1) az mRNS-koté fehérjek kozé tartozik, amelyet a gyiimolcslégy
(Drosophila) érzékelé rendszerében irtak le elészor (49). Az MSII legfoképpen az idegse;jt
eldalakokban termelédik, de expresszalodik az emld- és az emésztérendszer Ossejtjeiben is
(50,51,52). A wvastagbél kriptadinak als6 harmadaban, az 1-4 pozicioban jellemzé a
megjelenése. Matsumoto és mtsai. leirtak a bélrendszer hamrétegébe épiild csontveldi eredetii
Ossejtek MSI1 pozitivitasat (2). Az MSI1 ugy aktivalja a Notch jelatviteli ttvonalat, hogy
annak gatlojahoz, az tgynevezett m-Numb fehérje mRNS-¢hez kotddik, és gatolja annak

crer

fontos szerepet jatszik az dssejtek differencialatlan allapotban val6 tartasaban (50).

1.7.3. Az epithelialis - mesenchymalis atalakulas szabalyozasa

Szamos, rak kialakulasahoz kothetd utvonal (pl. ndvekedési faktor peptidek, Src, Ras,
integrin, Wnt/B-catenin, Notch) befolyasolhatja az epithelidlis-mesenchymalis 4talakulast. A
transzformald novekedési faktor-f (TGF-B) az EMT legfébb szabalyozdja. A TGF-p
kozvetleniil aktival bizonyos transzkripcids faktorokat, mint a SNAI1/2, Twist és a ZEB1/2,
amelyek a kulcsszabalyozoi az EMT folyamatanak. Az Src SH3 és SH2 domének egyes
enzimekkel (extracellularis szignal-szabalyozott kinaz/ERK, MEK/ERK kinaz, myosin
konnyt lanc kindaz/MLCK, Rho-fliggé fehérje kinaz/ROCK) egyiitt a phosphomyosin
felhalmozodasat eredményezik a rakos sejtek kiilsd részén és eldsegitik mesenchymalis

fenotipus megjelenését (53). Kimutattak, hogy a Ras-mitogén-aktivalta protein kinaz aktival
16
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két transzkripcios faktort, a Snail-t és a Slug-ot, amelyek elosegitik az EMT-t, részben azaltal,
hogy gatoljak az E-cadherin atir6dasat (54). A foszfatidil-inozitol 3'-kinaz (PI3K)/Akt tengely
aktivacidja kozponti folyamata az EMT-nek (55), ami 0Osszekdthetd a vastagbélrak
fejlodésével és novekedésével. Az mTOR kindz, ami a PI3K/Akt szignalut eleme, szintén
szabalyozza a vastagbélrak kialakulasat (56,57). Az mTOR, Raptor és a Rictor mRNS
megndvekedett expresszidja a vastagbélrak fejlodése soran valoszinisiti, hogy az mTOR
szignal Osszefiiggésben allhat a vastagbélrak fejlodésével €s az attétképzéssel (58). Gulhati és
mtsai (58) kimutattak, hogy az mTORCI1 és az mTORC2 gatlasa a raksejtek csokkentett
vandorlasi és invazios képességét okozzak, amelyet a citoszkeleton atrendezddése, valamint a
RhoA és a Racl csokkend aktivacidja kisér. Az mTORC1 és az mTORC2 gatlasa
mesenchymalis-epithelialis atmenetre jellemz6 valtozasokat idéz eld, és lehetové teszi a
metasztazisok kialakulasat is. Ezen eredmények alapjan az mTORCI1 és az mTORC2 a
vastagbélrak sejtek mozgékonysagat is befolyasolja a RhoA és a Racl szignalutvonalakon
keresztiil. A Twist E-cadherin inhibitor transzkripcids faktor ugyancsak kivalthatja az EMT-t
¢és részt vehet a metasztazis kialakulasanak szabalyozasaban (59,60). A FOXC2 expresszidja
egy fontos eleme az embrionalis fejlodésnek ¢€s feltételezhetden szerepe van az EMT
kivaltasaban, valamint az attétképzés szabalyozasaban is. Az EMT folyamata soran a TGF-f1
hatasara az érképzést befolyasoldé FOX (Forkhead Forkhead/Fox transzkripcios factor) C2
expresszioja is megnovekzik (61,62,63).

A legtdbb vastagbélrak olyan mutaciot hordoz, amely a Wnt ut aktivaciojahoz vezet. Ennek a
jelutnak meghatdrozd szerepe van az Gssejt bioldgidban is (64). A kiilonb6z6 tumorokban a
Wnt uatvonal aktivacioja eltérdé mértékii lehet, ami valdszinlsiti a mikrokdrnyezet
szabalyozoszerepét. A mikrokdrnyezetben taldlhatdé 1. tipusi kollagén fontos része a
tumorsejt-gazdasejt interakcioknak a vastagbélrak kialakulasa soran (65). Az 1. tipust
kollagén csokkenti a CDX2 korai hammarker termelodését és fokozza a human
vastagbélrakos sejtek tumorképzését xenograft modellekben (66). Az integrin olp2-nek
kozponti szerepe van az 1. tipusu kollagén alltal eldidézett EMT-ben (67). A Hedgehog
szignal kaszkad, a Wnt, az epithelialis novekedési faktor/fibroblaszt ndvekedési faktor és a
TGFpB/Activin/Nodal/bone morphogenic protein szignal kaszkad is szerepet jatszik az EMT
kialakulasaban az E-cadherin termelésének csokkenésén keresztiil (60,68,69). Jollehet, a
Hedgehog szignal kaszkad ndveli a SNAII termelését, nincs bizonyiték arra, hogy ez direkt

transzkripcid szabalyzasan keresztiil valésul meg. Masfel6l, a Hedgehog szignal a JAG2

17



DOI:10.14753/SE.2012.1746

képességet biztositva a rakos sejteknek (70). A JAG2 szignal hatdsara, a Notch receptor a
Notch intracellular domainhoz (NICD) kapcsolodik. Ezutin a magban a NICD
Osszekapcsolodik a CSL transzkripcids faktorral, ami a SNAI1 fokozott termeléséhez vezet
(71). A TGF-B1 aktivalva a TGF- receptort, ami a NF-kB-n keresztiil kivaltja a ZEB1 és a
ZEB2 transzkripcios faktorokat (72), valamint a mesenchymalis markerek (pl. vimentin)
SMAD-Spl altal iranyitott feliilszabalyozasat. Ezek a tények arra utalnak, hogy a Hedgehog
szignal indirekt modon idézi elé az EMT-t, szdmos szabalyozd molekula feliilszabalyozasaval
a Notch és TGF-f szignal kaszkadon keresztiil (73). A 20-22 bazispar hosszusagi nem kodolod
RNS szakaszok, a mikroRNS-ek (miRNS) poszt-transzkripcidés szinten szabalyozzak a
génexpressziot. Egyes kutatdsok olyan miRNS csoportokat azonositottak, amelyek
mennyisége szignifikans valtozason ment keresztiil a TGF-f indukalta EMT-ben. Ez arra utal,
hogy ezeknek a miRNS-eknek szerepiik van a folyamat szabalyozasaban (74). A miR-200
csalad az EMT gatalasaban jatszik szerepet, mivel gatolja a ZEB1/2 termelését, ami pedig az
E-cadherin gén transzkripciojanak gatldja (75). LIM 1863 vastagbél karcinoma sejtekben a
miR-21 és a miR-31 taltermelddését mutattak ki az EMT folyaman (76). A miR-21 és a miR-
31 taltermelése és gatlasa nem csak a TGF-B-indukalta morfologiai valtozasokat befolyasolja,
hanem a sejt mozgékonysagat és invazios képességét is. Ugyancsak kimutattak, hogy a T-
sejtes lymphoma és metasztazis gén 1 (TIAM1) direkt célpontja a miR-21-nek és a miR-31-
nek, és hogy a TIAMI1 gatlasa fontos a vandorlast megeldzé fazisban és az invazid soran.
Ezen eredmények alapjan a miR-21 és a miR-31 az EMT pozitiv szabalyozdjanak tekinthetd a

vastagbélrakos sejtekben (76) (5. abra).
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5. abra. Az EMT és a MET szabalyozasa vastaghélben.

1.7.4. A TGF-p jelatviteli ut

Az epithelidlis - mesenchymalis atalakulds legfobb szabalyozdja a transzforming growth
fector-p (TGF-B), azonban egyre tobb tanulméany szerint az atalakulasi folyamatok
szabalyozasaban szerepe van specifikus CpG szigetekben gazdag szakaszokat tartalmazo
DNS lancoknak is (33). A TGF- a TGF-B receptor I-hez (TGF-BRI) kapcsolodik, amely a
kapcsolodas utan a TGF-BRII-vel heterodimert képez, és kivaltja a Smad2 és Smad3
molekuldk foszforilaciojat. Az aktivalt Smad2 és Smad3 a Smad4-gyel heterokomplexet
képez, és a sejtmagba vandorol, ahol kiilonb6z6 transzkripcids szabalyozofaktorok, mint a
Snail (SNAII, SNAI2/Slug), a ZEB (ZEB1, ZEB2/SIP1), Twist aktivalasan keresztiil EMT-t
idéz el6 (6. abra) (77). A Smad2 a sejtmagban néveli a DNMT1 DNS metiltranszferaz DNS
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koto aktivitasat, ami a hamhoz kothetd gének epigenetikus elcsendesitését végzi (78). A Snail
E-box szekvenciakhoz kapcsolodva inaktivaljak az adherens- (pl. E-cadherin) és tight
kapcsolatokat (pl. occludinok és claudin) felépitd fehérjék expresszidjat az EMT folyamata

soran (78).

TGF-BRI TGF-BRII

Sejtmembran

—

Sejtmag

6. abra. Az epitheliilis - mesenchymalis atalakulas szabalyozisa a TGF-/Smad2/Smad3
jelatviteli utvonalon keresztiil. A TGF-f I és II receptorok aktivacioja a Smad2 és Smad3
foszforizaciojat okozza, amelyek a Smad4-hez kotodik. A Smad2/3/4 komplex a sejtmagba
transzlokalodnak, és kiilonbozo szabdlyozofaktorok (Twist, Zeb, Snail) aktivalasaval

elinditiak az EMT-t.

A sejt-sejt kapcsoloelemek felbomlasa direkt modon novelheti az a-SMA expresszidjat.

Ebben a folyamatban a kapcsolatok felbontasaval parhuzamossan, a Ca”>" bearamlésa a Rho-
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ROK jelatviteli Utvonalon a myozin konnyl-lanc kindz (MLCK) foszforilacigjaval
szabalyozza a myocardin-kapcsolt transkripcios faktor (MRTF) magba torténd

crcr

tolthet be a ham-miofibroblaszt atalakulasban (79).

1.7.5. A Toll-like receptor 9 jelatviteli ut

A kozelmultban szamos tanulmany jelent meg, amelyek szerint az EMT f6 szabalyozoja, a
TGF-B mellett, egyes hipometilalt CpG szigeteket tartalmazé DNS szakaszok ugyancsak
fontos szabalyoz6 szerepet toltenek be az atalakulasban. A hamsejtek és egyéb subepithelialis
fibroblasztok, monocytdk miofibroblaszt-szeri sejtekké alakulasa Toll-like receptor 9
aktivacion keresztiil is megvalosulhat (33,34). In vivo kisérletek szerint CpG szakaszok
hatasara a kiilonb6z6 sejtvonalak (pl. A549 human alveolaris hdm, CD14+ monocytak)
fibrocytakra emlékeztetd, orso-alakl sejtekké alakultak, amelyekben a-SMA expressziot is

kimutattak (33).

A Toll-like 9 receptorok intracellularisan, az endoplazmatikus retikulumon helyezkednek el.
Ezeket a receptorokat a sejtbe horizontalis génatmenettel (géntranszferrel) bejuto, vezikulakba
csomagolt, tobbnyire baktériumokbol, vagy virusokbdl szarmazé DNS darabok aktivalhatjak
(80), tehat elsésorban az immunfolyamatokban van szerepiik (81). Valodszintsithetd, hogy a
TLRY aktivalasa a TGF-f termelés fokozdodasaval jar. Chow és mtsai szerint a TLR9
aktivacié a csontveldi eredetii makrofagokban a MyD88/IRAK4/TRAF6 jelatviteli iton az
NF-xB aktivacion keresztiil kivaltja a TGF-B fokozott expresszidjat. A TGF-B, mint
autokrin/parakrin faktor a Smad3 és Smad4 aktivalasan keresztiil kivaltja a vérlemezke-
eredetli novekedési faktor-B (PDGF-B) termelését, amely sejtproliferaciot szabalyozo

molekulaként hat a sejtekre (82).
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1.7.6. Az osteopontin szerepe a sejtatalakulas folyamatanak szabalyozasiaban

Az osteopontin (OPN) egy 44 kDa molekulatomegli, szidlsavban gazdag, kemokin jellegii
fehérje. Az OPN szamos bioldgiai funkcidja ismert: részt vesz a csontépiilési folyamatokban,
az érképzésben, gyogyulasi folyamatokban, de szerepet jatszik néhany betegség
kialakuldsdban is (pl. myocardidlis necrosis, autoimmun betegségek, vesefibrozis ¢és

vesekoképzodés) (83).

Az EMT folyamataban betoltott szerepe azonban nem teljesen ismert. A genetikailag
modositott OPN-null egerek szemlencse-hamjaban a sériiléssel kivaltott EMT nem, vagy csak
nagyon kis mértékben megy végbe. OPN hidnydban a TGF-f aktivacié hatdsara normalis
kortilmények kozott végbemend Smad2/3 foszforizacidja elmarad, igy a komplex nem
vandorol a sejtmagba, €s nem indulnak meg az EMT folyamatahoz sziikséges atirasi
folyamatok (84).

Az EMT-n kiviil az OPN részt vehet egyéb, myofibroblast fenotipusu sejtek kialakulasaval
jar6 folyamatokban. Az OPN nem okoz per se fibroblaszt-miofibroblaszt atalakulést, de a
jelenléte elengedhetetlen a TGF-P indukalta fenotipus valtozashoz. OPN knockout egérben a
TGF-f hatdsara nem indul meg a miofibroblasztos 4talakulasra jellemzd fehérjék (pl. a-SMA,
extradomain-A/ED-A, connective tissue growth factor/CTGF) termelddése (32). A molekula
RGD-fiiggd és fliggetlen (SVVYGLR) adhézids szakaszokat tartalmaz, amelyeken keresztiil

kiilonb6z0 integrin receptorokhoz kapcsolddhatnak (85).

1.8. A colorectalis adenoma - carcinoma szekvencia

A sporadikus vastagbélrak kialakulasaval kapcsolatos legfontosabb elmélet az adenoma -
dysplasia - carcinoma szekvencia modell (86). Ennek alapja az, hogy a vastagbélrak egy

joindulata eldalakbol, a dysplastikus elvaltozasokat mutatdé adenomabodl fejlédik ki.
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Szovettanilag megkiilonboztetiink tubularis-, villosus- és kevert (tubulovillosus) tipust
adenomakat. Az adenomak malignus atalakuldsra vald hajlama fligg a nagysaguktol
(4ltalanossagban, a 4 cm-nél nagyobb adenomak 40%-aban alakul ki rdk) és szdvettani
szerkezetiiktdl (a villosus szerekezet noveli a malignus atalakulas veszélyét) (87). Az
adenoma-carcinoma szekvencia azt a folyamatot jelenti, amely soran az adenomabdl in situ
carcinoma alakul ki. Ezt a folyamatot Vogelstein és mtsai irtak le (7. abra) (88). Az ép
vastagbél nyalkahartya kornyezeti mutagének és az életkor elérehaladasaval szaporodd
promoter metilacié hatasara hyperproliferativ nyalkahartyava alakul, amelybdl, meghatérozott
sorrendben megjelend mutaciok hatdsara végiil vastagbélrak alakul ki (88). Az egyik
legkorabbi esemény az APC gén mutécidja, amely a sporadikus vastagbél daganatok 75-80%-
aban megtalalhat6. A mutans APC gén terméke nem tudja megkotni a B-katenint, ami a
sejtmagba jutva szabalyozatlan, kéros TCF/LEF-fliggd transzkripcio aktivalodast okoz. Az

c s ey

globalis hipometilacidja, amely szamos gén aktivacidjat és fokozott expresszidjat okozza.

Az enyhén dysplastikus adenomabdl 1-2 cm-es tubulovillézus, kdzepes dysplaziat mutato
adenoma alakul ki. E folyamatban fontos szerepet tulajdonitanak a K-ras onkogén
mutacidinak, amelyek fokozzak a géntermék aktivitasat és a vastagbélrakok mintegy 40-50%-
aban fordulnak el6 (89,90). Az enyhén dysplastikus adenomabol 2 cm-nél nagyobb villosus,
sulyosan dysplasztikus adenoma keletkezik, amelynek létrejottében a DCC (deleted in colon
carcinoma) tumor szuppresszor gén delécioja jatszik szerepet. Normalis esetben a DCC az
apoptozis indukcidjaban és a sejproliferacid gatlasaban vesz részt (86,91). Szintén ebben a
kromoszoma régioban helyezkedik el tovabbi két TGF-f jelatviteli tithoz kapcsolodd tumor
szuppresszor gén, a SMAD2 és a SMAD4/DPC4, amelyek funkcio kiesését vastagbélrakos
sejtvonalakban is leirtak (92,93). A sulyosan dysplasztikus adenomabdl a carcinoma
kialakulasat els6sorban a p53 tumor szuppresszor mutacidja és inaktivacidja segiti eld, ami
human daganatokban a leggyakrabban karosodott gén (94). A p53 mutacidja 70%-os
gyakorisadggal kovetkezik be az adenoma - carcinoma szekvenciaban, kozvetleniil az invaziv
novekedési fazis elétt. A p53 gén terméke egy DNS-kotd fehérje, amely transzkripcios
faktorként szamos sejtfunkciot szabalyoz (pl. apoptozist aktivald géneket, talélési szignalokat,
a sejtciklus megallitasat, az angiogenezist és a daganatos invazid folyamatat) (95, 96, 97). A

p53 fehérjét a ,,genom 6rének™ is nevezik, mivel a DNS kérosodésa esetén a sejtciklus G1 és

23



DOI:10.14753/SE.2012.1746

G2 ellendrzési pont fehérjéjeként blokkolja a sejtproliferaciot, és aktivalja a DNS-javito

mechanizmusokat, illetve, ha a javitas nem megfeleld, a programozott sejthalalt (98).

APC Genomidlls K-ras Smad4 p33
mutécid instabilitas mutéacié mutécié mutécid

Egészseges Aberrans Korai Kozepes Kesm
. Carclnoma
ham kriptagoc adenoma adenoma adenoma

7. abra. A colorectalis adenoma - carcinoma szekvencia (Fearon és Vogelstein (88)

alapjan).
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2.0. CELKITUZESEK

Vizsgéalataim soran a vastagbél nyalkahdartya hamrétegében végbemend sejt fenotipus és
egyes, a vastagbélrak kialakuldsdban részt vevo fehérjék expresszids valtozasait figyeltem
meg.

Célkitlizéseimet az alabbi négy pontban foglaltam 6ssze:

I. A csontveloi eredetli sejtek a vastagbél hamregeneracios folyamataiban betoltott
szerepének vizsgalata.

2. A csontveldi eredetii Ossejtek korai, stromalis elkotelezOdésének kimutatasa CDX2
hammarker és Musashi-1 6ssejtmarker segitségével.

3. A hamrétegben végbemend sejtatalakulasi folyamatok aranyanak meghatarozosa -
simaizom aktin és cytokeratin segitségével a vastagbél adenoma-carcinoma szekvencia soran.
4. A sejtatalakulasi folyamatokat befolyasold fehérjék (TGF-BRII, TLR9 és OPN)

expressziojanak valtozasanak vizsgalata az adenoma-carcinoma szekvencia soran.
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3.0. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A csontveldi eredetii sejtek kimutatisa férfi csontveldvel transzplantalt

nobetegekben

Férfi csontveldvel atiiltetett nok vastagbéltiikrozése soran a szigmabélbdl és a végbélbol
szarmazo egészséges (n=5) és aspecifikus gyulladast mutatd (n=5) biopszias mintakat
hasznaltunk fel. A betegek ¢életkora 34-52 év kozé esett. A csontveld-transzplantaciok ota
eltelt id6 1 és 11 év kozott valtozott, javallatukat akut myeloid leukémia (AML), akut
lymphoid leukémia (ALL), kronikus myeloid leukémia (CML), illetve non-Hodgkin
lymphoma (NHL) képezte.

Aspecifikus colitis esetében az IBD-re specifikus szovettani eltérések hidnyoznak a colitises
mintabol: a mirigyek sziikek, egyenes lefutasuak, kriptatorzulas nem lathat6. A gyulladas
elsdsorban a nyalkahartya luminalis 1/3-at érinti. Az aspecifikus colitis nem sorolhat6 be az
idiilt, idiopathias gyulladasos bélbetegségek koze, ahova a colitis ulcerosa, a Crohn-colitis és
az indeterminalt colitis is tartozik. Egyéb colitisektdl (pl. mikroszkopos colitis, ischaemias
colitis) is eltérd entitds. Nem specifikus gyulladasos kontrollként alkalmaztuk ezeket a
mintakat.

A szovettani vizsgalat soran a formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintdkbol 4 pm
vastagsagu metszeteket készitettiink. Deparaffinalast és rehidralast kovetéen TRIS-EDTA
pufteres (pH 9,0) antigénfeltaras kovetkezett (mikrohullamu antigénfeltaras, 10 perc, 900 W
teljesitmény, majd 40 perc, 300 W teljesitmény). Ezutan fluoreszcens in situ hibridizacios
(FISH) jelolést végeztiink az X- €s Y-kromoszoémak centromerdjara specifikus alfa-szatellita
probakeverékkel (SpectrumOrange, illetve SpectrumGreen jelolés; Vysis, Downers Grove,
USA). A denaturaciot 85 C°-on 10 percig, a hibridizaciot 37 C°-on egy ¢éjszakan at végeztiik.
A mintakat a sejtmagokat megjel6l6 DAPI-t tartalmazé fedéanyaggal (Vectashield mounting
medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiik le. Ezutan a metszetet
digitalisan archivaltuk (Mirax Scan, szoftververzi6 1.11.25.0), majd ismételten eltavolitottuk
a feddlemezt és mosast kovetéen 1%-os borji szérum albumin (BSA) oldat segitségével
blokkoltuk a nem-specifikus kotéhelyeket. Ezutdn monoklonalis egér anti-cytokeratin (1:1,

Miltényi Biotec, Bergish Gladbach, Németorszag) és anti-CD45 (clone:2 B11+PD 7/26,
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1:100, Leukocyta Common Antigen, MO0701, Dako, Glostrup, Dania) elsddleges
ellenanyagokkal inkubaltuk a mintakat, szobahdmérsékleten, 60 percig. A CD45-jeldlés
esetében masodlagos jeloldanyagként Alexa Fluor 546-ot (1:200, Invitrogen, Carlsbad, USA)
alkalmaztunk. Tovabbi mosast kovetden magfestést végeztiink (Hoechst No. 33258, 1:1000,
Sigma, St. Louis, USA), majd ujra lefedtiik a targylemezeket. A targylemezeket digitalisan
archivaltuk (Mirax Scan, szoftververzié 1.11.25.0). Ennek eredményeképpen egy
targylemezrdl két, kiilonb6zé informaciot hordozo digitalis targylemez késziilt. A metszetek
kiértékelését parhuzamosan, digitalis mikroszkép (Mirax Viewer v.1,11,43,0) segitségével
végeztik (8. abra). A vizsgalt személyek eldzetes irdsbeli felvilagositast kdvetden
beleegyeztek a vizsgalatba, amelyet a 69/2008-as szamon engedélyezett a Semmelweis

Egyetem Tudoméanyos és Kutatasetikai Bizottsaga.
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8. abra. Az XY-FISH (bal oldal) és az ezutan végzett CD45/CK kettos fluoreszcens festés
(jobb oldal) kiértékelése Mirax Viewer digitalis mikroszkoppal. A program lehetové teszi
a két virtualis targylemez egyszerre torténé mozgatasat, igy az Y-FISH+, CD45- csontveldi
eredetii sejtek konnyen elkiilonithetok a CD45+ intraepithelialis lymphocytaktol. A sejtek
megjelolését (a kép baloldali fele, kék kérok) és pontos leszamoldsdat a programba épitett
Marker Counter nevii modul tette lehetéve, amely egyben az egyes sejtcsoportok egymashoz

viszonyitott aranyat is automatikusan kiszamolta (bal oldali targymezao, bal also fele).
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3.2. A stromaba vandorlé (Musashi-1+) 6ssejtek ham-iranyu elkotelezédésének

kimutatisa CDX2 hammarker segitségével

A stromaba vandorld Ossejtek ham-iranyt elkotelezodésének kimutatasa esetében a mintdk
festésre valo elOkészitése az el6zd fejezetben leirt modon tortént. Az Ossejt tulajdonsagok
kimutatasara Musashi-1 (EP1302, Abcam, Cambridge, USA; 1:100) Ossejtmarkert és ezzel
parhuzamosan CDX2 (Mouse anti-CDX2 antibody, clone: AMT28, Diagnostic Biosystems,
San Francisco, USA; 1:100) hammarkert alkalmaztunk, amelyekhez Alexa Fluor 546 (1:200)
¢s Alexa Fluor 488 (Invitrogen; 1:100) masodlagos -ellenanyagokat kotottiink. A
targylemezeket digitalisan archivaltuk (Mirax Scan szoftververziéo 1.11.25.0). A metszetek
kiértékelését digitalis mikroszkop (Mirax Viewer v.1,11,43,0) segitségével végeztiik.

Néhany esetben a CDX2 pozitivitast hagyomanyos, immunperoxidaz moddszerrel is
kimutattuk. Ilyenkor az antigén feltaras utan a peroxidaz gatlasara 0.5%-os hidrogén-peroxid
¢s metanol keverékét, jelkonverzid céljabol diaminobenzidin-hidrogén-peroxidaz-kromogén-
szubsztrat rendszert (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako,
Glostrup, Dania) hasznaltunk.

3.3. Intraepithelialis a-SMA pozitiv sejtek kimutatasa

Kisérletiinkhoz rutin vastagbéltiikrzés soran nyert, szovettanilag ép (n=8), adenoma (n=8) és
vastagbélrakos (n=8) biopszias mintdkat hasznaltunk fel, amelyekbdl 1 mm atmérdjii szoveti
microarray (tissue microarrays/TMAs) blokkot készitettlink. A szovettani metszetek jol
orientaltak voltak. A formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintdkbol 4 pm vastagsagl
szeleteket vagtunk. A deparaffinacio és rehidracio utan az antigén feltarashoz TRIS-EDTA
puffert (pH 9.0) és mikrohullamu siitét (900W teljesitménnyel 10 percig, majd 340 W
teljesitménnyel 40 percig) hasznaltunk. Ezutan a mintakat anti-Ki-67 (RM 9106-SO, clone:
sp6, Lab-Vision, Alexa Fluor 546-al jelolve) monoklonalis és FITC jelolt anti-cytokeratin
(CK3-6H5) (Miltényi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany, 1:1 higitas) polyklonalis
ellenanyagokkal szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk. A kettds fluoreszcens jeldléstol

fliggben az anti-a-SMA elsddleges ellenanyagot CK festodés esetén (Dako, California, USA
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1:1higitas) Alexa Fluor 546-al, vagy Ki-67 festodés esetén AMCA (AMCA-conjugated anti-
egér IgG H+L, 715-155-15, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Growe,
Philadelphia, USA) masodlagos ellenanyaggal kezeltiik. Egyes esetekben a mintdkat nagy
teljesitményli konfokalis scanning lézer mikroszkoppal (BIO-RAD MRC 1024, Bio-Rad
Laboratories, Philadelphia, USA) vizsgaltuk. A targylemezeket digitalisan archivaltuk
(Pannoramic Scan instrument, szoftver verzié: 1.11.25.0, 3DHistech, Budapest,
Magyarorszag), a kiértékeléshez Pannoramic Viewer digitalis mikroszkopot (v:1,11,43,0,
3DHistech, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. Az elemzés soran 1000-1200 hamse;jtet
szamoltunk le (a minta nagysagatol fiiggden) a programba épitett jelzd/szdmoldé modul
segitségével (Marker Counter). A statisztikai elemzéshez egy utas ANOVA tesztet
hasznaltunk.

3.4. Az E-cadherin expresszié valtozasanak kimutatisa immunhisztokémiai médszerrel

Az E-cadherin immunhisztokémiai kimutatasa esetén a TMA mintakon (normalis n=8,
adenoma n=8, vastagbélrak n=8) az endogén peroxidazt 0.5% hidrogén-peroxid és metanol
keverékével blokkoltuk (30 perc, szobahomérséklet), majd antigén feltarast végeztiik (TRIS-
EDTA puffer, pH 9) mikrohullamu siitében (900 W teljesitményen 10 percig, majd 370 W
teljesitményen 40 percig). A nem specifikus kotdhelyek blokkolasara 1%-os BSA-t
hasznaltunk. Az E-cadherin immunhisztokémiai kimutatasahoz monoklonalis ellenanyagot
(anti-E-cadherin, ECH-6, 1:1 higitdas, 60 perc, Histopathology, Pécs, Magyaroszag)
hasznaltunk, majd Histols Detection System (Rabbit and Mouse, Histopathology, Pécs,
Magyaroszag) ¢és diaminobenzidin-hidrogén-peroxiddz-kromogén-szubsztrat rendszerrel
(Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako, Glostrup, Dania)
hajtottuk végre a jelkonverziot. A mintakat digitalis mikroszkoppal értékeltiik ki, az 1.

tablazatban megadott pontozasi (score-) rendszer szerint.
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+2 score érték

+1 score érték

0 score érték

-1 score érték

E-cadherin

er0s membran €s erds
citoplazma festodés

erés membran,
kozepesen erds
citoplazma fest6dés

kozepesen erds
membran, gyenge
citoplazma fest6dés

hidnyz6 vagy
gyenge membran
festddés, citoplazma

fest6dés nélkiil

1. tablazat. Az E-cadherin immunhisztokémiai kiértékelésének kritériumai.

3.5. TGF-p receptor II kimutatisa immunhisztokémia segitségével

A TMA mintdkon (normalis n=6, adenoma n=6, vastagbélrak n=6) endogén-peroxidaz
blokkolast (0.5% hidrogén-peroxid és metanol keveréke, 30 perc, szobahOmérséklet) és
antigén feltarast (TRIS-EDTA puffer, pH 9, mikrohullimu siitdben melegitve 900 W
teljesitményen 10 percen keresztiil, majd 370 W teljesitménnyel 40 percig) végeztiink. A nem
specifikus kot6helyek blokkolasa 1%-os BSA oldattal tortént. A TGF-f receptor II
immunhisztokémiai kimutatasat anti-TGF-BRII polyklonalis ellenanyag (Rb-10345-PO,
1:600 higitas, 60 perc, Lab Vision, Fremont, USA) segitségével, nedves kamraban végeztiik.
Masodlagos ellenanyagként és jelkonverziora EnVision + HRP (Labeled Polymer Anti-
Rabbit, K 4003, Dako, Glostrup, Dania) és diaminobenzidin - hidrogén-peroxidaz - kromogén
- szubsztrat rendszert (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468,
Dako, Glostrup, Déania) hasznaltunk. A targylemezeket digitalisan archivaltuk (Pannoramic
Scan instrument, szoftver verzio: 1.11.25.0, 3DHistech, Budapest, Magyarorszag), a
kiértékeléshez Pannoramic Viewer digitalis mikroszkopot (v:1,11,43,0, 3DHistech, Budapest,

Magyarorszag) hasznaltunk.
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3.6. A TGF- B receptor I mRNS szintii kimutatasa microarray chiptechnika segitségével

3.6.1. Mintagyiijtés

Vizsgalatainkhoz mitétileg eltavolitott, a vastagbél bal oldalarél szarmaz6 (sigma, rectum),
DUKES B stadiumu, kozepesen differencidlt adenocarcinoma (n=6), low grade adenoma
(n=6), valamint a tumor melletti, legtavolabb rendelkezésre all6 makroszkopikusan ép (n=6)
mintakat gyujtottiink. Az eltavolitott szovetmintakat tiz percen belill folyékony nitrogénbe
helyeztiik, majd a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. (A rezekatumokrol patologiai vélemény
is késziilt, amelyek alapjan a mintadkat csoportositottuk). A mintagylijtés és felhasznalas a

TUKEB:2005/037 szamu engedély alapjan és a betegek beleegyezésével tortént.

3.6.2. Lézer mikrodisszekcio

A szovetmintakbol kriosztatban -20 °C-on 6 um vastagsagl metszetek készitettiink, melyeket
a lézer mikrodisszekcidhoz (LCM) hasznalt, 1 um polyetilén membran bevonattal rendelkezd
targylemezre (MembraneSlide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) keriiltek, amelyeket
felhasznalasig -80 °C-on taroltunk. A metszetek festése etanolos higitasi sorban valo fixalas
utan krezil-kék-acetat alkoholos oldatdban tortént. Széradds utdan a vastagbélszovetben
talalhaté hamsejteket 1ézer mikrodisszektor (PALM Robot-MicroBeam, Bernried,
Németorszag) segitségével izolaltuk, majd a kdrbevagott sejtcsoportokat egy nagy impulzusu
16véssel a targylemez felett elhelyezett centrifugacsé (AdhesiveCap 500 opaque, Carl Zeiss)
adheziv kupakjaba katapultaltuk. Kupakonként hozzavetolegesen 1000 sejtet gyljtottiink,
amelybdl 5 biologiai replikatumot készitettiink. A mintakat az izolalasi 1épésig -20°C-on

taroltuk.
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3.6.3. RNS izolalas

A mikrodisszekcioval Osszegytijtott sejtekbol Qiagen RNeasy Micro kittel (Qiagen, Hilden,
Németorszag) a gyartoi utasitasok szerint teljes RNS-t izolaltunk. A sejtekhez 300 ul RLT
puffert adtunk, majd 30 masodperces vortexelés utdn 300 pl 70%-os alkoholt pipettaztunk a
homogenizalt lizatumhoz. Az oldatot RNeasy MinElute oszlopra toltottiik, és 15 masodpercig
8 000 g-vel centrifugaltuk. Kovetkezo 1épésben 350 pl RW1 puffert toltottiink az oszlopra,
majd ismét 15 masodpercig centrifugaltunk 8 000 g-vel. Ezutan 80 pl DNase I inkubacios
mixet pipettaztunk az oszlop membranjara, és 15 percig inkubaltunk szobahémérsékleten.
Majd ujra 350 pl RWI1 puffert toltottink az oszlopra, amelyet ismét 15 masodperces
centrifugalas kovetett 8 000 g-vel. Kovetkezd 1épésben 500 pl RPE puffert toltottiink az
oszlopra. 15 masodperces centrifugalas utan 500 ul 80%-os alkoholt pipettaztunk az oszlopra,
majd 5 percig 25 000 g-vel centrifugaltunk. Végiil 14 pl RNase-mentes vizet toltottiink az
oszlop kozepére, majd 1 percig, 25 000 g-n centrifugaltunk, és az elualt RNS-t 1,5 ml-es steril
gyljtécsdbe fogtuk fel. Az izolalt RNS-t tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.6.4. RNS mindségellenérzés

Az izolalt RNS integritasanak vizsgalatat automatizalt mikrokapillaris elektroforézis (Agilent
BioAnalyzer 2100, Agilent, Palo Alto, Kalifornia, USA) rendszer segitségével végeztiik a
hozzatartoz6 RNA 6000 Pico LabChips kit (Agilent) felhasznalasaval. A mintak intaktsagat a
18S ¢és 28S riboszomalis RNS csucsok aranya alapjan a késziilékhez tartozo szoftver (2100
Expert, Agilent) altal megallapitott RIN (RNA Integrity Number, 1-10 terjedd skala) értékkel
jellemezhetjilk. A microarray vizsgalatokhoz a 7-es vagy annal nagyobb RIN értékkel
rendelkez0 mintdkat vontuk be, amelyekbdl a teljes izolatumot, azaz 5-50 ng totdl RNS-t

hasznaltunk fel.
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3.6.5. mRNS expresszié microarray elemzés

Amplifikacié és jelolés: A 1ézer mikrodisszektalt mintdkban jelenlévé mRNS kis
mennyis€¢gébdl adéddéan a mintdk sokszorositdsdhoz kétkords in vitro transzkripciot (IVT)
(Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA) hasznaltunk. Az amplifikacié soran els6é 1épésben
az RNS templatrol egy 5’ végén T7 bakteriofag promdter szekvenciat is tartalmazo oligo dT
primer hasznalatdval cDNS-t szintetizaltunk. A reverz transzkripcio soran az oligo dT az
mRNS polyA farkdhoz kapcsolodik, majd a reakcié termékeként egy olyan kettdsszalt hibrid
molekula keletkezik, amelynek egyik szala az Gjonnan szintetizalt cDNS, a masik pedig az
eredeti géntermék. Ezutan RNaseH enzim segitségével az eredeti mRNS templatot
eltavolitottuk, majd megszintetizaltattuk a cDNS molekula komplementer szalat, amelyrdl az
eldz6leg beépitett T7 promoter szakaszt felhasznalva in vitro transzkripciot kezdhettiink. igy
az els6 kor végére cRNS formaban a kiinduldsi mRNS minta torzitatlan, sokszorositott
komplementer szekvencidjat kaptuk, amelyrdl a masodik korben random hexamerek
felhasznalasaval cDNS-t készitettiink. Ezt a beépitett T7 promoterrél kezdett reverz
transzkripcioval ismételten kettds szali DNS-re egészitettiik ki. Ezutan kovetkezett a masodik
IVT kor, amely soran beépiiltek a biotinnal jelolt nukleotidok. Az amplifikéldsi és jelolési
Iépések utan tehat az eredeti mRNS templattal komplementer, felsokszorozott €s biotinnal

jelolt cRNS templat allt rendelkezésiinkre.

A jelolt cRNS mintakat magas hémérsékleten, tomény sooldatban fragmentaltuk, majd 16
oran keresztiil 45°C-on az Affymetrix U133 Plus2.0 tipust teljes genomszintli génexpresszios
chipre hibridizaltattuk. Ekkor a mintankb6l szarmazé jelolt molekulak a chip felszinére

rogzitett, ismert pozicioban 1év6 komplementer szekvencidkhoz kotddtek.

A chipeket Fluidics Station 450 berendezéssel, az EukGE Ws_ 2v5 mosasi protokollt kovetve
mostuk, majd 10pg/ml streptavidin-phicoerythrin (Molecular Probes) felhasznalasaval antitest
amplifikacios festési modszerrel festettiik. A fluoreszcens jeleket Affymetrix Gene Scan 3000
késziilék segitségével olvastuk le, amely soran a chip felszinérdl 570 nm-en vald gerjesztés
utan a detektor 1 um-es felbontasu képet szkennelt. Végiil a szoftver egy cella fajlt (CEL file)

generalt, amelyet bioinformatikai modszerekkel elemeztiink tovabb.
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3.7. A Toll-like receptor 9 kimutatasa immunhisztokémia segitségével

Az endogén-peroxidaz blokkolasa (0.5%-o0s hidrogén peroxid és metanol keveréke, 30 perc,
szobahdméresklet) és az antigén feltaras (TRIS-EDTA puffer, pH 9, mikrohullami siitében
melegitve 900 W teljesitményen 10 percen keresztiil, majd 370 W teljesitménnyel 40 percig)
utin a TMA mintdk (normalis n=8, adenoma n=8, vastagbélrak n=8) nem specifikus
kotohelyeinek blokkolasat 1%-os BSA oldattal végeztik el. A Toll-like receptor 9
immunhisztokémiai kimutatasat anti-TLR9 poliklonalis ellenanyag (ab85860, 1:800 higitas,
60 perc, Abcam, Cambridge, USA) segitségével, nedves kamraban végeztem. Masodlagos
ellenanyagként és jelkonverzid céljara EnVision + HRP (Labeled Polymer Anti-Rabbit, K
4003, Dako, Glostrup, Dania) €s diaminobenzidin-hidrogén-peroxidaz-kromogén-szubsztrat
rendszert (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako, Glostrup,
Dénia) alkalmaztunk. A targylemezeket digitalisan archivaltuk (Pannoramic Scan instrument,
szoftver verzio: 1.11.25.0, 3DHistech, Budapest, Magyarorszag), a kiértékeléshez Pannoramic
Viewer digitalis mikroszkopot (v:1,11,43,0, 3DHistech, Budapest, Magyarorszag)
hasznaltunk.

3.8. Az osteopontin immunhisztokémiai kimutatasa

A TMA mintadkon (normalis n=13, adenoma n=13, vastagbélrdk n=13) endogén-peroxidaz
blokkolast (0.5%-o0s hidrogén-peroxid és metanol keveréke, 30 perc, szobahdmérséklet) és
antigén feltarast (Target Retrieval Solution, S1699, Dako, pH 6 puffer, mikrohullamu siitében
melegitve 900 W teljesitményen 10 percen keresztiil, majd 370 W teljesitménnyel 40 percig)
végeztiink. A nem specifikus kotOhelyek blokkolasa 1%-os BSA oldatot hasznaltunk. Az
OPN immunhisztokémiai kimutatasat anti-OPN poliklonalis ellenanyag (AB1870, 1:200
higitds, 60 perc, Chemicon) segitségével, nedves kamraban végeztiik. Masodlagos
ellenanyagként és jelkonverzid céljara EnVision + HRP (Labeled Polymer Anti-Rabbit, K
4003, Dako, Glostrup, Dania) €s diaminobenzidin-hidrogén-peroxidaz-kromogén-szubsztrat

rendszert (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako, Glostrup,
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Dénia) alkalmaztunk. A targylemezeket digitalisan archivaltuk (Pannoramic Scan instrument,
szoftver verzid: 1.11.25.0, 3DHistech, Budapest, Magyarorszag), a kiértékeléshez Pannoramic

Viewer digitalis mikroszkopot (v:1,11,43,0, 3DHistech, Budapest, Magyarorszag)

hasznaltunk. A kiértékelés soran hasznalt pontozasi rendszert a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

+2 score érték

+1 score érték

0 score érték

Osteopontin erds, diffaz, kozepesen erés, diffuz, gyenge, diffuz
citoplazmatikus citoplazmatikus citoplazmatikus
immunreakcid immunreakcid immunreakcio

2. tablazat. Az osteopontin immunhisztokémia kiértékelésének kritériumai

3.9. Alkalmazott statisztikai modszerek

3.9.1. Génexpresszidos microarray esetében alkalmazott statisztikai modszerek

A microarray adatok beolvasasahoz ¢és elemzéséhez R.10.0. programozasi nyelvet
alkalmaztuk (99). Napjainkban ez az egyik legszélesebb korben alkalmazott integralt
szoftvercsomag, amelyet adatkezelési, szamitasi és grafikai kornyezetben hasznalnak. A
mindségi elemzést a Tumour Analysis Best Practices Working Group ajanlasa alapjan
végeztiik. Az intenzitas értékek beolvasasat el6feldolgozas kovette: GCRMA hattérkorrekciot,
quantile normalizaciot €s median polish 6sszegzést hajtottunk végre. Az elofeldolgozas célja a
biologiai szempontbol nem lényeges adatok eltavolitasa, ezek altalaban olyan rendszerszintii
variaciok, amelyek befolyasoljak az expresszios szintet. Szamuk csokkentése, illetve
eltavolitasa kiemelked6en fontos, hiszen a kiilonbozé mintak Osszehasonlitisa csak ezt
kovetden végezhetd el. Az adatokat diagnosztikai csoportokba soroltuk (ép, adenoma és CRC)
osztalyozasi kategoria szerint soroltuk be. Meghatarozasra keriilt a paraméterek atlaga,
medianja és szorasa. A kivalasztott, immunhisztokémiai modszerrel is vizsgalt marker (TGF-
BRII) mRNS szintli expressziojat egyutas ANOVA és Tukey’s HSD poszt-teszt
alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze a diagnosztikai csoportok koézott. A varianciaelemzés
esetében normal eloszlast csoportok kozépértékeinek dsszevetése alapjan dontjiik el, hogy a

kiilonb6z6 csoportok kozotti eltérés szignifikans-e vagy sem. Tukey’s HSD moddszer egy
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olyan tobb lépcsds Osszehasonlitdo eljards, amelyet az ANOVA moddszerrel egyiittesen
alkalmaznak annak érdekében, hogy megallapitsak, mely mintacsoportok kozépértékei

mutatnak szignifikans kiilonbséget.

3.9.2. Immunhisztokémia vizsgalatok értékelésére alkalmazott statisztikai médszerek

Az immunhisztokémiai kiértékelés esetében egyutas ANOVA ¢és Tukey’s HSD poszt-teszt
modszereket alkalmaztunk, hogy kimutathassuk a kiilonb6z6 diagnosztikai csoportok kodzotti
szignifikans eltéréseket. Az eredmények megjelenitéséhez boxplotokat és asszociacids
plotokat alkalmaztunk. Boxplotok esetében a medidnt és a szoérast is abrazoljuk, mig az
asszociacios ploton a standardizalt értékeket osztalyozzuk és hasonlitjuk 6ssze. A mintak
immunhisztokémiai  festddésének mértékét szemi-kvantitativ skdla alkalmazasaval
jellemeztiik (-pontozas) (lasd 1. és 2. tablazat), majd ezeket a -pontszamokat Pearson

reziduumok segitségével értékeltiik.

XY-FISH, 0-SMA/CK | E-cadherin | TGF-BRII | TGF-BRII | TLRY OPN
CD45/CK fehérje fehérje fehérje mRNS fehérje fehérje
fehérje
N 5 8 8 6 6 8 13
Gy 5 - - - - - -
Ad - 8 8 6 6 8 13
CRC - 8 8 6 6 8 13
Ossz 10 24 24 18 18 24 39

3. tablazat. A Kkisérletekben felhasznilt, az egyes szovettani allapotokhoz tartozo
mintaszam. A kromoszomak kimutatasa XY-FISH-modszerrel, a fehérjék kimutatdsa
immunhisztologiai modszerrel, az mRNS expresszio mérése microarray chiptechnika
segitsegevel tortént. Szovettani dllapotok: N=normalis, Gy: aspecifikus gyulladast mutato,

Ad:adenoma, CRC: vastagbélrdk, Ossz: dsszes.
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4.0. EREDMENYEK

4.1. Csontveldi eredetii (Y-FISH+) sejtek kimutatisa egészséges és enyhe gyulladast

mutato teriiletek kriptainak hamrétegében

Szignifikansan tobb (p<0.01) CD45-, csontveldi eredetli (XY-FISH+), intraepithelidlis sejtet
talaltunk a lymphoid aggregatumokat koriilvevo kriptakban. Ezeken a teriileteken a donor
eredetli CD45- sejtek szama szignifikansan nagyobb volt (1.0685+0.240%), 6sszehasonlitva a
normalis (0.0178+0.017%) és a diffuz gyulladasos (0.043+£0.005 %) teriiletekkel (9. abra).
Nem talaltunk szignifikans kiillonbséget az egészséges ¢s a gyulladasos mintakban talalhato

lymphoid aggregatumokat koriilvevd kriptak CD45-, XY-FISH+ sejtszamaban.

Kismértékti, de statisztikailag szignifikans (p<0.05) kiilonbséget talaltunk az egészséges
teriiletek  kriptdinak hamrétegében taladlhatdo CD45-, XY-FISH+ sejtek ardanyaban
(0.017£0.017%) ¢és a gyulladasos sejtek altal kialakitott diffuz infiltraciot mutatd teriiletek
XY-FISH+ sejtjeinek szdma kozott (0.043+0.005%).

15

10
1

&

T T

CD45-, XY-FSH1 sejlok asdnya o bdmban

Ep Gyulladas Lymphoid aggregatum

9. abra. A CD45-, XY-FISH+ sejtek aranya az osszes hamsejthez képest (egészséges:
0.017+0.017%, diffuz gyulladast mutato teriiletek: 0.043+0.005%, lymphoid aggregatumokat
koriilvevé kriptak: 1.0685+0.240%).
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A csontvel6i eredetli sejtek 3 kiillonbozo formajat figyeltilk meg. A leggyakoribb esetben az
XY-FISH+ sejtek CD45 lymphocyta marker pozitivitast mutattak (intraepithelialis
lymphocytak). Mas esetekben a hamban elhelyezkedd XY-FISH+ sejtek csak cytokeratin
(CK) (10. abra), illetve egyes esetekben a CD45 és CK kettds pozitivitast mutattak. Ezen
sejtek CK pozitivitdisa nehezen volt megkiilonboztethetd a kornyez6 hamsejtek CK
pozitivitasatol. Néhany csontveldi eredetli (Y-FISH+), CD45- sejtet talaltunk a XX-FISH+
mirigyek hamjaban, tehat a csontveldi eredetli sejtek nem képeztek nagyméretii kolonidkat,

illetve nagymértékii repopulacié sem volt megfigyelhetd a vastagbélhamban.

Egy esetben talaltunk egymas mellett harom CD45-, XY-FISH+ sejtet, egy kripta proliferativ
régidjaban. Ezek a sejtek valoszinlleg csontveléi 0Ossejtek helyi szaporodasabol
szarmazhattak, mert ilyen kis teriiletre torténé parhuzamos bevandorlasuk nem valdszinii (11.

abra).

FISH+ F-IHC

10. abra. Csontveldi (donor) eredetii, Y-FISH+ hamba épiilo sejt (fehér nyil), ami CD45

negativitasa alapjan kiilonitheto el az intraepithelialis lymphocytaktol (piros nyil).

38



DOI:10.14753/SE.2012.1746

11. abra. Hdrom, XY-FISH pozitvitast és CD45 negativitist mutato sejt (fehér nyilak) egy

crer

pozitivitast mutato intraepithelidlis lymphocytatol (satirozott nyil).

Kozvetlen kapcsolatot talaltunk a mirigyek és a lymphoid aggregatumok kozott, amelyet

digitalis technikéval harom dimenzioban modelleztiink (12. abra).
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12. abra. Szoveti 3D rekonstrukcio, digitalis mikroszkop segitségével. 4 képen jol lathato

a kozvetlen kapcsolat a kripta és a lymphoid aggregatum kozétt (barna: diffuz citoplazmatikus
citokeratin festés, kék: hematoxilin sejtmagfestés) Z: a szaggatott vonaltol szamitott 50db

digitalis dia.

4.2. Az 6ssejtek hamiranyu elkotelez6désének kimutatisa CDX2 hamsejt marker és

Musashi-1 dssejtmarker segitségével

A CDX2 immunreakcié nagy specificitast mutatott a hamsejtek magjara. Néhany esetben
azonban a stromaban elszortan, jol lathaté CDX2 magpozitivitast mutatd sejteket talaltunk,
amelyek nem voltak kapcsolatban a kriptakkal (13/A. abra). Ezek a CDX2 pozitiv sejtek jol
elkiilonithetok voltak a fagocitalt hamsejtekt6l. Ez utobbi esetben a CDX2 pozitivitas a
citoplazmara lokalizalédott, mig a mag nem mutatott immunreakciot. Néhany stromaban

elhelyezked6 CDX2+ sejtben Musashi-1 immunreakciot is megfigyeltiink (13/B-, 13/C-, 13/D
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abra), de a Musashi-1 pozitivitds a stromalis CDX2+ sejtek nagy részénél nem volt
kimutathatd. Mas esetben a stromalis sejtek csak Musashi-1 pozitivitast mutattak,
citoplazmatikus ¢és/vagy sejtmagi elhelyezkedéssel. Statisztikai szamitasokat az esetek

alacsony szama miatt nem lehetett elvégezni.

13. abra. A: A stromaban vandorlo, de mar hamiranyu elkotelezédést mutato sejt
(fénymikroszkopos kép). B: A stromdlis vandorlds sordn a sejt még hordozza az Jssejt
tulajdonsdgokat, mint a Musashi-1 fehérje expressziodja (piros fluoreszcens festés/ C abra), de
mar mutatja a ham iranyu elkotelezodés jeleit is (CDX2 expresszio, zold fluoreszcens festés/

D dbra).

4.3. A CDX2+ sejtek eredetének meghatarozasa

A CDX2+ sejtek nagy része recipiens eredetil volt (XX-FISH+), bar nagyon kis szamban
CDX2+, Y-FISH+ dupla pozitiv sejteket is eléfordultak a stroméaban (14. abra). Ezen sejtek

kis mennyisége miatt (1-4 darab/metszet) a statisztikai elemzést nem végeztiik el.
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FISH + F-IHC

14. abra. A: Csontvel6 eredetii, Y-FISH+ (z6ld pont, feher nyillal jelolve) sejt, amely

hamiranyu elkotelezodést mutatott (CDX2-piros fluoreszcens magfestés; B dbra).

4.4. Az intraepitheliilis a-SMA pozitiv sejtek aranyanak valtozasa az ACS soran

A miofibroblaszt-szerli  dedifferentaciot eltéré mértékben mutatdé o-SMA+/CK+
intraepithelidlis sejtek igen kis szazalékban (1.69-3.34%) fordultak eld. Ezeknek a sejteknek a
nagy része gyenge, pontszeri (15/A-, 15/B-, 15/C é&bra), vagy tobbszords pontszerti (15/D-,
15/E ébra) de novo a-SMA expressziot mutatott a maghoz kozeli teriileteken, illetve a magban
(15/A-, 15/B-, 15/C abra). A nagy felbontasu konfokalis szkenning lézer mikroszkdpos
felvételek alapjan feltételezhetd, hogy a magban elhelyezked6 a-SMA tulajdonképpen a
citoplazma magbeli betiiremkedése (15/C abra). A pontszeri a-SMA expressziot mutatd
sejtek hasab alakuak voltak apico-basolateralis polaritdssal. Mas esetekben az a-SMA
expresszio gyenge, vagy erds citoplazma festddést mutatott, ezek a sejtek kerek vagy ovalis,
nagymeéretli maggal rendelkeztek (16/A, 16/B abra). Néhany esetben a hamréteget elhagyo o-
SMA+/CK+ sejteket is megfigyeltiink, amelyek valdszintileg sejtatalakulasi folyamaton
mentek keresztiil (15/F-,17 abra). Az a-SMA expresszid gyakorisaga és lokalizacidja hasonlo
volt az a-SMA/Ki67 és az a-SMA/CK kettds fluoreszcens festés esetén. A a-SMA+/CK+
sejtek ardnya szignifikdnsan megnovekedett a CRC-s (3.34+1.01%) mintdkban,

Osszehasonlitva az egészséges (1.94+0.69%) és az adenomas (1.62+0.78%) mintakkal
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(p<0.05) (18. abra). A Ki-67 expresszio alapjan az intraepithelidlis a-SMA+ sejtek nagy része
proliferativ fazisban volt mindhdrom vizsgalati csoportban (egészséges: 87.7+10.7%;
adenoma: 81.4+7%; CRC: 88+2.4%; p>0.05). Az egészséges, hosszanti irdnyu metszetekben

T

felsobb, apikalis teriileteken.

< [

15. abra. Az a-SMA fehérje expresszdjanak kimutatisa fluoreszcens festéssel. A sejtek

nagy része mag koriili-, vagy a magban elhelyezkedo pontszerii a-SMA expressziot mutatott.

A,B,CF: a-SMA (piros)/CK (zold); D,E: a-SMA (kék)/Ki67 (piros) fluoreszcens festés.
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16. abra. Erds citoplazmatikus festodést mutaté intrapithelidlis sejtek. 4. a-SMA

(piros)/CK (zold), B: a-SMA (kék)/Ki67 (piros) fluoreszcens festodés.
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17. abra. CK (z6ld fluoreszcens festés) és o-SMA (piros fluoreszcens festés) kettds pozitivitdst

mutato sejt (fehér wnyillal jelolve), amely valdsziniileg éppen elhagyja a hamréteget

(epithelialis - mesenchymdlis atalakulds).

T T T
MNormal Adenoma CRC

a-SMA + sejtek hamrétegben (%)

18. abra. Az intraepithelialis a-SMA/CK kettés pozitivitist mutaté sejtek aranyanak

valtozasa az 6sszes hamsejthez viszonyitva, a vastagbél adenoma-carcinoma szekvencia

soran. (CRC: 3.34+1.01%, adenoma: 1.62+0.78%, és az egészséges: 1.94+0.69%, p<0.05).
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4.5. Az E-cadherin termelodésének valtozasa az ACS soran

Az E-cadherin expresszioja folyamatos csokkenést mutatott az ACS sordn (p<0.05; 19. 4bra).
Az egészséges mintak a hamsejtekben er6s membran és kdzepesen erds citoplazma festodést
mutattak (a jellemz6 score érték: +2). Adenomaban mind a membran, mind a citoplazma
festddés csokkent, az egészséges mintakhoz viszonyitva (a jellemzo score érték: 1 vagy 0). A
vastagbélrakos mintdk nem mutattak citoplazma festddést, a membranfestddés gyenge volt,

néha eltiint (fragmentalt festddés) (jellemzo score érték: -2) (20. abra).

19. abra. Eltéré E-cadherin expresszié a vastagbélrakos (piros nyil) és az azt koriilvevo

egészséges kripta hamsejtek (fehér nyil) kozott.
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E-cadherinscore
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residuals:
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p-value =
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20. abra. Az E-cadherin expresszié valtozasa az ACS soran. CRC: jellemzo score érték: -2,
AD (adenoma): jellemzé score érték: +1, N (normalis/egészséges): jellemzd score érték: +2
és +1. Az oszlop diagrammok a Pearson reziduumok magassdagat, szélességét és az értékeket
aranyosan fejezik ki. A bar chartok jelzik, hogy a megfigyelt esetszam magasabb, vagy
alacsonyabb-e, mint a varhato (p=0.01272).

4.6. A TGF-p receptor II fehérje expresszio valtozasa az ACS soran

A TGF-BRII expresszidja a hdmban ¢és néhany stromalis sejtben is kimutathatd volt. Normalis
hamban a TGF-BRII termelddés kozepes erdsségli volt. Ezekben a mintakban nemcsak a
sejtmembran, hanem jelent0s citoplazmatikus fehérje termelés is kimutathaté volt (21.
abra/N). A jellemz6 score érték 0 és +1 volt. Adenomaban a citoplazmatikus TGF-BRII
expresszio a sejtek apikalis felére korlatozodott, esetenként hianyzott, a membranfestodés
gyenge, szakadozott volt, ritkan teljesen el is tiint (21. abra/AD), a jellemz6 score érték -2
volt. Vastagbélrakban a normalis és az adenoma hamnal szignifikdnsan (p<0.05) erésebb
citoplazma- ¢és membranfestédés volt megfigyelheté (21. abra/CRC). Eredményeinket

asszocidcios plot-on abrazoltuk (22. abra).
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21. abra. A TGF-BRII fehérje expresszios valtozasa a vastagbél adenoma - carcinoma

szekvencia soran. N: normalis/egészséges minta, AD: adenoma, CRC: vastagbélrdik.
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22. abra. A TGF-BRII expresszio valtozdsa az ACS soran, asszociiaciés plotton
abrazolva. CRC: jellemzé scorve érték: +2, AD (adenoma): jellemzd score érték: -2, N
(normalis/egészséges): jellemzo score érték: +1 és 0. Az oszlop diagrammok a Pearson
reziduumok magassagat, szélességét és az értékeket aranyosan fejezik ki. Az oszlop
diagrammok jelzik, hogy a megfigyelt esetszam magasabb, vagy alacsonyabb-e, mint a

véarhaté (p=0.00143).

4.7. A TGF- receptor I mRNS szintii expresszids valtozasa az ACS soran

Az aktivalt TGF-BRII fehérjeszintli kimutatdsdnak megerdsitésére mRNS expresszids
vizsgalatokat végeztiink. A fliggetlen mintakon elvégzett microarray vizsgalatok eredménye
szerint adenoma és vastagbélrakos mintakban emelkedett szinti TGF-BRII mRNS termelés
volt megfigyelhetdé a normalis mintakhoz képest (23. dbra). A normalis és a vastagbélrakos,
valamint a normalis és az adenoma mintak ko6zott is szignifikans (p<0.05) kiilonbség volt

megfigyelhetd.
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N Ad CRC

23. abra. A TGF-BRII mRNS szintii expresszios valtoziasa a vastagbél adenoma -
carcinoma szekvencia soran. N: normdlis/egészséges minta, AD: adenoma, CRC:

vastagbélrak.

4.8. A TLRY expresszié valtozasa a vastaghél ACS soran.

A TLR9 a citoplazmaban, pontosabban az endoplazmatikus retikulum felszinén fejezddik ki.
Normalis mintdinkban e specifikus elhelyezkedés nem volt lathatd, a fehérje a
citoplazmatikus festddés mellett magpozitivitdst is mutatott (24. abra/N). Egészséges
mintdkban az immunpozitivitdst mutatd sejtek aranya 32,92+8,314% volt. A normalis
mintakhoz hasonlitva, mind adenomaban (70,34+£2,49%) (24. abra/AD), mind
vastagbélrakban (68,25+2,43%) (24. abra/CRC) szignifikans (p<0.05) TLR9 expresszid
mutatkozott (25. abra). Adenoma és CRC mintdkban a receptor expresszidja a mag koriili
régiora korlatozodott, intenzitasa kisebb volt, mint az egészséges mintakban, de

altalanossagban majdnem minden sejtben észleltiink immunreakciot.
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24. abra. A TLRY Kkifejezddésének valtozasa a vastaghél adenoma - carcinoma
szekvencia soran. Normalis (N) mintikban csak néhany sejt mutat TLR9 pozitivitast, a
magban és a mag koriili régioban. Adenomaban (AD) és carcinomaban (CRC) a sejtek

tobbségében a TLRY pozitivitas a mag koriili régiora korlatozodott.

TLR- + sejtarény (Ham)
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25. abra. A TLR9+ sejtarany (az 6sszes hamsejthez viszonyitva) valtozasa az adenoma -

carcinoma szekvencia soran. N:normalis, AD:adenoma, CRC: vastagbélrdik.
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4.9. Az OPN termelddésének valtozasa a vastagbél ACS soran.

A vastagbélrdk kialakuldsanak minden szOvettani stddiumdban az OPN expresszid a
hamsejtek sejtplazmajara korlatozodott, a magban nem talaltunk kimutathaté immunreakciot.
Egészséges mintdkban gyenge, diffuz citoplazma expresszid volt megfigyelhetd, a jellemzd
score értek 0 (26. abra/N). Adenomaban a citoplazmatikus OPN expresszi6 mérsékelt
erdsodést mutatott, a jellemzd score érték 1 (26. abra/AD), mig a vastagbélrdkban erds
citoplazmatikus OPN expresszio volt megfigyelhetd (score: 2; 26. abra/CRC).
Eredményeinket asszociacidos abran tiintettiik fel (p<0.05; 27. abra). Szamos stromalis sejt

(féleg makrofagok és limfocitak) mérsékelt OPN expressziot mutatott.

26. abra. Novekvo hamsejt osteopontin fehérje termelodés a vastagbélrak kialakulasa

soran. N: normalis, AD: adenoma és CRC: colorectalis carcinoma.
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27. abra. A vastagbél hamsejtjeinek citoplazmatikus osteopontin (OPN) expresszidjanak
valtozasa asszociaciéos abran feltiintetve. N: normdlis, AD: adenoma, CRC: vastagbélrik.
A kontingencia tablazatok kozotti megfigyelt és a varhato gyakorisagok kiilonbségeit
(Pearson's reziduumok) téglalapokkal abrazoljuk. Az oszlop diagrammoka Pearson
reziduumok magassagat, szélességét és az értékeket aramyosan fejezik ki. Az oszlop

diagrammok jelzik, hogy a megfigyelt szam magasabb, vagy alacsonyabb-e, mint a varhat

(p<0.05).
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5.0. MEGBESZELES

A vastagbélham regeneracidos folyamatinak megismerése kulcsfontossagi lehet mind a
fekélyképzodéssel, mind a tumorgenezissel jar6é allapotok pontos megértésében. A
gyulladasos, fekélyképzodéssel jard allapotokban olyan célmolekulak és jelatviteli folyamatok
ismerhet6k meg, amelyek segitségével hamarabb érheté el a nyalkahartya gyodgyulas. A
daganatképzodés soran pedig a kisiklott regenerativ folyamatok gatlasaval célzott

daganatellenes kezelések alapjait tarhatjuk fel.

crcr

szerepet jatsz6 ham-stroma kapcsolatokat vizsgaltam meg immunhisztokémiai,

génexpresszios €s kromoszoma elemzési technikakkal.

5.1. A csontveldi sejtek szerepe a vastaghélham regeneraciojaban

A csontveldi eredetli CD45 negativ sejtek részt vesznek a vastagbélgyulladas akut fazisat
kovetd gyogyulasi folyamatokban (2,100). Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a csontvel6i
eredetli (CD45-, XY-FISH+) sejtek szignifikdnsan nagyobb aranyban fordulnak eld a
lymphoid aggregatumokat koriilvevo kriptak hamrétegében. Feltételezhetd, hogy a lymphoid
aggregatumok nemcsak az immunfolyamatokban jatszanak fontos szerepet, hanem a
hamregeneracios folyamatokban részt vevd csontveldi eredetii dssejtek vandorlasanak is
allomasai. Ezt latszik aldtamasztani, hogy szoros kapcsolatot taldltunk a lymphoid
aggregatumok ¢és a sziiletd kriptadk kozott, amelyet 3 dimenzids rekonstrukcidval is

szemléltettiink.

Normalis vastagbélhamban és enyhe gyulladas esetén a vastagbél hamrétegében a csontveldi
eredetli CD45- sejtek nem repopulaltak a kriptat, ami arra utal, hogy ha a vastagbelet nem éri

nagyobb mértékii sériilés, akkor a lokdlis, szoveti Ossejtek képesek a megfeleld utodsejt
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termelésre, évekkel a csontveld transzplantacio utan is. Mas, nem csontveldi eredetli 6ssejtek,
Valosziniisithetd, hogy ezek a sejtek jelentek meg a megfigyeléseinkben, mint stromalis XX-

FISH+, CDX2+ sejtek.

Az intraepitelialis CD45-, XY-FISH+ ritkan formaltak csoportokat, ebb6l eredéen osztédasuk
ritka folyamat, vagyis ezen sejtek ritkan tartjak meg Gssejt karakterisztikajukat (pl. Musashi-1
Ossejt marker-termelés) (2). Egy esetben talaltunk egy kisebb CD45-, XY-FISH+ sejtekbdl
allo csoportot, amely valoszinlileg a hamba vandorldo csontveldi Ossejt szaporoddsabol
szdrmazott (parhuzamos bedramlasuk ilyen kis teriiletre nem tal valdszinil). A proliferativ
sejtek szamat valosziniileg a mikrokornyezetben talalhatd sejtekbdl (pl. miofibroblasztok,
simaizomsejtek) szarmazé szabalyoz6 molekulak, mint a proliferacios Wnt szignal inhibitor
BMP antagonistdk (gremlin 1, gremlin 2 és chordin-like 1) szabalyozzak (11). Ezek a
molekuldk eldsegithetik a csontveldi Ossejtek hamban valé szaporodasat, igy azok

hatékonyabban vehetnek részt a ham regeneracids folyamataiban.

Szamos in vitro tanulmany szerint a szoveti mikrokomyezet egyes faktorai (pl. szolubilis
differenciacioés szignalok) és a nyomadsviszonyok altal indukalt sejtalak valtozasok
szabalyozhatjak az dssejtek elkotelezodését (102,103,104). Kimutattuk, hogy a Musashi-1+
Ossejtek mar a stromalis vandorlasuk soran hamirdnyt elkotelezddést (CDX2 pozitivitas)
mutathatnak, feltehetden az eltéré nyomadsviszonyok és parakrin szabalyzok hatisara. A
CDX2, mint szdmos hamfunkcidt (pl. érés, kripta felépitése) szabalyozod o transzkripcids
faktor megjelenése mellett mas molekuldk (pl. sejtfelszini receptorok) is megjelenhetnek a
vandorlas soran (41), amelyek szerepet jatszhatnak az Ossejtek vandorlasanak és
elkotelezodésének szabalyozasaban. Ezeknek a szabalyzd6 mechanizmusoknak tovabbi

megismerése elsddleges fontossagu lehet az 9ssejt terapiak szempontjabol.

5.2. A tranzicios folyamatok szamanak novekedése a vastagbélrak kialakulasa soran

A vastagbélrakos mintakban az o-SMA/CK kettés pozitiv sejtek szamanak szignifikans

novekedését tapasztaltuk az adenoma- és az egészséges mintakhoz viszonyitva. Az o-
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SMA+/CK+ sejteknek a nagy része gyenge, pontszerii a-SMA expresszidt mutatott, amely a
magban, vagy a mag koriil régioban lokalizalodott. Az ilyen tipusu expresszid kezd6do
epithelidlis-mesenchymalis tranziciéra utal. Az a-SMA expresszidos mintazata ezekben a
sejtekben nagy hasonlésagot mutatott a Storch és mtsai altal leirtakhoz (105), ennek alapjan a
magban talalhat6 a-SMA+ foltok a citoplazma kesztytiujjszerti betiiremkedéseiben alakulnak
ki. Igy ezek az a-SMA-kdtegek részt vehetnek a sejtmag és a sejt alakjanak
megvaltoztatasaban, amelyek aktivalhatnak egyes sejtmagi transzkripcids szabalyozokat, mint
nuclear matrix protein/NMP-1,-2 (106). E hipotézis szerint nem csak a kiilsé er6k okozhatnak
ugynevezett mechano-transzdukcios atalakulast (107,108,109), hanem a sejten beliil
keletkezett erdk is létrehozhatjdk azt. Az a-SMA+ kotegek, mint a mechanikai atalakito
rendszernek a kozbiilso részei befolyasolhatjdk a késobbi a-SMA expressziot a MAP kinaz
p38 aktivaciojan keresztiil. A hamsejtekben a fragmentalt migracios apparatus megnovekedett
kifejezddése (pontszerti a-SMA expresszids mintazat) a tumor kialakuldsa soran azt sugallja,
hogy az EMT nem igényel nagymértékii aktiv sejtmozgast. Valdsziniileg a kornyezd
hamsejtek altal 1étrehozott Osszeszoritd hatas ,,préseli ki” a hamrétegbdl ezeket a sejteket. A
nagyfoku, aktiv mozgashoz sziikséges a-SMA expresszio csak a kés6bbi fazisban, a stromalis
vandorlas soran alakulhat ki. Néhany intraepitelidlis sejt erés citoplazmatikus a-SMA
expressziot mutatott, amelyek valdszinlileg mesenchymalis-epithelialis atalakulasbol
szarmazhatnak.

Az intraepithelialis a-SMA+ sejtek nagy része (koriilbeliil 83%-a) Ki-67 pozitivitast mutatott
mindharom vizsgalt csoportban. Ez az eredmény hasonlatos a Ng és mtsai altal kozolt
eredményekhez, miszerint az a-SMA pozitiv epithelialis sejteknek a 60-80%-a proliferativ
fazisban volt veseeltavolitdson atesett patkanyokban (110). A carcinoma kialakuldsa soran a
fokozott a-SMA expresszid és a proliferacio egylittes megndvekedése és az E-cadherin
expresszio csokkenése jol magyarazhatd egyes tumorképzddéssel kapcsolatba hozhatod
jelatviteli palyak (pl. PI3K/Akt, MAPK, Wnt) altal kivaltott GSK-3p fehérje gatlassal, amely
a Snail és B-catenin magbeli felhalmozodasat okozza (111). A sejtmagban elhelyezkedd Snail
az E-box motivumokhoz valo kotédésével csokkenti az E-cadherin expressziojat (112). A
sejtmagban elhelyezkedd B-catenin befolyasolja a proliferaciot és az EMT-t is (42).

Bar adenomaban csokkend E-cadherin expressziot talaltunk az ép vastagbélhamhoz képest,
ezt nem kovette emelkedd szamu EMT-t mutatd atalakuld intraepithelialis sejtszam
novekedés. Ez az eredmény Osszefiiggésben lehet a TGF-B1, mint az EMT {6 szabalyozojnak
hasonl6 mértékii termelddésével az ACS soran (30). A vastagbélrakos mintak nagymértékben
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mutattdk a sejt-sejt kapcsolatok megbomlasat, ami a Rho/ROK tutvonalon keresztiil a serum

response factor (SRF) tultermelésével kivaltja az a-SMA termelését (79,113).

A TGF-p receptor Il fehérje termelésddése paralell modon kovette az a-SMA+ sejtek
aranyanak valtozasat. Ebbol kovetkezoleg az atalakulés 6 szabalyozoja lehet ez a jelfogd. A
Toll-like receptor 9 expresszidja mar adenomakban szignifikdns emelkedést mutatott,
azonban ezt nem kovette az a-SMA+ sejtek aranyanak megnévekedése. Ennek az egyik oka
lehetett az, hogy azok a CpG sziget tartalmi DNS szakaszok, amelyek a vastagbélrakban
kiszabadulnak a rakos sejtekbdl (114), adenomaban még nem aktivaljak a receptort. A TLR9
aktivacidja TGF-B termelésével jar (115), ezért feltételezhet6, hogy a TGF-B ezekben a

folyamatokban csak kozbensd, hirvivo szerepet tolt be, és autokrin médon szabdlyozza az

EMT folyamatat (28. abra).

A termelt TGF-f. mint autokrin @
faktor EMT-t valt ki,
parhuzamossan az
a-SMA expresszio nivekedésével

EMT

@

O

A CpG szigetek a TLRY —
hoz kdtodve kivaltjak a
TGF-p expressziot

Apoptotikus testek
(benniik a CpG
szigeteket tartalmazo
DINS-sel)

28. abra. A CpG szigetekben gazdag DNS darabok szerepe az EMT folyamatanak
szabalyozasaban. A CpG szigetekben gazdag DNS (1) dltal aktivalt TLRY fokozott TGF-f (2)

termelést okozhat, amely, mint autokrin faktor aktivilja a TGF-f recptorokat, ami o-SMA

termelésen keresztiil (3) kivdlthatia az epithelidlis-mesenchymalis atalakulast (4).
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5.3. Emelkedett hamsejt osteopontin termelédés az ACS soran

A hameredetii OPN szerepe, mint extra- €s intracellularis szabalyozé molekula még nem
teljesen tisztazott. Feltételezhetden fontos szerepe lehet a fibroblaszt-miofibroblaszt és a
fibroblaszt-ham atalakulasok szabalyozasdban (31,84). A vastagbélrak kialakuldsa soran a
miofibroblasztok emelkedd szdma negativ korrelaciot mutat a gyulladasos sejtek szamaval
(30), tehat a novekvo szamu atalakuldshoz sziikséges OPN mas forrasbol szarmazik.
Elképzelésiink szerint a hamsejtekben termel6édé OPN apoptosis, necrosis vagy aktiv
szekrécio utjan jelenik meg a stromaban és ott befolyasolja a miofibroblasztok szamat (29.
abra). Hawinkels és mtsai szerint a miofibroblasztok novekvd szama korrelal a TGF-B
mennyiségével az adenoma-carcinoma szekvencia soran (30). Ezen két szabalyozo ligand
fokoz6do termelése a stromdlis mikrokdrnyezet megvaltoztatasaval egyiitt az eltéré Ossejt

aktivacio révén hathat a hamsejtek szaporodasara és a malignus atalakulésra.

Az osteopontin kiilonb6z6 ellenanyagokkal torténd gatlasa 1 terapias lehetdségek
megjelenésé¢hez vezethet (116). Az OPN géatlasa csokkenti a tumorndvekedést és metasztazis

képzést (117,118).
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29, abra. Az OPN feltételezett szerepe a rakos mikrokornyezet kialakitasaban. 4 ham
eredetii OPN megjelnhet a kotészovetes rétegben, ahol a fibroblasztok CD44 és integrin
receptorjaihoz kapcsolodva  eltolhatia a  fibroblaszt-miofibroblaszt  ardnyt, ami a

mikrokornyezet megvaltozdsdhoz vezethet.
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6.0. A LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK ES MEGFIGYELESEK

- a csontvel6i 0ssejtek hamba épiilése nem tal gyakori folyamat, még enyhe gyulladas esetén

sem, a hamban ritkan szaporodnak, tobbnyire egyesével helyezkednek el

- a lymphoid aggregatumok részt vehetnek a vastagélham regeneracios folyamataiban, mint a

csontveldi eredetli Ossejtek bevandorlasanak cél allomasai.

- a csontveldi eredetii dssejtek viszonylag koran, a kotészoveti rétegben vald vandorlaskor
mar elkdtelezddnek hamiranyban, amit a CDX2 hammarker megjelenése aladtdmaszt. Ez az
elkotelezodés valosziniileg a mikrokornyezet megvaltozott nyomasviszonyainak €s szabalyzo

molekula osszetételének eredménye.

- a sejtatalakuldsi folyamatok mar a normalis vastagbélhdmban is megjelennek, ardnyuk
azonban vastagbélrakban megnd. Az ilyen sejtatalakulési folyamatokra legtobbszor pontszertl,
a magban, vagy a mag kozelében elhelyezkedd o-simaizom aktin expresszid jellemzd. A
citoplazmalis, diffiz a-simaizom aktin termel6dés joval ritkabban lathatd. Ezek a folyamatok
nem igényelnek a-simaizom aktinhoz kotott aktiv sejtmozgast. Valdsziniileg a fokozott
proliferaciobol ered6 megnovekedett hamrétegbeli nyomasnak nagyobb szerepe van ezeknek

a sejteknek a kotdszoveti rétegbe juttatasaban.

- a pontszerii, magban elhelyezkedd a-SMA expresszio kezd6dd epithelidlis - mesenchymalis

indithat el (igynevezett mechano-tranzicios folyamat).

- a vastagbélhamban elhelyezked6 a-SMA pozitivitdst mutatd sejtek nagy része osztodasi

fazisban van, amit a Ki-67 pozitivitas is alatamaszt.

- a TGF-P receptor II fehérje termelddése parhuzamosan valtozik a sejtatalakulasi folyamatok

gyakorisagaval, ami Ujabb bizonyitéka annak, hogy az EMT {6 szabalyozdja a TGFBRII.

- a TLRY receptorok fokozod6 termelédése mar adenomdakban is megjelenik, &m ezt nem

koveti az intraepithelidlis a-SMA sejtarany novekedése, amelynek az lehet az oka, hogy nem
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jelennek meg azok a CpG szigetekben gazdag DNS lanc darabok, mint ligandok, amelyek a

vastagbéltumorokban aktivalhatjak ezeket a receptorokat.
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7.0. OSSZEFOGLALAS

A stroma-ham interakcidkat két nagy csoportra oszthatjuk: a sejtvandorlassal és fenotipus
valtozassal jard folyamatokra (ide tartozik a mesenchymalis-epithelialis és epithelialis-
mesenchymalis atalakulas), valamint a szabalyozoémolekulak mozgasaval (vandorlasaval) jaro
folyamatokra. Ezek a folyamatok részt vesznek a regeneracioban, de szerepet jatszanak a

stromalis mikrokdrnyezet kialakitdsdban és az attétképzésben is.

s

kotészovetbe vald véandorlas utdn stromalis sejtekké (pl. fibroblaszt, miofibroblaszt)
alakulhatnak, vagy mesenchymalis-epithelialis atalakuldssal a vastagbél hamrétegébe épiilve
segithetik annak gyogyuldsat. Munkam sordn megvizsgaltam a csontveldi Ossejtek vastagbél
hamba épiilésének jellegzetességeit. Megallapitottam, hogy a csontvel6i eredetli sejtek
tobbnyire egyesével éplilnek a hamrétegbe, ritkdn osztdodnak. A lymphoid aggregatumok
kozvetlen kornyezetében 1évé mirigyekben tapasztalt megemelkedett intraepithelias
csontvel6i eredetli sejtardny arra utalhat, hogy a nyiroksejt aggregatum ezen sejtek
vandorlasanak egy kozbiils6 allomasa lehet. A csontvel6i eredetli sejtek koran, mar a
kotoszoveti vandorlasuk soran (valosziniileg a mikrokdrnyezetb6l szarmazo kémiai hirvivok

hatasara) elkotelezddnek epithelialis iranyba.

A vastagbélrak kialakuldsa soran az eldzdvel ellentétes iranyu folyamat, dontéen a TGF-
receptor II (TGF-BRII) és a Toll-like receptor 9 (TLRY9) altal szabalyozott epithelialis-
mesenchymalis atalakulas (EMT) is végbemegy. Megfigyeltiikk, hogy a hamrétegben a
mesenchymalis atalakulast mutaté o-simaizom-aktint+ (0-SMA+) sejtek aranya az 0Osszes
hamsejthez viszonyitva megemelkedik vastagbélrakban. Ezen sejtek nagyrésze Ki-67+
osztodasi fazisban volt. Az immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a vastagbél tumoros
folyamataiban a névekvd aranyt EMT {6 szabéalyzdja a TGF-BRII, amelynek ligandja lehet a
TLRY aktivacio6 hatasara felszabadul6 TGF-f, mint autokrin faktor.
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SUMMARY

The stromal-epithelial interactions can be divided into two main types: processes with cell
migration and phenotypic changes and migration of the regulator ligands. These processes
take part in the regeneration of colonic epithelium, but they play a role both in establishing

stromal microenvironment and metastasis formation.

The bone marrow-derived stem cells may play a role in the repair processes of the colonic
epithelium. These cells can differentiate into stromal cells (e.g. fibroblast, myofibroblast) or
they can migrate to the epithelial layer (mesenchymal to epithelial transition/MET). I studied
the characteristics of epithelial forming capacity of bone marrow-derived cells (BMDCs). 1
showed that the bone marrow-derived stem cells rarely proliferate (do not compose clusters),
they appear alone in epithelial layer. I found increased intraepithelial BMDC number adjacent
to lymphoid aggregates. This may refer to that the lymphoid aggregates may be a stand point
in the migration of BMDCs. They differentiate into epithelial-like cells early by the effect of

regulators of microenvironment.

During colorectal carcinogenesis the epithelial to mesenchymal transition/EMT also takes
place by activation both of TGF-B receptor II and Toll-like receptor 9 (TLR9Y). Increased
percentage of intraepithelial cells with a-smooth muscle actin/a-SMA expression (as a sign of
EMT) was found during colorectal carcinoma formation. High percentage of a-SMA+ cells
were in proliferative (Ki-67) cell phase. According to these immunohistology studies TGF-3
receptor Il may play a crucial role in EMT, whereas its ligand TGF-B can serve as an

autocrine factor through TLR9Y activation in colorectal tumorigenesis.
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