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BEVEZETES

A vastagbél patoldgias folyamataiban, mint pélgagyulladast kovétgyogyulas és a
vastagbélrdk (colorectalis carcinoma/CRC) kialakalaalapveétek az an. stroma-ham
interakcidk. Ezek a folyamatok magukban foglaljaegvandorlassal és fenotipus valtozassal

jaro, valamint a szabalyoz6 molekulak mozgasgaral folyamatokat.

A vastagbél hdmregenerécios folyamataiban a sz@lakalis) 6ssejteken kivil a
csontvebi eredeti 6ssejtek is részt vesznek. Feltételedbpt ezen sejtek vandorlasanak
koztes allomasai a nyiroksejt aggregatumok, ahomanasontvdli 6ssejtek tovabb vandorolva
kotészoveti sejtté (pl. fibroblaszt, miofibroblaszt)aklinak, vagy a mesenchymalis -
epithelidlis atalakulds révén a vastagbél hamrétegpllve segithetik annak gydgyulasat. A
csontvebi 6ssejtek a kd@iszoveti vandorlasuk soran, a nyomasviszonyok memgédanak es
kulonbo®d szovetspecifikus szabalyozémolekulak hatasara legszen elkoteléznek
hamsejt irdnyba. A szakirodalom nem tér ki a cselbtvossejt vandorlas és a korai
elkoteleddés, valamint a nyiroksejt aggregatumok kapcs@atéar hamregeneracios

folyamatokban.

A vastagbélrak kialakulasa soran jellgirsejtfenotipus valtozassal jaro folyamat az
epithelidlis - mesenchymalis atalakulas (epitheébanesenchymal transition/EMT). Az EMT
soran a hamsejtek elveszitik ham-fizelajdonsagaikat (pl. hasab sejtalak, apikaliszatis
sejtpolaritas, cytokeratin termelés) és a mesenéhigrsejtek tulajdonsagait veszik fel (pl.
alfa-simaizom aktin termelés, orso-sejtalak és azgékonysdg megjelenése). Az EMT
szerepet jatszik a rakdssejtek szaporodasi tulajdonsagainak szabalyozasaadtal, hogy a
hamsejtekbl szarmazé mesenchymalis sejtek a rabssejt abnormalis mikrokérnyezetének
alkotoi lehetnek. Az EMT folyamata d@en a transzforméldo nodvekedési fakfor-
(transforming growth factop/TGF-3) receptor Il (TGFBRII) és/vagy Toll-like receptor 9
(TLR9) aktivacion keresztil megy végbe. Ez utobbketben a receptort metilalatlan CpG
szigeteket tartalmazo DNS darabok is aktivalhatgkelyek mennyisége a vastagbélrakos
paciensek plazmajaban nagymértékben megnovekszikhamsejtek szabalyozémolekula
termelése ugyancsak szerepet jatszhat a rakos kiikigezet kialakitdsaban azaltal, hogy a
normalis sejtaranyokat megvaltoztatva az aktiv leftosztodast befolyasolo sejttipusok (pl.
miofibroblasztok) szamat néveli. Ezekben a folyaskbhan elédleges lehet a hamsejtek

TGF$ és osteopontin (OPN) termelése. A tudomanyos loodaan nem taldlhato
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egyértelnii adat arra nézve, hogy miként valtozik az epithislida mesenchymalis
atalakuldsok aranya, valamint az ezt szabalyoz6-praFés Toll-like receptor 9 expresszidja
a vastagbél adenoma - carcinoma szekvenciaja (AQ&j.



CELKIT UZESEK

Vizsgalataim soran a vastagbél nyalkahartya haggétn végbemeénsejtfenotipus
valtozasokat és egyes, vélbet a rakosdssejt mikrokoérnyezetét befolyasolo fehérje
expresszios valtozasait figyeltem meg.

Célkitizéseimet az aldbbi négy pontban foglaltam 6ssze:

1. A csontvedi eredeti sejtek és a nyiroksejt aggregatumok a vastagb@rdgeneracios
folyamataiban betoltott szerepének vizsgalata.

2. A csontvebi eredeti 6ssejtek korai (a stromalis vandorlas soran kial@kuhamiranyu
elkoteleddéseének kimutatasa CDX2 hdm marker és Musaéhsdjt marker segitségével

3. A hamrétegben végbentersejtatalakulasi folyamatok ardnydnak meghatarozasa
simaizom aktin (miofibroblaszt marker) és cytokiergham marker) segitségével a vastagbél
adenoma - carcinoma szekvencia soran.

4. A sejtatalakulasi folyamatokat befolyasol6 fe@le(TGFHRII, TLR9 és OPN) expresszio

valtozasanak vizsgalata az adenornareinoma szekvencia soran.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalataimat a Il. sz. Belgydgyaszati Klinika taeplitika Laboratériumaban
végeztem. A csontvél 6ssejtek hamba épllésének vizsgélatakor, a férfntesivel
transzplantalt ébetegekBl szarmazd mintdkat hasznaltunk fel (egészséges asgecifikus

gyulladast mutaté n=5).

A mintékonfluoreszcens in situ hibridizaci@gISH) jelolést végeztiink az X- és Y-
kromoszomak centromerajara specifikus alfa-sztagtirobakeverékkel, majd a metszeteket
digitalisan archivaltuk. Ezutan a f@dmezt eltavolitottuk és cytokeratin ham marker,
valamint CD45 lymphocita specifikus ellenanyagokitsggével azonositottuk a csondiel
eredeti (XY-FISH+), CD45 negativ sejteket. A targylememételt szkennelését koven
lehettvé valt a két digitdlis metszet parhuzamos kiétése virtualis mikroszkop
segitségével. A sejtek korai, ham iranyu elkotdésének kimutatasara CDX2 hamsejt
specifikus és Musashi-Issejt marker ellenanyagokat hasznaltunk, amelyedadtss
fluoreszcens immunhisztokémiai jeloléssel tettiatkdtova.

Az epithelidlis - mesenchymalis atalakuldsa kimadata vastagbélrak féjlésének
kulonbo®d szovettani stadiumaiban kerllt sor (egészséges low8 grade adenoma n=8,
vastagbélrak n=8). A sejtatalakulasi folyamat kiat@sahoz anti-simaizom aktin ¢-SMA)
és anti-cytokeratin elslleges ellenanyagokat hasznaltunk, amelyeketokellioreszcens
festéssel tettiink lathatova. Az atalakulasi folyeokidan résztved, osztédd, a hamrétegben
elhelyezked sejteket Ki-67 proliferacios marker esSMA ketids fluoreszcens festéssel
azonositottuk. A metszeteket minden esetben dggtalarchivaltuk. A sejtek pontos aranyat

a digitalis mikroszképba épitett ,marker counterddul segitségével hataroztuk meg.

Az E-cadherin és az osteopontin immunhisztokémianukatasat hagyomanyos,
atmerdfényes metszeteken végeztik el, és szemikvantitaidon egy pontozasi rendszer
(un. scorolasi séma) alkalmazésaval, digitalis agkkoppal értékeltik.

A Toll-like receptor 9 kimutatasat szintén hagyoy@s) atmetifényes
immunhisztokémiai modszerrel végeztik el. A digstahikroszkop segitségével pontosan
megadtuk a pozitiv és a negativ sejtek egymashszonyitott aranyat. A TGIRII fehérje
szini expresszios valtozasat microarray chiptechnikaitsegevel mRNS szinten is

vizsgaltuk.



XY-FISH, a-SMA/CK | E-cadherin | TGFBRIl | TGFBRII TLR9 OPN fehérje
CDA45/CK fehérje fehérje fehérje fehérje mMRNS 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

A kisérletekben felhasznalt, az egyes szovettanigdotokhoz tartozd mintaszam.

A kromoszémak kimutatasa XY-FISH-modszerrel, a f@kékimutatasa immunhisztokémiai
modszerrel, az mMRNS expresszi6 mérése microarragtechnika segitségével tortént.
Szovettani allapotok: N: normalis, Gy: aspecifikppulladast mutatd, Ad: adenoma, CRC:

vastagbalrak.




EREDMENYEK

CD45-, Y-FISH+ sejtek a vastagbél hamrétegében

Szignifikans kilonbséget (p<0.01) talaltam a rsegt aggregatumokat korulvé@kriptak
intraepithelidlis CD45-, Y-FISH+ sejtardnyaban @BB+0.240%), Osszehasonlitva az
egészséges (0.018+0.017%) és a diffuz gyulladasatintertletek (0.043+0.005%) hasonl6

sejtjeivel.

A stromalis sejtek CDX2 és Musashi-1 expresszidja

Vizsgalataink sordn a stromaban jol lathat6 CDX#hhéarker pozitivitdst mutatd sejteket
taldltam, amelyek nem voltak kapcsolatban a kribk Ezen sejtek kis hanyada Y
kromoszomakat hordozott (Y-FISH pozitivitast mutgtoA stromaban talalhaté CDX2

pozitiv sejtek egy része Musashédsejt markerre is pozitivnak bizonyult.

Intraepithelidliss-SMA pozitiv sejtek aranyanak valtozasa az ACSrsora

A vastagbél hamrétegében talalhato, miofibroblage# atalakulast mutaté CK+ sejtekben
tébbnyire a magban, vagy a maghoz kozeli, ponisz<3MA expresszio volt megfigyelhet
Diffaz, sejtplazma fegdés ritkdn volt lathatd. Az intraepithelidlis SMA+/CK+ sejtek
aranya szignifikhnsan (p<0.05) megnovekedett a CRitntakban (3.34+1.01%),
0sszehasonlitva az egészséges (1.94+0.69%) éseapna@ls mintakkal (1.62+0.78%). Az

intraepithelidlis sejtek 81.4 - 88%-a volt osztddasisban (Ki-67 pozitivitast mutatott).

Az E-cadherin termétésének valtozasa az ACS soran

Az E-cadherin expresszidja folyamatos cstkkenésatotl az ACS soran. A szemikvantitativ
kiértékelés soran a szoOvettanilag ép mintakbais enembran és citoplazma fédést
taldltunk (a jellemé& score érték: +2). Adenomaban mind a membrén, rairgtoplazma

festbdés csokkent, az egészséges mintdkhoz viszongitidldmz score érték: 1 vagy 0). A



vastagbélrakos mintak nem mutattak citoplazmaf&stt, a membran fégtése gyenge volt,

néha elint (fragmentalt fesdés) (jellemd score érték: -2).

A TGF- receptor Il fehérje expresszié valtozdsa az AG8mso

A normalis mintak hamjaban sejtmembran és citopiikus TGFBRII fehérje termelés is
kimutathaté volt (jellem& score érték 0 és +1). Adenomaban a citoplazm&B&-{IRlI
expresszid a sejtek apikdlis felére korlatozédegetenként hianyzott, a membran ddése
gyenge, szakadozott volt, ritkan teljesen elirg {jellemz score érték: -2). Vastagbélrakban
a normalis hamnal ésebb citoplazma- és membranéeiis volt megfigyelhét (jellemzs

score érték +2).

A TGF- receptor Il mRNS szifitexpresszios valtozasa az ACS soran

A fuggetlen mintakon elvégzett microarray vizsgakatredménye szerint az adenomaban és
a vastagbélrakos mintdkban emelkedett 8ZIMGFRII MRNS termelés volt megfigyeltiet

a normalis mintakhoz képest. Az egészséges édaghadrakos, valamint az egészséges és az
adenoma mintak kozott is szignifikans kulonbségd ragfigyelhed (p<0.05).

Az OPN termealdésének valtozdsa a vastagbél ACS soran.

A vastagbélrdk kialakulasanak minden szoOvettandigtdaban az OPN expresszié a
hamsejtek sejtplazmajara korlatozédott, a magbam taéltunk kimutathaté immunreakciot.
Egészséges mintdkban gyenge, diffz citoplazma esgpiot észleltiink. Adenomaban

mérsékelt, mig a vastagbélrakbatseritoplazmatikus OPN expresszi6 volt megfigydaihet



KOVETKEZTETESEK

- A csontvebi 6ssejtek hamba épulése nem tul gyakori folyamat, emdtpe gyulladas esetén

sem, a hamban ritkan szaporodnak, tébbnyire eggebélyezkednek el.

- A lymphoid aggregatumok részt vehetnek a vastagbe regeneracios folyamataiban, mint

a csontveli eredeti 6ssejtek bevandorlasanak kdztes allomasai.

- A csontvebi eredeti 6ssejtek viszonylag koran, mar a &stbveti rétegben vald
vandorlaskor elkoteléminek hamsejt irdnyba, amit a CDX2 ham marker mepgsde
alatdmaszt. Ez az elkotetelés valoszileg a mikrokdrnyezet megvaltozott

nyomasviszonyainak és szabalyoz6-molekula 6ssiatéteeredménye.

- A sejtatalakulasi folyamatok mar az egészségstaghelhamban is megjelennek, aranyuk
azonban a vastagbélrakban m&gmAz ilyen sejtatalakulasi folyamatokra legtbbbszor
pontszefi, a magban vagy a mag kozelében elhelyezkedimaizom aktin expresszio
jellemz. A citoplazmaban a diffia-simaizom aktin termétés sokkal ritkabban lathat6. A
kezdeti fazisban (a hamréteg elhagyasa) az egitisei mesenchymalis atalakulas nem
igényel a-simaizom aktinhoz kotott aktiv sejtmozgast. Fel##ésink szerint a fokozott
proliferacio kovetkeztében a hamrétegben megnoévekgmmasnak nagyobb szerepe van
ezen sejtek kdszoveti rétegbe juttatdsaban.

- A pontszefi, magban elhelyezkéd a-SMA expresszid, keZdié epithelidlis -
mesenchymalis atalakulasra utal, amely a mag nagi@khnak megvaltozasaval Gjabb atirasi

folyamatokat indithat el (Un. mechanotransductibgaimat).

- A vastagbélhamban elhelyezked-SMA pozitivitast mutatdé sejtek nagy része osztbdas

fazisban van, amit a Ki-67 pozitivitas is alataniasz

- A TGF3 receptor Il fehérje termé&liése parhuzamosan valtozik a sejtatalakulasi fayalkn

gyakorisdgaval, ami Ujabb bizonyitéka annak, hagMT 6 szabalyozoja a TGIRII.

- A TLR9 receptorok fokozott termi@ése mar az adenomaban megfigyélhém ezt nem
koveti az intraepithelidlis-SMA sejtarany ndvekedése, amelynek az lehet aztagy nem
jelennek meg azok a CpG szigetekben gazdag DNSdi@rabok (mint ligandok), amelyek a

vastagbél-tumorokban aktivalhatjak ezeket a recef#a.
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