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1. BEVEZETES, ELOZMENYEK

A fehérjebontd proteolyticus enzimek (proteazok) szamos anyagcsere folyamatban
jatszanak szerepet (pl. véralvadasban, gyulladasban, sebgyogyulasban, fehérje
turnoverben) (1).

A proteolyticus enzimek négy csoportja (cisztein-, szerin-, asparticus-,

metalloprotedzok) az aktiv helyen 1évd nélkiilozhetetlen katalitikus komponensrél

(aminosavrol) kapta a nevét (2) (1. tablazat).

Tulajdonsag Cisztein Szerin Asparticus Metallo/Cink
AKtiv hely Cisztein Szerin Aspartat sav Cink
Optimalis pH 7-9 3-7 2-4 5-9
Lokalizacio Lizozomak Intra- Lizozoémak Intra-
Extracellularis Extracellularis
Példak Cathepsin Elastase Pepsinogen I, 1 Collagenase
B,L,CH Trypsin Cathepsin D, E Gelatinase
uPA, TPA Stromelysin

Roviditések: UPA: urokinase tipusu plasminogén activator; TPA: szdveti tipusu
plasminogén activator

1. tablazat. A proteazok osztalyozasa és jellemzoi

A daganat-biologiaban a proteolyticus enzimek fontos szerepet jatszanak az
invazidban és az attétképzés bonyolult folyamatadban. A cisztein protedzok csoportjaba
tartozo cathepsin B és L (CATB, CATL) az extracellularis matrix (ECM) lebontéasa
révén hozzajarulnak az invazidhoz €s az attétképzéshez. A szerin proteazokhoz tartozo
plasminogén activator (PA) rendszernek szerepe van a fehérje-degradacios
folyamatokban. A szoveti tipusi plasminogén activator (TPA) kulcsenzim a
fibronolyticus kaszkadban, mig az urokinase tipusu plasminogén activator (uPA) és az
urokinase tipusti plasminogén activator receptor (uPA-R) az ECM-fehérjék plazmin
altal medialt degradacidja révén segitik el6 a daganatos invaziot. Az aktiv uPA a
plasminogénnek plasminna torténd atalakulasat katalizalja, a plasmin pedig szamos
metalloproteinaz proenzim, mint pl. prostromelysisn, procollagenase, progelatinase

aktivaciojara képes. A CATB a pro-urokinase-tipusu activatort (pro-uPA) is aktivalja.



A PA miikodését a plasminogén activator inhibitorok (PAI) ellenérzik, amelyek a
szerpin csaladba tartoznak. Az 1-es tipusii plasminogén activator inhibitor (PAI-1)
¢lettani koriilmények kozott bénitja mindkét plasminogén activatort (TPA, uPA). A
tumorbiologiaban a PAI-1 hatismechanizmusa nagyon Osszetett: (i) a PAI-1 a
malignusan atalakult szovet specifikus fehérjéjeként foghatd fel; (ii) a daganatos
szovetet megvédi a kdrnyezd szovet proteolyticus degradald hatasatol; (iii) a PAI-1

fontos az angiogenesisben, amely alapvet6 a daganatos terjedésben (3-19).

Az 1997-ben megvédett PhD. értekezésemben a cisztein proteaz CATB,
CATL, valamint a szerin proteazokhoz tartoz6 PA rendszer (UPA, UuPA-R) ¢és az
inhibitor PAI-1 viselkedését tanulmanyoztam gyomorrakban, a gyomor precancerosus
laesioiban, valamint pepticus fekélybetegségben. Igazoltuk, hogy a vizsgalt proteazok
R és PAI-1 szoveti antigén koncentracidi szignifikdnsan nagyobbak a gyomorrak
szOveti  homogenizdtumaban a  daganatmentes gyomorszdvethez — képest.
Immunhisztokémiai vizsgalatok soran kimutattuk, hogy az UPA és PAI-1 a daganatos
¢s a stromdlis sejtekben egyardnt expresszalodik. A protedzok lehetséges
prognosztikus szerepét is vizsgaltuk. lgazoltuk az uPA, PAI-1 és CATB prognosztikai
jelentOségét: a nagyobb szoveti antigén koncentraciok szorosabb Gsszefliggést
mutattak a taléléssel, mint a klasszikus hisztomorphologiai paraméterek (TNM
stadium, differenciacio-grading, vagy a Borrmann osztalyozas). Bebizonyitottuk, hogy
gyomorrdkban a magas UPA-R koncentraci6 a talélés fiiggetlen prognosztikai
tényez6je. Megerositettik a PA rendszer és a PAI-1 fontos szerepét a gyomor
carcinogenesisben, valamint a gyomor carcinoma progresszidjaban (20, 21).

Igazoltuk, hogy a protedzok a gyomor precancerosus laesioiban is aktivalodnak: a
CATB, CATL, uPA ¢és PAI-1 szdveti koncentracidi a daganatos és daganatmentes
szovetekre jellemzd értékek kozott mozognak. Bebizonyitottuk, hogy a protedzok
szoveti koncentracioja szorosan 0sszefiigg a rakmegel6zo eltérések stlyossagaval (22).
Eredményeink jol illeszthetok a Correa féle tobbtényezds, tobblépcsds gyomor
carcinogenesis modellbe (23, 24).

Pepticus fekélybetegségben els6k kozott igazoltuk, hogy a karosodott fibrinolyticus
rendszer, a szoveti proteazok, valamint a remodelling és angiogenesis fontos szerepet

jatszanak a fekély kialakulasaban ill. gyogyulasaban (25, 26).



Mas munkacsoportok a cathepsinek (27-31) és a PA rendszer (32-38) szoveti
viselkedését egymastol fiiggetleniil colorectalis carcinomaban (CRC) is
tanulmanyoztak. CRC-ben a proteazok esetleges tumor marker szerepérdl kevés adat
all rendelkezésiinkre: a CATB, UPA és PAI-1 szérum ill. plazma koncentracioit csak
egymastol fliggetleniil vizsgaltak (39-43).

Mivel a cathepsinek és a PA rendszer szoveti viselkedését korabban egyidejiileg még
nem vizsgaltak CRC-ben, ill. alig van adat egyiittes tumor marker szerepiikr6l, MTA

Doktori értekezésemben Osszefoglalt vizsgalatok egy része erre a kérdéskorre iranyult.

A cisztein €s szerin proteazok mellett egy masik proteolyticus enzimrendszer, a
matrix metalloproteinazok (MMP) expressziojat is tanulmanyoztuk CRC-ben. Az
MMP-k  cinkfiiggd endopeptiddzok, amelyek az ECM degradacidja révén
daganat novekedéséhez nélkiilozhetetlen angiogenesishez (44-48). Az MMP-k
gelatinase, collagenase, stromelysin és membran-tipusa MMP alcsoportokra oszthatok.
A IV-es tipust kollagén a bazalis membran fontos alkotd fehérjéje. A matrix
metalloproteinaz-9 (MMP-9) (gelatinase B; I1V-es tipust collagenase) kiilondsen
fontos a daganatos invazioban és az attétképzodésben. CRC-ben egyéb MMP-k (pl.
MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-13) mellett az MMP-9 fokozott expressziojat is
igazoltak (49-53). Egyes vizsgalatok az MMP-9 lehetséges prognosztikai szerepét is
felvetették CRC-ben (54-57). Mivel az MMP-9 viselkedését eddig még nem vizsgaltak
az ép vastagbél nyalkahartya - adenoma - dysplasia - CRC szekvenciaban, az MMP-9

expresszidjat a fenti szekvenciaban tanulmanyoztuk.

Az MMP-k kiilonbozé gyulladasos folyamatokban is részt vesznek, mig a
szoveti Ujjaalakitas (remodelling) révén a sebgydgyulasban is szerepet jatszanak.
Gyulladasos bélbetegségben (IBD) az MMP-k részt vesznek a T-sejt medialt szoveti
karosodasban, fontosak a gyulladas soran fellépd szoveti destrukcio és remodelling
folyamataiban (58-62). Fokozott MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 és MMP-13
mRNS expressziot igazoltak IBD-S szovettani mintdkban (63-65). Korabban
kimutattak, hogy az MMP-9 IBD-ben szerepet jatszik a gyulladasban és a
remodellingben (47, 66, 67).

Colitis ulcerosa (CU) esetében azonban az MMP-9 viselkedésérél kevés adattal
rendelkeziink (58, 63, 68, 69). CU-ban az MMP-9 szoveti expressziojat eddig még

10



nem vizsgaltak a nyalkahartyagyulladas stlyossaganak fiiggvényében, ill. az MMP-9
¢s egyes novekedési faktorok viselkedését nem tanulmanyoztak egyazon
beteganyagban. Ezért egy masik vizsgalatsorozatban az MMP-9 expresszidjat a CU
gyulladasos aktivitasdnak fliggvényében tanulmanyoztuk, és egyazon beteganyagban
Osszevetettik az MMP-9 expresszid viselkedését a hepatocyta eredetli novekedési
faktor receptor (hepatocyte growth factor-receptor, c-met, HGFR) valamint az 1-es
tipust inzulinszeri névekedési faktor receptor (insulin-like growth factor receptor-1,
IGFR-1) expressziok valtozasaval.

A HGFR proto-onkogén altal kodolt hepatocyta eredetti novekedési faktor receptor
fehérje, amely tirozin-kinaz aktivitassal rendelkezik. A HGFR ligandja a hepatocyta
eredeti novekedési faktor (hepatocyte growth factor, HGF). A HGF, amelyet
eredetileg a hepatocytak hatékony mitogén tényezdjeként irtak le, fontos szerepet
megtalalhatdo. A HGF a hamsejtek egyik legerdsebb mitogén hatisu tényezdje. A
HGFR-HGF rendszer fontos a bélrendszer homeosztazisaban, eldsegiti a
sebgyogyulast, valamint a remodelling folyamatat (70-77).

Az IGFR-1 az inzulin receptor tirozin-kinaz csalad tagja, nagy jelent6sége van a
transzformacios folyamatokban. Az IGFR-1 legfontosabb ligandja az 1-es tipusu
inzulinszeri novekedési faktor (insulin-like growth factor-1, IGF-1), amelynek
altalanos metabolikus hatasa van, fokozza a sejt proliferaciot, anti-apoptotikus hatasa
révén pedig elésegiti a sejtek tulélését és novekedését. Az IGFR-1 szerepet jatszik az
ECM remodellingben, az immunmodulécidban, a regenerativ folyamatokban, valamint
a bélnyalkahartya gyogyulasaban (78-83). A HGFR és az IGFR-1 viselkedésével
kapcsolatban elsésorban sejtvonalakon és kisérleti allatokban végzett vizsgalatokbol
szarmaz6 experimentalis adatokkal rendelkeziink. A HGFR ¢és az IGFR-1 human

vonatkozasairol IBD-ben viszonylag kevés adatot kozoltek (84-90).

Szamos MMP (MMP-2; MMP-3; MMP-7; MMP-12; MMP-13) expressziojat

igazoltak nyel6csé laphdmrak és adenocarcinoma esetében. A nyeldcsorak terjedése

crer

crcr

igazoltak, de nyeldcsé adenocarcinoméban és rakmegel6z6 allapotaiban alig ismert az

MMP-9 szerepe (95-98).
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A glutathion S-transferase-nak (GST) a nyelécsé carcinogenesisben betoltott
szerepérdl szintén keveset tudunk. A GST szamos carcinogén anyag detoxifikalasa
révén fontos lehet a daganat megeldzésében. Az alacsony GST enzimszint noveli a
nyel6csé daganat kialakulasanak kockazatat. Csokkent GST enzimaktivitast mutattak
ki Barrett-nyelécsében (Barrett esophagus, BE), és forditott 6sszefiiggést igazoltak a
GST enzimaktivitas és az emésztdszervi daganatok incidencidja kozott (99-102).

Az MMP-9 ¢s a GST viselkedését egyazon beteganyagban eddig még nem vizsgaltak,
szerepiik a nyel6csé carcinogenesis korai stadiumaiban alig ismert. Ezért vizsgalataink
soran a nyel6cso eltérések széles skalajaban (ép nyeléesé - BE - dysplasia - nyel6esd
adenocarcinoma szekvencidban) az MMP-9 és a GST expresszid valtozasat egyazon

beteganyagban tanulmanyoztuk.

Jollehet a tumor szuppresszor hatasi p53 mutacidjat ¢és fokozott
expresszalodasat, valamint fokozott sejt proliferacidt igazoltak BE ¢és nyel6csd
adenocarcinoma esetében, a fenti folyamatok jelentésége a nyelGcsé carcinogenesis
korai stadiumaiban nem tisztazott (103-111). A sejt proliferaciot és a p53 mutaciot az
¢ép nyeldées6tdl a nyeldesé adenocarcinomaig terjedé szekvenciaban egyidejlileg eddig
még nem tanulmanyoztak. Ezért tanulmanyaink soran a sejt proliferacid (proliferacios
sejtmag antigén - proliferating cell nuclear antigen, PCNA) és a tumor szuppresszor

p53 expresszio egyidejll viselkedését vizsgaltuk a teljes nyeldcsd szekvenciaban.

Mivel keveset tudunk a hagyomanyos nem szelektiv nem-szteroid
gyulladasgatldo (NSAID) és a szelektiv cyclooxygenase-2 (COX-2) gatld kezeléseknek
a  gyomornyalkahartya  sejtkinetikdjara  kifejtett  hatasarol, egy  masik
vizsgélatsorozatban a gyomornyalkahartya sejtkinetikai valtozasait (hamsejt
proliferacié; apoptosis; epithelialis novekedési faktor receptor - epithelial growth
factor receptor /EGFR/ expresszid; pS3 expresszid) hagyomanyos NSAID, szelektiv
COX-2 giatld kezelés soran, valamint protonpumpa gatlo (PPI) védelemben

tanulmanyoztuk.

Egy masik tanulmanyban a tartdos PPl kezelés gyomornyalkahartya
sejtkinetikajara kifejtett hatasat vizsgaltuk.
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A secretoros leucocyta protease inhibitor (SLPI) egy tobbfunkcios fehérje,
amely szamos szerin proteaz gatlasa mellett antibakterialis, antiviralis, antifungicid,
gyulladascsokkentd hatéassal is rendelkezik; szerepet jatszik tovabba a sejt proliferacio
szabalyozasaban ¢és elGsegiti a sebgyogyulast. Korabban Helicobacter pylori (H.
pylori)-asszocialt gastritisben csokkent antralis SLPI koncentraciot igazoltak, de nem
egyértelmii, hogy a csokkent expresszid csak a H. pylori fertézéssel fiigg 6ssze, vagy
pedig a nyalkahartyagyulladds altalanos velejaroja (116-121). E  kérdés
megvalaszolasara vizsgalataink soran az SLPI expressziot H. pylori-asszocialt gastritis

mellett mas etiologiajh gastritisekben is tanulmanyoztuk.

Az MTA Doktori értekezés egy évtizedes tudomanyos munka Osszefoglaldja,
amely szerves folytatasa Ph.D. értekezésemnek. A vizsgalatokat részben a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgydgyaszati Klinikajanak Gasztroenterologiai-
Endoszkopos ¢és Sejtanalitikai Laboratoriumaiban, részben pedig nemzetkozi
egyiittmiikddés keretében a padovai Egyetem Gasztroenterologiai Tanszékén
(Olaszorszag), valamint a magdeburgi Egyetem Gasztroenteroldgiai Tanszékén

(Németorszag) végeztiik.
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2. CELKITUZESEK

Doktori értekezésemben a bevezetésben felvetett kérdéskorok szerint targyalom a

célkituzéseket.

1. A cisztein proteazok (CATB, CATL), a PA rendszer (UPA, TPA, uPA-R) és az
inhibitor PAI-1  egyidejii  viselkedésének tanulmanyozasa egyazon CRC
beteganyagban daganatos és daganatmentes szévetben; az eredmények értékelése a

klasszikus prognosztikai paraméterek fiiggvényében.

2. A proteolyticus enzimek lehetséges tumor marker szerepének tanulmanyozasa

CRC-ben, valamint egyéb emésztészervi daganatokban.
3. Az MMP-9 viselkedésének vizsgalata CRC-ben, colorectalis adenomaban.

4. Az MMP-9 valamint a HGFR ¢és az IGFR-1 egyidejii viselkedésének

tanulmanyozasa CU-ban.

5. Az MMP-9 és a GST viselkedésének vizsgalata az ép nyelécs6 - BE - dysplasia -

nyeldcsé adenocarcinoma szekvenciaban.

6. A sejt proliferacio (PCNA) és a tumor szuppresszor p53 vizsgalata az ép nyeldcso -

BE - dysplasia - nyelécs6 adenocarcinoma szekvenciaban.
7. A sejtkinetikai paraméterek (hamsejt proliferacio, apoptosis, EGFR, p53 expresszio)
vizsgélata a gyomornyalkahartydban hagyomanyos NSAID és szelektiv COX-2 gatlo

szedés mellett, ill. PPl védelemben.

8. A sejtkinetikai paraméterek (hamsejt proliferacio, apoptosis, EGFR, p53 expresszio)

tanulméanyozésa a gyomornyalkahartyaban tartos PPI kezelés soran.

9. Az SLPI expresszio6 immunhisztokémiai vizsgalata H. pylori-asszocialt, NSAID-

asszocialt, autoimmun, valamint lymphocitas gastritisekben.
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3. BETEGANYAG, MODSZEREK

3.1. Cisztein és szerin protedzok szoveti vizsgalata CRC-ben

3.1.1. Beteganyag

Az egyik vizsgalatsorozatban, amelyben a CATB, CATL, uPA, TPA és PAI-1
szoveti antigén koncentracioit tanulmanyoztuk, 60 CRC beteg vett részt, akiknél
colorectalis sebészeti resectio tortént (36 férfi, 24 n6, atlagéletkor 63.8 év, 27-85 év
kozott).
Az UPA-R szoveti antigén koncentracioit a PA/inhibitor rendszerrel egyiitt (UPA, TPA
¢és PAI-1) egy masik beteganyagban, 35 CRC betegben vizsgaltuk (21 férfi, 14 nd,
atlagéletkor 64 év, 46-85 év kozott).

3.1.2. Szoveti mintavétel és patologiai értékelés

A szoveti antigén koncentraciokat egyazon betegbdl colorectalis sebészeti
mitét soran nyert daganatos és a daganat makroszkopos szélétdl legalabb 10 cm-es
tavolsagbdl szarmazod daganatmentes szdvetben tanulmanyoztuk. A zsir- és
izomszovet eltavolitasat kovetden, a szovetmintakat a mérésekig -70C°-on taroltuk. A
daganatos szovetet a f6 hisztomorpholdgiai paraméterek fiiggvényében értékeltiik. A
korbonctani staging sordn az alabbi paramétereket vizsgaltuk: a nyirokcsomo6 és/vagy
maj attétek jelenléte; a daganatok differencialtsagi foka (grading) (jol differencialt-G1;
kozepesen differencialt-G2; rosszul differencialt-G3), valamint a vascularis invasio, a
nyaktermelés és a daganatos necrosis jelenléte vagy hianya. A daganatokat lokalizacio
szerint is osztalyoztuk (jobb colonfélben elhelyezkedd daganatok -coecumtol a flexura
lienalisig; bal colonfél daganatai -flexura lienalistdl a rectumig). A daganat staging a
Dukes klasszifikacio (122) és a Turnbull féle modositas (123) alapjan tortént.

3.1.3. Szoveti homogenizalas

A szoveti homogenizalast Teflon homogenizatorban 50-100 mg szévetbdl Tris
Tween puffer felhasznalasaval (0.1M, 0.1% Tween 80, pH 7.5) végeztiikk (20). Tiz
perces, 4 C°-on torténd (x10.000 g) centrifugalas utan a szupernatansokat -70C°-on

taroltuk a meghatarozésokig.
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3.1.4. Szoveti fehérje meghatarozas
A szoveti homogenizdtumok fehérje koncentracidinak meghatdrozasat

Bradford médszere alapjan végeztiik (Bio-Rad, Miinchen, Németorszag) (124).

3.1.5. Proteazok szoveti antigén koncentracidinak meghatarozasa

A proteazok szdveti antigén koncentracioit ELISA modszerrel mértiik (20, 21,
22, 26).

A cathepsin immunoassay egy szolid fazisi ELISA modszer (BioAss, Diesen,
Németorszag). A CATB és CATL abszolut koncentracioit hatpontos standard gorbe
révén (0-250 ng/ml) hataroztuk meg. A legkisebb detektalhatdé koncentracié 1 ng/mi
volt.

Az UuPA antigén meghatirozas TintElize uPA-ELISA (Biopool, Umea,
Svédorszag) kittel tortént. Hatpontos standard gorbét alkalmaztunk (0-4 ng/ml). Az
UPA legkisebb detektalhaté koncentracidja 0.1 ng/ml volt.

A PAI-1 antigén koncentracié meghatarozasa Asserachrom PAI-1 ELISA-val
tortént (Diagnostica Stago, Asniéres-sur-Seine, Franciaorszag), hétpontos standard
gorbe segitségével (0-20 ng/ml), 0.5 ng/ml legkisebb detektalhatd koncentracidval.

A TPA antigén koncentraciot TintElize TPA-ELISA (Biopool, Umea,
Svédorszag) segitségével hataroztuk meg, négypontos standard gorbe segitségével (0-
30 ng/ml), 1.5 ng/ml legkisebb detektalhatd koncentracidval.

Az UPA-R antigén koncentraci6 meghatarozasara IMUBIND Total uPAR
ELISA Kkittet alkalmaztunk (American Diagnostica, Greenwich, CT), 6-pontos
standard gorbe segitségével (0-3 ng/ml), 0.1 ng/ml legkisebb detektalhatd
koncentracioval.

A szoveti antigén koncentraciokat ng antigén/mg protein értékben adtuk meg.

3.1.6. Statisztikai szamitasok

A statisztikai szamitasok soran Student t-, Mann-Whitney U-, ANOVA one-
way teszteket, valamint Kruskal-Wallis variancia analizist alkalmaztunk. A proteazok
egymds kozotti korrelacioit standard linedris regresszids analizis segitségével
vizsgaltuk. Az optimalis hatarértékek (cut-off értékek) meghatarozasahoz ROC
(receiver operating characteristics) gorbéket és Youden J tesztet alkalmaztunk
(Youden J test for overall accuracy). A tuléléshez a Mantel-Haenszel tilélési gorbéket

hasznaltuk. A szignifikancia hatara P<0.05 volt.
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3.2. A protedzok tumor madrker szerepének vizsgalata

3.2.1. A protedzok tumor marker szerepének vizsgalata CRC-ben

CRC-ben a proteazok tumor marker szerepének tanulmanyozasakor a szérum CATB,
CATL ¢és a plazma uPA, PAI-1 antigén koncentracidit a diagnézis feléllitdsa
pillanataban Gsszehasonlitottuk a gyakorlatban rutinszeriien alkalmazott tumor
markerek (carcino-embrionalis antigén - CEA, és carcinoma-asszocialt carbohidrat
antigén - CA 19-9) szérum koncentracioival. Az eredményeket Gsszevetettiik a fobb

klinikopatologiai paraméterekkel és a CRC prognézisaval.

3.2.1.1. Beteganyag

A vizsgalatban az alabbi csoportokat tanulméanyoztuk:
- 56 CRC beteg (29 férfi, 27 nd; atlagéletkor 65.4 év, 39-86 év kozott);
- 35 daganatmentes kontroll (12 férfi, 23 n6, atlagéletkor 46.3 év, 24-85 év kozott);
- 25 CU (colonoscopiaval és szovettannal igazolt, dysplasia-mentes betegek) (11 férfi,
14 no, atlagéletkor 31.7 év, 22-48 év);
- 26 colorectalis adenomds beteg (az endoszképos polypectomidt kovetéen a
szovettani feldolgozas alapjan: n=16 tubularis adenoma alacsony foku dysplasiaval,
low grade dysplasia-LGD; n=10 tubulovillosus adenoma magas fok dysplasiaval,
high grade dysplasia-HGD) (17 férfi, 9 nd, atlagéletkor 57.8 év, 47-72 év kozott).

3.2.1.2. Periférias vérmintak nyerése

A szérum ill. plazma mintdkat a diagnozis felallitdsakor nyertiik. A vérvétel
¢hgyomorra, 12 oras éhezést koveten reggel 8:00 és 10:00 ora kozott tortént, hogy
elkeriiljik a fibrinolyticus rendszer esetleges cirkadian ritmusvaltozasat (125).
Minimalis vénds leszoritast kovetden a konyodkvénabol citratos csdvekbe tortént a
vérvétel, hogy megeldzziik a thrombocyta aktivaciot és a thrombocyta kontaminaciot.
A plazmat 4C°-on 15 percig torténd 3000xg centrifugélassal szeparaltuk. A proteazok

meghatarozasaig a mintakat a mérésekig -70C°-on taroltuk.
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3.2.1.3. Proteazok és CEA, CA 19-9 meghatarozasa a vérmintakbol

A proteazok antigén koncentracidinak meghatarozasat az elobbiekben mar
részleteztik. A szérum ill. plazma protedz antigén koncentraciokat ng/ml értékben
adtuk meg.
A szérum CEA (carcinoembryonic antigen electrochemiluminescence immunoassay
“ECLIA”, Cobas®, Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag; cut-off érték: 4.0
ng/ml) és a szérum CA 19-9 (carbohydrate electrochemiluminescence immunoassay
“ECLIA”, Cobas®, Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag; cut-off érték: 37.0
ng/ml) koncentraciokat a klinikai gyakorlatban alkalmazott kittek segitségével
hataroztuk meg. A CEA ¢és a CA 19-9 koncentracioit ng/ml értékben fejeztiik ki.

3.2.1.4. Statisztikai szamitasok

A statisztikai szamitasok soran Kolmogorov-Smirnov, Student t-, Mann-
Whitney U-, ANOVA one-way teszteket és Kruskal-Wallis variancia analizist
alkalmaztunk. A proteazok ill. a CEA, CA 19-9 kozotti korrelaciokat a Spearman
rank-korrelacios teszt segitségével vizsgaltuk. A proteazok optimalis cut-off
értékeinek meghatarozasahoz ROC gorbéket és Youden J tesztet alkalmaztunk. A
diagnosztikus hatékonysag vizsgalata soran a specificitas, szenzitivitds, pozitiv
prediktiv értek (PPV), negativ prediktiv érték (NPV) ¢és diagnosztikus pontossag
(diagnostic accuracy) meghatarozasa mellett az egyes markereket Fisher-teszt
segitségével is Osszevetettik. A talélési vizsgalatokhoz a Kaplan-Meier modszer
mellett uni- és multivarians elemzést is végeztiink. A szignifikancia hatara P<0.05

volt.

3.22. A proteazok tumor madarker szerepének vizsgalata egyéb
emésztoszervi daganatokban

Egy masik vizsgélatsorozatban a CATB és az uPA tumor marker viselkedését CRC
mellett egyéb gastrointestinalis (GI) daganatokban is tanulmanyoztuk (gyomorrak—

GC, hepatocellularis carcinoma-HCC, és pancreas carcinoma-PC).
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3.2.2.1. Beteganyag

Az alabbi Gl daganatos csoportokat vizsgaltuk:
- 72 CRC beteg (39 férfi és 33 nd; atlagéletkor 66.2 év, 39-86 év kozott),
- 30 GC beteg (a diagnozist gastroscopia és/vagy sebész resectio soran szovettannal
igazoltuk) (21 férfi és 9 né, atlagéletkor 69.2 év, 48-84 év kozott);
- 28 HCC beteg (a diagnozist képalkoto eljarasokkal, vékonytli aspiracios biopsziaval-
FNAB és/vagy sebészi resectio soran szovettannal igazoltuk) (17 férfi és 11 nd,
atlagéletkor 66.8 év, 48-82 év kozott;
- 15 PC beteg (a diagnézist képalkoto eljarasokkal és/vagy sebészi resectio soran
szovettannal igazoltuk) (11 férfi és 4 no, atlagéletkor 71.2 év, 59-84 év kozott);
Tovabbi vizsgalt csoportok:
- 25 chronicus atrophias gastritises beteg gastro-epithelialis dysplasiaval (GED) (16
férfi és 9 nd, atlagéletkor 59.1 év, 45-73 év kozott); a GED minden esetben
multifokalis és alacsony foka volt (LGD), amelyet Cassaro és mtsai leirasanak
megfeleléen endoszkdpos biopszias mintakbol hataroztunk meg (126);
- 30 colorectalis adenomas beteg (az endoszkopos polypectomiat kovetden a
szovettani feldolgozés alapjan: n=16 tubularis adenoma és LGD; n=14 tubulovillosus
adenoma ¢és HGD) (20 férfi, 10 nd, atlagéletkor 58.2 év, 47-72 év kozott);
- 44 daganatmentes kontroll egyén (negativ gastroscopos és colonoscopos leletekkel)
(17 férfi és 27 no, atlagéletkor 45.4 év, 24-85 év kozott).

3.2.2.2. Periférias vérmintak nyerése, proteazok meghatarozasa

A szérum 1ll. plazma mintdkat a diagnozisok felallitdsakor, a mitéti
beavatkozasokat megel6zéen nyertiik. A vérvétel a fentiekben részletezett modon
tortént. A protedzok meghatarozasaig a mintakat a mérésekig -70C°-on taroltuk. A
protedzok antigén koncentracidinak meghatarozasat az elébbiekben mar részleteztiik.

A szérum ill. plazma protedz antigén koncentraciokat ng/ml értékben adtuk meg.

3.2.2.3. Statisztikai szamitasok

A statisztikai elemzéshez Student t-, Mann-Whitney U-, ANOVA one-way
teszteket és Kruskal-Wallis variancia analizist alkalmaztunk. A CATB ¢és uPA kozotti
korrelaciot standard linearis regresszioval vizsgaltuk. Az optimalis cut-off értékek
meghatarozasara ROC gorbéket és Youden J tesztet alkalmaztunk. Meghataroztuk a

szenzitivitast, specificitast, PPV-t, NPV-t és a diagnosztikus pontossagot.
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3.3. Az MMP-9 expresszioja CRC-ben

Az MMP-9 immunhisztokémiai és mRNS expressziojat CRC-ben daganatos és

daganatmentes szovetben, valamint colorectalis adenomakban vizsgaltuk.

3.3.1. Beteganyag

Az alabbi csoportokat tanulmanyoztuk:
- 31 CRC beteg (daganatos és ép biopszias szOvetmintidkat nyertlink a rutin
colonoscopia soran; 11 férfi és 20 nd, atlagéletkor 61 év, 47-74 év kozott),
- 30 colorectalis adenomas beteg (az endoszkdépos polypectomiat kovetden a
szovettani feldolgozds alapjan: n=11 tubuldris adenoma dysplasia nélkiil; n=10
tubulovillosus adenoma ¢és LGD; n=9 tubulovillosus adenoma ¢s HGD) (13 férfi és 17
no, atlagéletkor 58.2 év, 43-68 év kozott).
Az mMRNS meghatarozas soran a TagMan reverz transzkripciés polimeraz
lancreakciohoz (TagMan real-time polymerase chain reaction, RT-PCR) fiiggetlen
mintakat hasznéltunk: n=10 CRC; n=5 egészséges szOvetminta; n=13 colorectalis

adenoma (koziiliikk dysplasia-mentes: n=6; adenoma és HGD: n=7).

3.3.2. MMP-9 immunhisztokémiai expresszi6

Az MMP-9 immunhisztokémiai expressziot paraffinba agyazott szoveti
metszeteken CRC-ben (n=31) (daganatos és normalis szovetben) valamint colorectalis
adenomaban (n=30) monoclonalis anti-human MMP-9 antitest segitségével (Clone,
36020.111, R&D Systems) vizsgaltuk. A 4um vastagsagi metszeteket xylénben
deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az endogén peroxidaz aktivitdst 3%-os hidrogén-
peroxidos kezeléssel gatoltuk. Az aspecifikus kotddés megelézéséhez a mintakat
szobahdmérsékleten, 10 percig 3%-os borju szérum albumin (BSA) oldattal kezeltiik.
Ezt kovetden higitasi sorozat alapjan optimalisan higitott anti-MMP-9 antitesttel (10ul
antitest és 190ul PBS, munkakoncentraci6é: 10 mikrogramm/ml) (mintanként 50ul-t
vittink fel), majd a mintdkat 60 percig 37C°-os nedves kamraban inkubaltuk.
Héromszori alapos PBS-ben valé mosast kdvetden a jelkonverziét LSAB2 (DAKO)
rendszerrel hajtottuk végre. A jelkonvertalé reakcio leallitdasa utdn hematoxilines
magfestéssel tettiik lathatova a sejtmagokat. A szdveti metszeteket fénymikroszkoppal
vizsgaltuk.

Az immunfestddés intenzitasanak értékelése szemikvantitativ modon tortént (67, 127).
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Az MMP-9 festddés intenzitasat a festddés hidnya (0) ill. enyhe (1), kozepes (2) és
kifejezett festddés (3) alapjan 0 és 3 kozott értékeltiik. A kiértékelést két fiiggetlen
vizsgald végezte a klinikai adatok ismerete nélkiil. A két mérési eredmény kozott
kevesebb, mint 5% eltérés adodott. Az expresszid intenzitasat dsszevetettiik a Dukes

osztalyozassal és a CRC differencialtsagi fokaval (grading).

3.3.3. TagMan RT-PCR

A vizsgalt mintak mRNS meghatarozasahoz MMP-9 (TagMan probe ID:
Hs00957562_m1) TagMan RT-PCR-t alkalmaztunk Applied Biosystems
Mikrofolyadék Kartyarendszer (Applied Biosystems Micro Fluidic Card System)
felhaszndlasaval. A meghatarozasokat ABI PRISM® 7900HT szekvencia detektalo
rendszerrel végeztiik a gyartd eredeti leirasanak megfeleléen (ABI PRISM® 7900HT
Sequence Detection System; http://www.appliedbiosystems.com, CA, USA).

3.3.4. Statisztikai szamitasok

A statisztikai elemzés ANOVA one-way (variancia analizis) és LSD teszt (least
significant difference) segitségével tortént (Statistica for Windows 4.3 program). A
Tagman RT-PCR elemzés soran SDS 2.2 software elemzési programot hasznaltunk. A
delta CT értékeket (dCT) (amely a riboszomalis 18S expresszidhoz képest a
normalizalt expressziot jelenti) a vizsgalt szovettani csoportok szerint elemeztiik. A
csoportok kozotti expresszios értékek Osszehasonlitasara Student t-tesztet végeztiink.

A szignifikancia hatara P<0.05 volt.
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3.4. Az MMP-9, a HGFR ¢és az IGFR-1 expresszioja colitis ulcerosdaban
Az MMP-9, a HGFR ¢és az IGFR-1 egyideji viselkedését CU-ban tanulmanyoztuk és

Osszevetettiik a nyalkahartya gyulladas sulyossagaval.

3.4.1. Beteganyag

A colonoscopia soran 36 CU betegbdl a makroszkdposan leginkabb gyulladt
tertiletrdl vettliink mintakat. A vizsgalatban 21 férfi és 15 n6 vett részt (atlagéletkor 39
év, 23-59 év kozott). A kontroll csoportot 5 férfi €s 5 n6 alkotta (atlagéletkor 42 ¢év,
22-57 év kozott), akiknél irritabilis bél szindroma tlinetei miatt végzett colonoscopia
soran makroszkdpos eltérést nem talaltunk, ill. a biopszids mintdk feldolgozasa soran
nem igazolodott koros szdvettani eltérés.
Az MMP-9, a HGFR és az IGFR-1 immunhisztokémiai expressziokat a nem
megfeleld metszetek kiiktatasat kovetden, a CU biopszids mintakbol 11 enyhe, 11
kozepes és 12 sulyos gyulladasos minta, valamint 10 egészséges-kontroll metszet
esetében vizsgaltuk.
A gén-expresszios elemzéshez fliggetlen mintakként 11 egészséges és 12 sulyosan
aktiv CU betegbdl nyertiink colonoscopos szdvettani anyagot, amelyeket specialis
reagensben (RNALater Reagent, Qiagen Inc., US) -70C°-os hémérsékleten taroltunk.

A teljes RNS kinyerését kdvetden tortént a gén-expresszios elemzes.

Az MMP-9 immunhisztokémiai expressziot a fentiekben részletezett

modszerrel vizsgaltuk (3.3.2. alfejezet).

3.4.2. HGFR immunhisztokémiai expresszio

Az expresszid vizsgalata paraffinba dgyazott szoveti metszeteken tortént. A
4pum vastagsagll metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az antigénfeltarast 20
percig szobahdmérsékleten, nukleazmentes proteinaz K-val (Roche) torténd
emésztéssel végeztiik. Az endogén peroxidaz aktivitast 3%-os hidrogén-peroxidos
kezeléssel gatoltuk. Az aspecifikus kotddés megelézéséhez szobahdmérsékleten, 10
percig 3%-0s BSA oldattal kezeltiik a mintakat. Ezt kdvetden higitasi sorozat alapjan
optimalisan higitott anti-Met kultira szupernatans antitesttel (Santa Cruz
Biotechnology Inc.; Clone: C-12; 1ul antitest és 99ul PBS) 60 percig 37C°-0s nedves

kamraban inkubaltuk a mintadkat. Haromszori alapos PBS-ben torténd mosast kovetden
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a jelkonverziot LSAB2 (DAKO) rendszerrel hajtottuk végre. A jelkonvertald reakcid
leallitasa utan hematoxilines magfestéssel tettiik lathatova a sejtmagokat. Az

immunfestddés mértékét szemikvantativ modszerrel hataroztuk meg.

3.4.3. IGFR-1 immunhisztokémiai expresszio

Az immunhisztokémiai expressziét paraffinba agyazott —metszeteken
tanulmanyoztuk. A 4um vastagsagii metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az
antigénfeltarashoz a mintakat pH 8.0-as 1mM-os EDTA oldatba helyeztiik, majd 3
percig 750 W, 3 percig pedig 370 W teljesitménnyel mikrohullami siitében forraltuk.
Forralast kdvetden a mintakat kb. 30 percig szobahdmérsékleten hiitottiik, majd PBS-
be helyeztilk. Az endogén peroxidaz aktivitast 30 percig tartd, szobahémérsékleten
zajldé 3%-os hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltuk. Az aspecifikus kotodés
megeldzéséhez szobahOmérsékleten, 10 percig 3%-0s BSA oldattal kezeltik a
mintakat. Ezt kovetden higitdsi sorozat alapjan optimalisan higitott anti-IGF1R
monoclonalis antitesttel (1ul antitest és 49ul PBS; Clone: 24-31, MAB 1120,
Chemicon International) 60 percig 37C°-o0s nedves kamraban inkubaltuk a mintékat.
Haromszori alapos PBS-ben torténd mosast kovetden a jelkonverziot LSAB2 (DAKO)
rendszerrel végeztiikk, majd hematoxilines magfestés tortént. Az immunfestodés

mértékét szemikvantativ modszerrel hataroztuk meg.

3.4.4. Gén-expresszios elemzés

A gén-expresszids microarray elemzés a kordbban leirt modszer szerint tortént
(128). Roviden, a teljes RNS kinyerését RNeasy Mini Kit (Qiagen, US) segitségével
végeztik. Az izolalt RNS mennyiségét €s mindségét agaroz-gél elektroforézissel
hataroztuk meg. A tovabbi elemzéshez Affymetrix modszert alkalmaztunk (GeneChip
cDNA synthesis reagent és Enzo BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit
segitségével). A fluoreszcens jelzést GeneChip Scanner 3000 mérdeszkozzel

végeztik.

3.4.5. Tagman RT-PCR

A vizsgalt mintdk mRNS meghatarozasahoz MMP-9 (TagMan probe ID:
Hs00957562_m1), HGFR (TagMan probe ID: Hs00179845 m1) és IGFR-1 (TagMan
probe ID: Hs00181385 ml) TagMan real-time PCR-t alkalmaztunk Applied
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Biosystems Mikrofolyadék Kartyarendszer (Applied Biosystems Micro Fluidic Card
System) felhasznalasaval. A meghatarozasokat ABI PRISM® 7900HT szekvencia
detektal6 rendszerrel végeztiik a gyarto eredeti leirasanak megfeleléen (ABI PRISM®
7900HT Sequence Detection System; http://www.appliedbiosystems.com, CA, USA).

A teljes ciklus szam 45-nek felelt meg.

3.4.6. Statisztikai szamitas

A statisztikai elemzés ANOVA one-way (variancia analizis) és LSD teszt
segitségével tortént (Statistica for Windows 4.3 program). A Tagman RT-PCR
elemzés soran SDS 2.2 software elemzési programot hasznaltuk. A dCT értékeket
(amely a riboszomalis 18S expresszidhoz képest a normalizalt expressziot jelenti) a
vizsgalt szovettani csoportok szerint elemeztilk. A csoportok kozdtti expresszios
értekek Osszehasonlitdsara Student t-tesztet végeztiink. A korrelacios elemzés soran az
RT-PCR expresszios értékeket (teljes ciklus szam - dCT érték) ¢és az
immunhisztokémiai expresszids értékeket a normalis és a stlyos CU mintdkban
hasonlitottuk ossze. Az RT-PCR értékeket a crypta teriiletén észlelt ham-expresszidval
¢s a lamina propria szintjén észlelt expresszidoval egyarant Osszevetettiik. A

szignifikancia hatara P<0.05 volt.

3.5. Az MMP-9 és a GST expresszio vizsgalata nyelocsében
Az MMP-9 és a GST expresszidjat az ép nyel6esé - reflux oesophagitis - BE -

dysplasia - nyel6cs6 adenocarcinoma szekvenciaban tanulmanyoztuk.

3.5.1. Beteganyag

Az MMP-9 és a GST expressziot immunhisztokémiai modszerrel 51 paraffinba
agyazott nyel6csobdl szarmazd szdveti metszetben tanulmanyoztuk (33 férfi és 18 nd,
atlagéletkor 64 év, 22-83 ¢év kozott), az alabbi csoportositasban: reflux oesophagitis
(n=7); BE (n=14); BE + oesophagitis (n=8); BE + dysplasia (n=7); nyel6cso
adenocarcinoma (n=8); valamint fels6 endoszkdopos és szovettani eltérések nélkiili

kontroll csoport (n=7).
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Az MMP-9 immunhisztokémiai expressziot a fentiekben részletezett

modszerrel vizsgaltuk (3.3.2. alfejezet).

3.5.2. GST immunhisztokémiai expresszio

A 4 um vastagsagi metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az endogén
peroxidaz aktivitast (30 perc, 3%-os hidrogén peroxid) és az aspecifikus blokkolast
(1% BSA-PBS, 10 perc) kdvetden a metszeteket 1:150 aranyban higitott GSTP1
antitesttel (DAKO, A3600) 37C°-on 60 percig inkubaltuk. PBS oblitést kovetden a
jelkonverziot LSAB2 (DAKO, LSAB2 System, AEC) rendszerrel végeztik. A
jelkonvertald reakcio leallitasa utan hematoxilines magfestéssel tettiik lathatova a

sejtmagokat. Az immunfestddés mértékét szemikvantativ modszerrel hataroztuk meg.

3.5.3. Statisztikai szamitas
Az adatok statisztikai elemzését ANOVA one-way (variancia analizis), LSD
teszt és korrelacios analizis segitségével végeztiik (Statistica for Windows, 4.3 verzio

programcsomag). A szignifikancia hatara P<0.05 volt.

3.6. A sejt proliferdcio (PCNA) és p53 expresszio vizsgdlata nyeldcsében
A sejt proliferacié (PCNA) és p53 expressziojat az ép nyel6eso - reflux oesophagitis -

BE - dysplasia - nyel6cs6 adenocarcinoma szekvenciaban tanulmanyoztuk.

3.6.1. Beteganyag

A PCNA és a p53 expressziot immunhisztokémiai modszerrel 51 paraffinba
agyazott nyel6écsObdl szarmazd szoveti metszetben tanulmanyoztuk (33 férfi és 18 nd,
atlagéletkor 64 év, 22-83 ¢év kozott), az alabbi csoportositasban: reflux oesophagitis
(n=7); BE (n=14); BE + oesophagitis (n=8); BE + dysplasia (n=7); nyel6cs6

adenocarcinoma (n==8), valamint szovettani eltérések nélkiili kontroll csoport (n=7).
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3.6.2. Sejt proliferacio (PCNA) immunhisztokémiai expresszié

A PCNA expresszié meghatarozasa a korabban leirtak szerint tortént (129). A
4um vastagsagu metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az antigénfeltardshoz a
mintakat pH 6.0-os citrat pufferbe helyeztiik, majd 3 percig 750 W, Gjabb 10 percig
pedig 370 W teljesitménnyel mikrohullamii siitében forraltuk. Forralast kovetden a
mintakat kb. 30 percig szobahOmérsékleten hiitottiik, majd PBS-be helyeztiik. Az
endogén peroxidaz aktivitast 30 percig tartd, szobahOmérsékleten zajlo 3%-0s
hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltuk. Haromszori alapos PBS 06blitést kovetéen a
mintakat hasznalatra kész, gyarilag optimalisan higitott, aspecifikus blokkol6 anyaggal
ellatott anti-PCNA antitesttel (Clone: PC-10, DAKO) kezeltiik, és szobahémérsékletii
nedves kamraban 15 percig inkubaltuk. Alapos PBS mosast kovetden a jelkonverziot
LSAB2 (DAKO: K0672) rendszerrel hajtottuk végre. A mintakat 10 percig biotinilalt
kapcsolo antitesttel inkubaltuk szobahdmérsékleten. PBS-ben vald kétszeri Oblités
utan streptavidin-HRP oldatot vittlink fel a mintdkra és 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk a mintakat. Egy utols6 PBS-ben valé mosas utdn a mintdkat 10 percig,
szobahdmérsékletli sotétitett nedves kamrdban AEC kromogén szubsztrattal
inkubaltuk. A jelkonvertald reakcio leallitasa utan hematoxilines magfestéssel tettiik
lathatova a sejtmagokat. A szoveti metszeteket fénymikroszkoppal vizsgéaltuk. Az

immunfestddés intenzitasanak értékelése szemikvantitativ moédon tortént.

3.6.3. p53 immunhisztokémiai expresszié

A p53 expresszid meghatarozasa a korabban leirtak szerint tortént (129). A
4um vastagsagl metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az antigénfeltarashoz a
mintdkat pH 6.0-os citrat pufferbe helyeztiik, majd 15 percig 500 W teljesitménnyel
mikrohullamu siitében forraltuk. Forralast kovetden a mintakat 20 percig PBS-be
helyezve hiitottik. Az endogén peroxidaz aktivitast 30 percig tarto,
szobahdmérsékleten zajld 3%-os hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltuk. Haromszori
alapos PBS oblitést kovetden a mintdkat gyarilag optimalisan higitott anti-p53
antitesttel (Clone: DO-7, DAKO) kezeltiik, és 37C°-on nedves kamraban 30 percig
inkubaltuk. Alapos PBS mosast kdvetden a jelkonverziot LSAB2 (DAKO) rendszerrel
hajtottuk végre. A jelkonvertald reakcié leallitisa utdn hematoxilines magfestéssel
tettiik lathatova a sejtmagokat. A szoveti metszeteket fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Az immunfestddés intenzitasanak értékelése szemikvantitativ modon tortént.
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3.6.4. Statisztikai szamitas
Az adatok statisztikai elemzése ANOVA one-way (variancia analizis), LSD
teszt és korrelacios elemzés segitségével tortént (Statistica for Windows, 4.3 verzid

programcsomag). A szignifikancia hatara P<0.05 volt.

3.7. Hagyomdnyos NSAID és szelektiv COX-2 gatlo tartos kezelés hatdisa
a gyomornydlkahdrtya sejtkinetikdjara

3.7.1. Beteganyag

A tartos (hat honapos) hagyomanyos NSAID (n=10, atlagéletkor 53 év, 41-65
év kozott) és szelektiv COX-2 gatlo kezelésben (n=10, atlagéletkor 52 év, 39-65 év
kozott) részesiild rheumatoid arthritises valamint osteoarthrosisos betegekben, ill.
NSAID szert nem szedd, dyspepsias kontroll egyénekben (n=10, atlagéletkor 52 év,
39-65 ¢év kozott) az endoszkopos vizsgalat sordn a gyomor antrum nyalkahartydjabol
biopszias mintat nyertiink a PPI kezelés kezdete elétt, ill. a hat honapos PPI kezelést

kovetden.

A PCNA ¢és a p53 immunhisztokémiai expressziojat a fentiekben részletezett

modszerrel vizsgaltuk (3.6.2. és 3.6.3. alfejezetek).

3.7.2. Apoptosis-TUNEL immunhisztokémiai expresszio

A  4um vastagsdgi metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk. Az
antigénfeltarashoz a mintdkat pH 6.0-os citrat pufferbe helyeztiik, majd 5 percig 750
W teljesitménnyel mikrohulldmu siitdben forraltuk. Forraldst kdvetéen a mintakat 20
percig PBS-be helyezve hiitottiikk. Az antigén-feltarast 20 percig szobahémérsékleten,
nukledzmentes proteindz K-val (Roche) torténd emésztéssel végeztiik. Kétszeri alapos
PBS oblitést kvetéen a mintakat 30pul TUNEL higité oldattal és 50ul TUNEL reakcio
keverékkel kezeltiikk (Sul Tdt enzim oldat és 45ul dUTP oldat, Roche). A mintakat
sOtét nedves kamraban 37C°-on 120 percig inkubaltuk. Haromszoros PBS mosést
kovetden az endogén peroxidaz aktivitast 30 percig szobahdmérsékleten sotét nedves
kamraban 3%-o0s hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltuk. Kétszeri alapos PBS-ben
torténd mosast kovetden a jelkonverzidt nem-specifikus médon, 10 percig 1%-0s
BSA-PBS oldattal szobahdmérsékleten, sotét nedves kamraban végeztiik. A maradék

BSA pipettaval tortént eltavolitasat kovetéen a mintakat 50ul peroxidazzal jeldlt
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kapcsolo antitesttel (Converter-POD antibody, Roche) boritottuk be, majd 60 percig
sotét nedves kamrdban 37C°-on inkubaltuk. Haromszori PBS mosast kdvetden a
mintakat 50ul diamino-benzidin (DAB) eleggyel kezeltiik (5ul DAB szubsztrat és
45ul peroxid puffer, Roche). A jelkonverzidt fénymikroszkoppal ellendriztik. A

jelkonvertalo reakcid leallitasa utan hematoxilines magfestést alkalmaztunk.

3.7.3. EGFR immunhisztokémiai expresszio

A 4pm vastagsagi metszeteket deparaffindltuk és rehidraltuk. Az
antigénfeltarast 20 percig szobahOmérsékleten, nukledzmentes proteinaz K-val
(Roche) torténd emésztéssel végeztiik. Kétszeri alapos PBS-ben valé mosast kdvetden
az endogén peroxiddz aktivitdst 30 perces szobahdmérsékleten torténd 3%-0S
hidrogén-peroxidos kezeléssel gatoltuk. Haromszori alapos PBS-ben torténd mosast
kovetden a jelkonverzidt nem-specifikus modon, 10 percig 1%-0s BSA-PBS oldattal
szobahémérsékleten végeztik. Ezt kovetden a mintakat higitott EGFR antitesttel
kezeltiik (1ul EGFR antitest és 40ul PBS; Clone: H-11, DAKO), és 37C°-on nedves
kamrdaban 60 percig inkubaltuk. Héaromszori alapos PBS mosést kovetden a
jelkonverziot LSAB2 (DAKO) rendszerrel végeztiik, ezt kdvetden hematoxilines

magfestést végeztiink.

3.7.4. Az immunfestédés intenzitasanak értékelése

Az immunhisztokémiai értékelés szemikvantitativ modon tortént (129). Az
elemzésnél eldzetesen ismert immunhisztokémiailag pozitivan festddd szovetmintakat
hasznaltunk pozitiv kontrollként, az immunhisztokémiailag negativ kontroll mintak
esetében az elsddleges antitesteket fiziologids sooldattal helyettesitettiik. Az
immunhisztokémia utan fénymikroszkop alatt (400x nagyitas) a megfeleléen orientalt,
teljes cryptadkban, axialisan, a cryptafal mentén megszamoltuk a pozitiv sejtmagokat az
0sszeshez képest. A pozitivan festddd sejtmagok szama elosztva az 6Sszesen leszdmolt
sejtmag szammal szazalékos értékben Kifejezve adta meg a festédési indexet (labeling
index, LI). Csak azokat a sejteket tekintettiik pozitivnak, amelyek a mikrométer csavar
folyamatos, finom allitadsa mellett teljes szélességlikben barnas-feketének (TUNEL) ill.
voroses-barnanak (PCNA, p53, EGFR) latszottak. Mintanként legalabb 600, atlagosan

800 hamsejtet vizsgaltunk meg.
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3.7.5. Statisztikai szamitas
Az adatok statisztikai elemzése ANOVA one-way, LSD teszt és korrelacios
analizis segitségével tortént Statistica for Windows (4.3 verzid) programcsomaggal. A

szignifikancia hatara P<0.05 volt.

3.8. Tartos PPI kezelés hatdsa a gyomornydlkahdrtya sejtkinetikdjdara

3.8.1. Beteganyag

A tartds (6 honapos) PPI kezelésnek a gyomornyalkahartya sejtkinetikajara
kifejtett hatasat H. pylori negativ reflux oesophagitises betegekben (n=26)
tanulmanyoztuk (14 férfi, 12 nd, atlagéletkor 46.2 év, 29-63 év kozott), akik hat
honapig napi 20 mg omeprazol (n=14) vagy napi 40 mg esomeprazol kezelésben
(n=12) résziiltek. A hamsejt proliferacio (PCNA), az apoptosis-TUNEL, a p53 és az
EGFR expressziot a gyomor antralis nyalkahartyajaban immunhisztokémiai
modszerrel vizsgaltuk a PPI kezelés bevezetése elott ill. a hat honapos PPI kezelést

kovetden.

A PCNA, p53, apoptosis, és EGFR immunhisztokémiai vizsgalatok a
fentiekben részletezett modon torténtek (3.6.2; 3.6.3; 3.7.2. és 3.7.3. alfejezetek).

3.8.2. Statisztikai szamitas
Az adatok statisztikai elemzése ANOVA one-way és LSD teszt, valamint
korrelacidés szamitas segitségével tortént (Statistica for Windows, 4.3 verzio

programcsomag). A szignifikancia hatara P<0.05 volt.
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3.9. Az SLPI expresszio vizsgdlata kiilonbozo etiologiaju gastritisekben

3.9.1. Beteganyag

Az SLPI expressziot immunhisztokémiai modszerrel 85 paraffinba agyazott
szoveti metszetben tanulmanyoztuk az alabbi, nemek szerint megfeleléen aranyos
csoportositasban: H. pylori-asszocialt gastritis (n=13, atlagéletkor 53.6 év, 32-93 év
kozott), NSAID-asszocialt gastritis (n=18, atlagéletkor 35.7 év, 23-73 év kozott),
autoimmun gastritis (n=11, atlagéletkor 64.5 év, 52-72 év kozott), lymphocitas
gastritis (n=26, atlagéletkor 55.9 év, 24-90 év kozott), valamint H. pylori negativ,
szovettani eltérés nélkiili kontroll csoport (n=17, atlagéletkor 30.6 év, 19-53 év

kozott). A gastritisek osztalyozasa a Sydney klasszifikacio Szerint tortént.

3.9.2. Az SLPI immunhisztokémiai expresszidja

Az 5Sum vastagsagut metszeteket deparaffindltuk és rehidraltuk. Az
antigénfeltarashoz a mintdkat pH 6.0-os 0.01 M citrat pufferbe helyeztiik, majd
haromszor 10 percig 600 W teljesitménnyel mikrohullami@ siit6ben forraltuk. Ezt
kovetéen a mintakat 5% RPMI, 5% foetalis borju szérum és natrium-azide (pH 7.4-
7.6) tartalmti pufferban, 30 percig inkubaltuk. Az elsddleges antitesttel torténd
inkubacié szobahémérsékleten 1-2 oraig tartott. A mintakat polyclonalis anti-SLP
nyul-antiszérummal kezeltiik (Vivotec GmbH, Magdeburg, Németorszag) (130, 131).
A kovetkez6 1épésekben Vectastatin ABC-AP Kittet hasznaltunk (Vector, Burlingame,
CA, USA). A jelkonvertalo reakcio leallitasa utan hematoxilines festést végeztiink.
Az immunfestddés intenzitdsdnak értekelése szemikvantitativ modon tortént. A
hamsejtek és immunsejtek SLPI festddésének intenzitdsat a festddés hianya (0) ill.

enyhe (1), kozepes (2) és kifejezett festddés (3) alapjan 0 és 3 kozott értékeltiik.

3.9.3. Statisztikai szamitas
Az adatok statisztikai elemzése ANOVA one-way teszt segitségével tortént
(Microgal Origin 5.0 programcsomag, Northhampton, Massachusetts, USA). A

szignifikancia hatara P<0.05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. Cisztein és szerin protedzok szoveti vizsgdlata CRC-ben

4.1.1. Proteaz szoveti antigén koncentraciok colorectalis daganatos és
daganatmentes szovetben

CRC-ben a CATL, UPA és PAI-1 esetében szignifikdnsan nagyobb szoéveti
antigén koncentracidkat talaltunk a colorectalis daganatos szovetben a daganatmentes
szovethez képest. A CATB esetében a kiilonbség nem érte el a szignifikancia hatarat

(2. tablazat).

DAGANAT NORMALIS P
(n=60) (n=60)
CATB 311.1+229.9 243.9 + 170.1 0.1>P>0.05
CATL 293.6 + 138.6 261.4+120.2 P< 0.05
uPA 1.83+1.00 0.30+0.13 P< 0.0001
TPA 1.76 + 1.07 4.05+1.95 P<0.0001
PAI-1 353+5.74 0.40 +0.33 P<0.0001

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipusu
plasminogén activator; TPA: szoveti-tipusti plasminogén activator; PAI-1: 1-es tipust
plasminogén activator inhibitor; DAGANAT: colorectalis daganatos szovet;
NORMALIS: colorectalis daganatmentes szdvet

2. tablazat. A cisztein és szerin proteazok szoveti antigén koncentracioi

colorectalis carcinomaban: daganatos és daganatmentes szovetben

(ng/mg protein) (n=60) (atlag + standard deviacio, SD)
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4.1.2. Proteaz szoveti antigén koncentraciok az attétek fiiggvényében

A CATB, CATL ¢és a PAI-1 szoveti antigén koncentracidi szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyultak az attétet ado CRC-ben (n=39) az attét nélkiili (n=21)
daganatokhoz képest (CATB: 300 vs 203 ng/mg protein, P<0.005; CATL: 308 vs 240
ng/mg protein, P< 0.01; PAI-1: 2.00 vs 1.18 ng/mg protein; P<0.01).

4.1.3. Proteaz szoveti koncentraciok a daganatos grading fiiggvényében
A rosszul differencialt daganatokban szignifikansan nagyobb uPA és PAI-1

antigén koncentraciokat talaltunk a jol differencialt daganatokhoz képest (3. tabldazat).

CATB CATL uPA PAI-1 TPA
Jol diff. 462+367 3444337 0.75+0.34 0.49+0.22 1.06+0.6
(G1) (n=7)
Kp. diff. 286+189 284491 1.91+0.97 3.03+4.11 1.83+1.0
(G2) (n=47)
Rosszul diff. 325+307 306+90 2.49+0.86 10.8+12.4 2.08+1.2
(G3) (n=6)
ANOVA
one-way P=NS P=NS P <0.01 P<0.0001 P=NS

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipusu
plasminogén activator; TPA: szdveti-tipust plasminogén activator; PAI-1: 1-es tipust
plasminogén activator inhibitor; G1: jol differencidlt colorectalis carcinoma; G2:
kozepesen differencialt colorectalis carcinoma; G3: rosszul differencialt colorectalis
carcinoma; NS= nem szignifikans

3. tablazat. A cisztein és szerin proteazok szoveti antigén koncentracioi

colorectalis carcinomaban a daganatos differenciacié fiiggvényében

(ng/mg protein) (n=60) (atlag + SD)
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4.1.4. Proteaz szoveti koncentraciok a Dukes stadium fiiggvényében
El6érehaladott Dukes stadiumokban szignifikdnsan nagyobb PAI-1 szoveti

antigén koncentraciokat talaltunk (4. tablazat).

CATB CATL uPA PAI-1 TPA

DUKES A  285+305 348+278 1.8+£1.1 1.1+0.7 1.5+0.8
(n=9)
DUKESB  285+161 250+44 1.4+0.7 2.6+5.1 1.9+1.2
(n=12)
DUKESC  280+160 294497 1.6+0.8 2.0+1.5 1.8+0.9
(n=18)
DUKESD 363+279 293+118 2.1+1.1 6.2+8.2 1.6+1.2
(n=21)
ANOVA
one-way P=NS P=NS P=NS P<0.05 P=NS
Student t-teszt DvsB

P<0.05

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipusu
plasminogén activator; TPA: szdveti-tipusii plasminogén activator; PAI-1: 1-es tipusu
plasminogén activator inhibitor; DUKES A: Dukes A stadium; DUKES B: Dukes B
stadium; DUKES C: Dukes C stadium; DUKES D: Dukes D stadium; NS: nem
szignifikans

4. tdblazat. A cisztein és szerin proteazok szoveti antigén koncentracioi

colorectalis carcinomaban a Dukes stadiumok fiiggvényében

(ng/mg protein) (n=60) (atlag + SD)
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4.1.5. Szoveti proteazok osszefiiggése egyéb prognosztikai tényezokkel

Szignifikansan nagyobb PAI-1 (4.50 vs 1.28 ng/mg protein; P=0.002) és uPA
(2.53 vs 1.58 ng/mg protein; P=0.01) szoveti antigén koncentracidkat mértiink
vascularis invasio esetében. A PAI-1 értékek a daganatos necrosis jelenlétében is
szignifikansan nagyobbak voltak (2.17 vs 1.31 ng/mg protein; P=0.04). Nem talaltunk
szignifikans Osszefliggést a nyaktermeléssel, az életkorral, a nemmel, vagy a daganat

lokalizéciojaval.

4.1.6. Proteazok szoveti koncentracioinak egymas kozotti osszefiiggése

CRC-ben a standard linearis korrelacios elemzés soran a CATB és CATL
(korrelacios  koefficiens r=0.59; P=0.0000001); az uPA ¢és PAI-1 (r=0.46;
P=0.00000001); a CATB ¢és uPA (r=0.18; P=0.04); a CATL és uPA (r=0.17;
P=0.045); valamint a CATL és PAI-1 (r=0.19; P=0.02) szoveti antigén koncentraciok
kozott szignifikans korrelaciot talaltunk.
Ahogy varhaté volt, a TPA szoveti antigén koncentracioi forditott Osszefiiggést
mutattak az uPA (r= - 0.33; P=0.0001) és a PAI-1 (r= - 0.26; P=0.003) szoveti antigén

koncentracidival.

4.1.7. A szoveti proteazok prognosztikai szerepe

A protedzok lehetséges prognosztikai szerepének tanulméanyozéasdhoz a
daganatos szovetben a ROC gorbék és a Youden J teszt segitségével meghataroztuk a
proteazok optimalis hatarértékeit (cut-off értékeit): a CATB optimalis cut-off értéke
417 ng/mg protein (Youden J=0.13); CATL: 335 ng/mg protein (J=0.38); uPA: 2.77
ng/mg protein (Youden J=0.35); TPA: 2.15 ng/mg protein (Youden J=0.17); mig a
PAI-1 optimalis cut-off értéke 3.10 ng/mg protein (Youden J=0.64).
A betegek kovetése soran 28 beteg (46.7%) halt meg a CRC-vel Osszefiiggésben
(atlagos tulélés 15.5 honap, 95%-0s konfidencia hatar, 95%CL: 8.0-25 hénap; 5-60
hoénap kozott). A kovetés végén 32 beteg maradt életben (53.3%) (atlagos talélés 37.5
hénap, 95%CL: 34-44 honap, 32-70 honap kozott). Az Osszes betegre (n=60) kivetitett
atlagos t0lélés 33 honapnak bizonyult (95%CL: 28-36). A resecalhatd daganatos
betegek (Dukes A-C) atlagos talélése (36 honap, 95%CL.: 34-43 honap) szignifikansan
jobb volt, mint az inoperabilis Dukes D betegek atlagos tulélése (11 honap, 95%CL.: 6-
29 honap; P<0.005).
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A Mantel-Haenszel tulélési gorbék segitségével az alabbi pareméterek esetében
talaltunk szignifikans 0sszefliggéseket a tiléléssel:

- CATL szoveti antigén koncentraciok (P=0.0001) (1. abra);

- UPA szoveti antigén koncentraciok (P=0.006) (2. dbra);

- PAI-1 szoveti antigén koncentraciok (P=0.006) (3. dbra);

- Dukes stadium (P=0.0001);

- attétek jelenléte (P=0.003),

- vascularis invasio jelenléte (P=0.03).

A CATB, a TPA, a daganatos differenciacio, a nyaktermelés, a daganatos necrosis, az

¢letkor, a nem, vagy a daganat lokalizaci6ja esetén nem talaltunk Osszefiiggést a

taléléssel.
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1. dbra. Tulélési gorbék a CATL szoveti antigén koncentraciok fiiggvényében

colorectalis carcinomaban (n=60)
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3. dbra. Tulélési gorbék a PAI-1 szoveti antigén koncentraciok fiiggvényében

colorectalis carcinomaban (n=60)
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4.1.8. Az UPA-R szoveti koncentracioi CRC-ben

Az UPA-R szoveti antigén koncentracioit a PA/PAI-1 rendszerrel (UPA, TPA
¢és PAI-1) egyiitt egy masik beteganyagban, 35 CRC beteg esetében vizsgaltuk.
Szignifikansan nagyobb uPA-R antigén koncentraciokat talaltunk:
a.) a daganatos szovetben a daganatmentes szovethez képest (5. tdbldzat);
b.) a rosszul differencialt (G3) daganatokban a jol differencialt (G1) daganatokhoz
képest (6. tabldzat),
c.) az attéteket ado (n=19) CRC-ben az attét nélkiili (n=16) esetekhez képest (4. abra);
d.) az elérehaladott Dukes stadiumokban (7. abldazat).

Az UPA-R szignifikans korrelaciot mutatott az uPA (r=0.75; P=0.00000001), valamint
a PAI-1 (r=0.51; P=0.001) szdveti antigén koncentracidival.

DAGANAT NORMALIS P
(n=35) (n=35)
uPA-R 1.92+1.06 0.56+0.21 P<0.001
uPA 1.88+1.03 0.33+0.13 P< 0.001
TPA 1.78 £ 0.87 4.06+2.16 P<0.001
PAI-1 3.07 + 6.07 0.32+0.31 P<0.001

Roviditések: UPA-R: urokinase tipust plasminogén activator receptor; UPA: urokinase-
tipust plasminogén activator; TPA: szoveti-tipusti plasminogén activator; PAI-1: 1-es
tipusu plasminogén activator inhibitor; DAGANAT: colorectalis daganatos szdvet;
NORMALIS: colorectalis daganatmentes szdvet

5. tablazat. Az uPA-R, uPA, TPA és PAI-1 szoveti antigén koncentracidi

colorectalis carcinomaban: daganatos és daganatmentes szovetben

(ng/mg protein) (n=35) (atlag + SD)
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uPA-R uPA PAI-1 TPA
JOLdiff. (G1) (1=6) 09:04  08:03 04502 12605
Kp. diff. (G2) (n=23) 1.8+0.9 1.9+1.0 1.7+1.3 1.8+£0.8
Rosszul diff. (G3) (n=6) 3.0+1.0 2.5+0.8 10.8+12.4  2.1+1.2
ANOVA
one-way P<0.001 P<0.01 P<0.001 p=NS

Roviditések: UPA-R: urokinase tipusu plasminogén activator receptor; UPA: urokinase-
tipust plasminogén activator; TPA: szoveti-tipusti plasminogén activator; PAI-1: 1-es
tipusu plasminogén activator inhibitor; Jol diff. (G1): Jol differencialt colorectalis
carcinoma; Kp. diff. (G2): Kozepesen differencialt colorectalis carcinoma; Rosszul
diff. (G3): rosszul differencialt colorectalis carcinoma; NS: nem szignifikans

6. tablazat. Az UuPA-R, uPA, TPA és PAI-1 szoveti antigén koncentracidi

colorectalis carcinomaban a daganatos differenciacio fiiggvényében

(ng/mg protein) (n=35) (atlag + SD)

uPA-R uPA PAI-1 TPA
DukesA (n=9) 11504 19411  11:07  15:08
Dukes B (n=7) 1.3+0.7 1.2+0.8 0.8+0.6 2.0+0.8
Dukes C (n=10) 2.0+0.8 1.8+0.9 1.9+1.1 1.9+0.8
Dukes D (n=9) 3.0+0.9 2.4+0.9 8.0+10.7  1.6+1.0
ANOVA one-way P=0.001 P=NS P=0.03 P=NS

Roviditések: UPA-R: urokinase tipust plasminogén activator receptor; UPA: urokinase-
tipust plasminogén activator; TPA: szoveti-tipusi plasminogén activator; PAI-1: 1-es
tipust plasminogén activator inhibitor; DUKES A: Dukes A stadium; DUKES B:
Dukes B stadium; DUKES C: Dukes C stadium; DUKES D: Dukes D stadium; NS:
nem szignifikans

7. tablazat. Az UuPA-R, uPA, TPA és PAI-1 szoveti antigén koncentracidi

colorectalis carcinomaban a Dukes stadiumok fiiggvényében

(ng/mg protein) (n=35) (atlag + SD)
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4. dbra. Az UPA-R szoveti antigén koncentracioi colorectalis carcinomaban az

attétek fiiggvényében (ng/mg protein) (n=35)

4.1.9. Megbeszélés

Az altalunk vizsgalt proteazok (a cisztein proteaz CATB, CATL és a szerin
proteaz csoporthoz tartozd PA rendszer, valamint a PAI-1) szoveti viselkedését
egyazon colorectalis tumoros beteganyagban elséként tanulményoztuk az irodalomban
(132, 133).
Az alabbi eredményeink arra utalnak, hogy a cathepsinek és a PA/PAI-1 rendszer
fontos szerepet toltenek be a CRC biologidjaban, ¢és kiilondsen a daganat
progresszidjaban:
1. a szignifikdnsan magasabb protedz koncentraciok az egyazon betegbdl szdrmazd
daganatos szévetben a daganatmentes szovethez képest;
2. a szignifikansan magasabb antigén koncentraciok az attétet ado CRC esetében;
3. a szignifikansan magasabb antigén koncentraciok a rosszul differencialt (G3)
tumorokban;
4. a szignifikdnsan magasabb antigén koncentraciok Osszefliggése az eldrehaladott
Dukes stadiumokkal.
A cathepsinek és a PA/PAI-1 rendszer szoveti koncentracidinak egymas kozotti

szignifikans korrelacioja megerdsiti a korabbi kisérletes adatokat, miszerint ez a két
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proteolyticus enzimrendszer egyidejiileg aktivalodik a daganat-biologiaban (10, 11,
12, 18, 19).

Eredményeinknek fontos bioldgiai és klinikai jelentésége van. Az utobbi évtizedben, a
pre- és posztoperativ kezelés fejlodése ellenére, a CRC prognozisa csak kis mértékben
javult. Igen hasznos lenne, ha Gjabb prognosztikai tényezokkel rendelkezhetnénk,
amelyek segitségével konnyebben ki tudnank valasztani azokat a CRC betegeket,
akiknél valoban nélkiilozhetetlen az adjuvans vagy a neoadjuvans kezelés. A
mindennapi gyakorlatban a Dukes stadium a legelterjedtebben alkalmazott colorectalis
prognosztikai rendszer. Szamos kozlemény CRC esetében ujabb paraméterek
prognosztikai szerepére hivja fel a figyelmet, mint pl. a daganatos DNS index és
ploiditas, az emelkedett preoperativ C-reaktiv protein, a vascularis invasio, a nyirokér
invasio, a perineuralis invasio, a necrosis mértéke, a szerotonin- és nyaktermelés, vagy
a daganatot infiltralo lymphocitak strtisége (134-145).

Igazoltuk, hogy a CATL, az uPA és a PAI-1 szdveti antigén koncentracidi Szoros
Osszefliggést mutatnak a taléléssel. Eredményeink arra utalnak, hogy a fenti szoveti
proteazok igen érzékeny prognosztikai tényezok CRC-ben. A szdveti proteazok
meghatarozasa azzal a gyakorlati elénnyel jarhat, hogy mar preoperativ szakban, tehat
még a Dukes stadium meghatarozasa elott, fontos prognosztikai informacidkkal
szolgalhat a klinikus szamara.

A cathepsinek és a PA rendszer a kozeljovOben akéar ujabb terdpias célpontként is
szerepelhetnek: részben kozvetleniil a cathepsinek és az UPA bénitasa révén, masrészt

kozvetett modon, az UPA-R gatlasaval (146-157).
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4.2. A proteolyticus enzimek tumor marker szerepe

4.2.1. Protedzok tumor marker szerepe CRC-ben

4.2.1.1. Proteaz szérum/plazma koncentraciok CRC-ben

CRC-ben a protedzok tumor marker szerepének tanulmanyozasa sordn a
szérum CATB, CATL és a plazma uPA, PAI-1 antigén koncentracidit a CRC
diagnozisanak felallitdsa pillanatdban Osszehasonlitottuk a gyakorlatban rutinszertien
alkalmazott tumor markerek (CEA és CA 19-9) szérum koncentracioival. A szérum ill.
plazma CATB, CATL, uPA, PAI-1, valamint CEA és CA 19-9 koncentraciokat a
vizsgalt csoportokban (CRC, CU, colorectalis adenoma, kontroll csoport) a 8. tablazat
foglalja 0ssze. Szignifikansan magasabb szérum CATB, CATL és plazma uPA ¢és
PAI-1 antigén koncentraciokat mértiink CRC-ben a tobbi csoporthoz képest. A CEA
¢s a CA 19-9 esetében a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak. A colorectalis
adenomas csoportban a CATB, CATL és PAI-1 antigén koncentraciok szignifikdnsan

magasabbak voltak, mint a kontroll csoportban.

CATB CATL uPA PAI-1 CEA | CA19-9
CRC 8.75*§ 1.10*§ 0.29*§ 52.45*§ 2.40 9.15
(n=56) (2.4-39.3) [ (1.0-35.3) (0.1-0.79) [ (13.5-138.6) | (0.4-235) | (1.0-540)
Ccu 4.37 1.10 0.20 12.60 3.15 9.00
(n=25) (2.8-7.2) (1.0-1.7) (0.18-0.23) | (8.8-17.6) | (0.8-11.5) [ (4.5-32.0)
Adenoma 4.45# 1.25# 0.20 14.05# 3.55 10.27
(n=26) (4.2-10.3) (1.0-6.5) (0.16-0.53) | (10.5-65.5) | (0.7-5.7) | (3.7-41.0)
Kontroll 3.80 1.00 0.19 10.70 2.90 8.90
(n=35) (1.4-5.8) (1.0-2.1) (0.16-0.27) | (1.87-23.8) | (0.8-18.9) [ (1.3-47.4)
Kruskall-
Wallis | P<0.0001 | P<0.0001 | P<0.0001 | P<0.0001 | P=NS P=NS
Statisztika:

* CRC: P<0.001 vs Kontroll; § CRC: P<0.05 vs CU és Kontroll
# Adenoma: P<0.001 vs Kontroll

Roviditések: CRC: colorectalis carcinoma; CU: colitis ulcerosa; Adenoma: colorectalis adenoma;
Kontroll: daganatmentes kontroll csoport; CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-
tipusii plasminogén activator, PAI-1: l-es tipusu plasminogén activator inhibitor; CEA: carcino-
embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt carbohidrat antigén; Kruskall-Wallis: Kruskall-
Wallis variancia analizis; NS: Nem szignifikans

8. tablazat. A CATB, CATL, uPA, PAI-1 és a CEA, CA 19-9 szérum ill. plazma
antigén koncentraciéi colorectalis carcinomaban, colitis ulcerosaban, colorectalis

adenomaban és kontroll csoportban (ng/ml) (kozépérték és valtozasi tartomany)
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4.2.1.2. Proteaz koncentraciok a Dukes stadium fiiggvényében

A Dukes osztalyozast illetden a legmagasabb CATB, PAI-1, CEA és CA 19-9

koncentraciokat a Dukes D daganatok esetében mértiik (9. tabldzat).

Nem taldltunk szignifikans Osszefiiggést a daganatos differenciacioval (grading), az

¢letkorral, a nemmel, vagy a daganat lokalizaciojaval.

Stadium CATB CATL uPA PAI-1 CEA CA 19-9
DUKES A 450 1.10 0.30 32.81 3.00 6.80
(n=7) (2.4-37.3) | (1.0-35.3) | (0.2-0.62) (17.2-66.7) (0.6-3.4) (3.0-11.5)
DUKES B 6.75 1.00 0.29 39.09 2.00 7.65
(n=12) (3.2-23.8) | (1.0-12.3) | (0.1-0.79) | (13.5-108.1) [ (0.6-21.1) | (1.0-35.0)
DUKES C 8.60 1.10 0.26 52.54 2.20 9.20
(n=23) (3.6-35.7) | (1.0-34.1) | (0.1-0.79) | (13.8-126.4) | (0.4-235.0) | (1.0-78.6)
DUKESD | 24.25*§ 455 0.29 82.03** 8.30# 35.85**
(n=14) (9.2-39.3) | (1.0-35.2) | (0.12-0.42) | (38.7-138.6) | (1.9-74.6) (4.6-540)
Kruskall-
Wallis _ _ _ _ _ _
e P=0.0002 | P=NS P=NS P=0.01 P=0.003 | P=0.001
variancia
analizis
Statisztika:
*P<0.01, Dukes D vs Dukes A és B
§P<0.05, Dukes D vs Dukes C
**P<(.05, Dukes D vs Dukes A, B és C
#P<0.01, Dukes D vs Dukes A, B és C

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipust
plasminogén activator, PAI-1: 1l-es tipusi plasminogén activator inhibitor; CEA:
carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt carbohidrat antigén;
DUKES A: Dukes A stadium; DUKES B: Dukes B stadium; DUKES C: Dukes C
stadium; DUKES D: Dukes D stadium; NS: Nem szignifikans;

9. tablazat. A CATB, CATL, uPA, PAI-1 és a CEA, CA 19-9 szérum ill. plazma

antigén koncentracidoi colorectalis carcinomaban a Dukes stadiumok

fiiggvényében (ng/ml) (n=56) (kdzépérték és véltozasi tartomény)
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4.2.1.3. Proteaz koncentraciok diagnosztikus hatékonysaga CRC-ben

A proteazok lehetséges CRC tumor marker vizsgalatdhoz a ROC gorbék és a
Youden J teszt segitségével meghataroztuk a proteazok optimalis hatarértékeit (cut-off
értékeit): a CATB optimalis cut-off értéke 4.60 ng/ml (Youden J=0.68); CATL: 1.12
ng/ml (Youden J=0.25); uPA: 0.21 ng/ml (Youden J=0.53); a PAI-1 optimalis cut-off
értéke pedig 18.90 ng/ml-nek (Youden J=0.75) bizonyult. A CEA (4.0 ng/ml) és a CA
19-9 (37.0 ng/ml) esetében a gyartd altal meghatarozott cut-off értékeket vettiik
figyelembe.
A szenzitivitas alatt a daganatos csoportban azon teszt-pozitiv, daganatos betegek
aranyat értettiik, akiknél az egyes markerek meghaladtdk az adott cut-off értéket.
Specificitds esetén a teszt-negativ, nem daganatos betegek (egészséges kontroll
egyének, CU vagy colorectalis adenomas betegek) aranyat vettiik figyelembe.
Ha a vizsgalt paramétereket (proteazok, CEA és CEA 19-9) a fenti cut-off értékek
mellett vizsgaltuk, a diagnozis felallitasanak pillanataban a PAI-1 (94%), a CATB
(82%), az uPA (69%) és a CATL (41%) szenzitivitdsa jobban jelezte a CRC jelenlétét,
mint a CEA (30%) vagy a CA 19-9 (18%). A CATB (88%) ¢és a PAI-1 (84%)
specificitisa megyegyezett a jol ismert tumor markerek specificitasaval (CA 19-9:
93%; CEA: 89%) (10. tabldzat).
A PPV (a CRC felismerésének esélye pozitiv teszt esetében) és az NPV (a CRC
kizarhat6saga negativ teszt esetében) nagymértékben fliggnek a pozitiv prevalencidtol
(a daganatos betegek aranyatol a vizsgalt teljes populacidoban, jelen esetben:
56/142=39%) ill. a negativ prevalenciatél (a daganatmentes betegek aranyatdl a
vizsgalt teljes populédcioban, 86/142=61%). A gyakorlatban a PPV és az NPV akkor
nyujt hasznos informaciot, ha a PPV és a pozitiv prevalencia, ill. az NPV és a negativ
prevalencia kozotti kiilonbség eléri a 20%-ot. Ennek értelmében a PPV CATB, uPA,
PAI-1, CEA és CA 19-9 esetében figyelemre métlo (kevésbé CATL esetében); ezzel
szemben az NPV-nek CATB, PAI-1 és uPA esetében van jelentésége, de alig
értékelheté CATL, CEA vagy CA 19-9 esetében (10. tabldzat).
A PAI-1, a CATB és az uPA diagnosztikus hatékonysdga meghaladta a CEA, CATL
vagy a CA 19-9 hatékonysagat; a PAI-1 diagnosztikus hatékonysdga bizonyult a
legjobbnak (88%) (70. tablazat).
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CATB | CATL uPA PAI-1 CEA | CA19-9

Cut-off érték (4.60) (1.12) (0.21) (18.90) (4.0) (37.0)
Szenzitivitas (%) 82 41 69 94 30 18
Specificitas (%) 88 80 82 84 89 93

PPV (%) 82 58 72 79 65 62

PPV-Pozitiv
Prevalencia (%)
NPV (%) 88 68 80 96 66 63
NPV-Negativ

43 19 33 40 26 23

i 27 7 19 35 5 2
Prevalencia (%)
Hatékonysag (%) 86 65 77 88 66 63
Fisher-teszt P<0.0001 | P=0.008 | P<0.0001 | P<0.0001 | P=0.004 P=0.06

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipusa
plasminogén activator, PAI-1: 1l-es tipusi plasminogén activator inhibitor; CEA:
carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt carbohidrat antigén; Cut-
off: cut-off értékek (ng/ml); PPV: Pozitiv prediktiv érték; NPV: Negativ prediktiv
érték; Pozitiv prevalencia: a daganatos betegek ardnya a vizsgalt teljes populacioban:
56/142=39%; Negativ prevalencia: a daganatmentes betegek aranya a vizsgalt teljes
populacioban: 86/142=61%; PPV-Pozitiv prevalencia: a PPV és a pozitiv prevalencia
kozotti kiilonbség; NPV-Negativ prevalencia: az NPV és a negativ prevalencia kozotti
kiilonbség; Hatékonysag: diagnosztikus hatékonysag

10. tablazat. A proteolyticus enzimek (CATB, CATL, uPA és PAI-1) és a CEA,
CA 19-9 diagnosztikus hatékonysaga (szenzitivitasa, specicifitisa, pozitiv és

negativ prediktiv értéke) colorectalis carcinomaban (n=56)

A vizsgalt paraméterek klinikai jelentdségét jol abrazoljak a ROC gorbék. A PAI-1 és
a CATB ROC gorbéi kozelebb helyezkednek el az elméleti 100%-0s szenzitivitashoz

és specificitashoz, mint a tobbi marker gorbéi (5. dbra).
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5. dbra. A proteolyticus enzimek és a CEA, CA 19-9 ROC gorbéi colorectalis

carcinomaban (n=56)

A CATB, CATL, uPA, PAI-1 és a CEA, CA 19-9 klinikai jelentdéségének Osszehasonlitasara jol
alkalmazhatok a ROC gorbék. A PAI-1 és a CATB ROC gorbéi kozelebb helyezkednek el az idedlis
szenzitivitashoz és specificitashoz, mint a tobbi marker gorbéi.

Az uPA és CATL ROC gorbéi is meghaladjak a CA 19-9 és a CEA gorbéket.

A ROC gorbék gorbe alatti teriiletei (AUC) lehet6vé teszik, hogy még pontosabban
értékeljiik az egyes paraméterek hatékonysagat €s diszkriminativ erejét. Ezuttal is a
PAI-1 és a CATB hatékonysaga meghaladja a tobbi vizsgalt paraméter hatékonysagat
(1. tablazat).
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Valtozo AUC Als6 hatar | Felsoé hatar
PAI-1 0.9385 0.9025 0.9744
CATB 0.8665 0.7934 0.9397

uPA 0.7143 0.6091 0.8196
CATL 0.6173 0.5158 0.7188
CA 19-9 0.4990 0.3937 0.6043
CEA 0.4748 0.3690 0.5807

Roviditések: AUC: gorbe alatti teriilet; CATB: cathepsin B; CATL.: cathepsin L; uPA:
urokinase-tipust plasminogén activator, PAI-1: 1-es tipusu plasminogén activator
inhibitor; CEA: carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt
carbohidrat antigén; ROC: receiver operating characteristics

11. tablazat. Proteolyticus enzimek és CEA, CA 19-9: a ROC gorbék gorbe alatti
teriiletei (AUC)

4.2.1.4. Tobbtényezés tumor marker elemzés CRC-ben

A tobbtényezds (multiparametrikus) tumor marker elemzés adatait a 12.
tablazat foglalja 6ssze. Azonos vérmintabdl két marker egyidejii meghatarozasakor a
legmagasabb szenzitivitast a PAI-1 és CATB, ill. a PAI-1 és uPA kombinacidjaval
értiik le (mindkét marker teszt-pozitiv a daganatos csoportban 78%-ban ill. és 64%-
ban; legalabb egy marker helyesen teszt-pozitiv a daganatos csoportban mindkét
esetben 98%-ban). A CEA vagy a CA 19-9 és egy proteaz kombinacidjanak
szenzitivitasa meghaladta a CEA vagy a CA 19-9 6nallo6 szenzitivitasat. Hairom marker
egyidejli vizsgalata (egy protedz é¢s a CEA vagy a CA 19-9 kombinacidja) esetén nem
észleltiink tovabbi szenzitivitas novekedést.
A CEA vagy a CA 19-9 és egy proteaz kombinacidja, vagy a CEA és CA 19-9
kombinacidja esetén a specificitas jobban jelezte a helyesen daganatmentes betegeket
(egy vagy két marker helyesen teszt-negativ a daganatmentes csoportban), mint
onalléan a CEA vagy a CA 19-9. Két proteaz egyiittes vizsgalata esetén a kombinalt
specificitas (egy vagy két marker helyesen teszt-negativ a daganatmentes csoportban)
szintén nagyobb volt, mint a CATB, CATL, uPA vagy a PAI-1 onmagaban vett
specificitasa. Harom marker egyidejli vizsgalata (egy protedz és a CEA vagy CA 19-9

kombinacioja) nem ndvelte tovabb a specificitast (12. tablazat).
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Colorectalis carcinoma (n=56)
Szenzitivitas Specificitas

Mindkét Egyik Mindkét Egyik

mdrker madrker madrker madrker

Két marker pozitiy pozitiv negativ negatiy
PAI-1 + CATB 78% 98% 73% 98%
PAI-1 + uPA 64% 98% 67% 98%
PAI-1 + CATL 39% 96% 67% 96%
CATB + uPA 55% 95% 79% 87%
CATB + CATL 41% 84% 75% 94%
CATL + uPA 30% 80% 2% 90%
PAI-1 + CEA 30% 96% 73% 98%
CATB + CEA 28% 84% 83% 95%
uPA + CEA 20% 80% 76% 95%
CATL + CEA 20% 52% 75% 94%
PAI-1+ CA 19-9 18% 96% 7% 98%
CATB + CA 19-9 16% 84% 86% 97%
uPA + CA 19-9 14% 73% 80% 95%
CATL + CA 19-9 11% 48% 78% 95%
CEA + CA 19-9 16% 32% 86% 97%
Osszes Egyik Osszes Egyik

madarker mdrker madrker mdrker

Harom marker pozitiv pozitiv negativ negativ
PAI-1 +CEA +CA 19-9 16% 96% 71% 98%
CATB +CEA +CA 19-9 14% 84% 80% 97%
uPA +CEA +CA 19-9 12% 80% 74% 97%
CATL +CEA +CA 19-9 9% 52% 74% 97%

Roviditések: CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; uPA: urokinase-tipusa
plasminogén activator, PAI-1: l-es tipusi plasminogén activator inhibitor; CEA:
carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt carbohidrat antigén;
Egyik marker: legalabb egy marker helyesen teszt-pozitiv vagy teszt-negativ;

Mindkét marker: mindkét marker helyesen teszt-pozitiv vagy teszt-negativ;

Osszes marker: mindharom marker helyesen teszt-pozitiv vagy teszt-negativ

12. tdblazat. Tobbtényezos (multiparametrikus) tumor marker -elemzés

colorectalis carcinomaban (n=56)
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4.2.1.5. A szérum/plazma proteazok egymas kozotti osszefiiggése

A CRC betegek vérmintaibol meghatarozott proteazok egymas kozotti
korrelacidjanak vizsgalatakor a CATB antigén koncentracidja szignifikans
Osszefiiggést mutatott a CATL, uPA és PAI-1 antigén koncentraciokkal. Tovabbi
szignifikans Osszefliggést talaltunk a PAI-1 ¢és CATL, valamint a PAI-1 ¢és uPA
antigén koncentraciok kozott. A CEA és a CA 19-9 koncentracioi is Osszefiiggtek
egymassal. Amikor CRC-ben a CEA, CA 19-9 és a proteazok kozotti 6sszefliggéseket
vizsgaltuk, a CEA és a CA 19-9 egyarant korrelalt a CATB ¢és a PAI-1 antigén

koncentracioéival (/3. tablazat).

Colorectalis carcinoma (n=56)
P érték korrelacios koefficiens
CATB/CATL P=0.0001 (rS=0.67)
CATB/uPA P=0.03 (rS=0.28)
CATB/PAI-1 P=0.04 (rS=0.27)
CATL/uPA P=0.11 (rS=0.21)
PAI-1/CATL P=0.03 (rS=0.27)
PAI-1/uPA P=0.001 (rS=0.41)
CEA/CA 19-9 P=0.0003 (rS=0.46)
CEA/CATB P=0.002 (rS=0.40)
CEA/CATL P=0.06 (rS=0.25)
CEA/UPA P=0.70 (rS=0.05)
CEA/PAI-1 P=0.002 (rS=0.40)
CA 19-9/CATB P=0.005 (rS=0.36)
CA 19-9/CATL P=0.33 (rS=0.13)
CA 19-9/uPA P=0.46 (rS=0.10)
CA 19-9/PAI-1 P=0.005 (rS=0.36)
Roviditések:CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L; urokinase-tipust

plasminogén activator, PAI-1: 1l-es tipusi plasminogén activator inhibitor; CEA:
carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt carbohidrat antigén; rS:
Spearman rank korrelacios koefficiens

13. tablazat. A proteolyticus enzimek és a CEA, CA 19-9 szérum/plazma antigén

koncentracioinak egymas kozotti 6sszefiiggése colorectalis carcinomaban (n=56)
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4.2.1.6. A szérum/plazma proteaz koncentraciok prognosztikai szerepe

A Dbetegeket kovetéses program (follow-up) soran ellendriztiik. A kdvetés soran
35 beteg (62.5%) halt meg a CRC-vel Gsszefliggésben (atlagos tulélés 32 honap,
95%CL: 23-38 honap, 7-78 honap kozott). A kovetés ideje alatt 21 beteg maradt
¢letben (37.5%) (atlagos tulélés 86 honap, 95%CL: 85-91 honap, 76-96 honap kozott).
Az 0sszes betegre (n=56) kivetitett tulélés 45 honap volt (95%CL: 43-61 honap, 7-96
honap kozott). A kurativ resection atesett daganatos betegek (Dukes A-C) atlagos
talélése (77 honap, 95%CL: 56-73 honap, 7-96 honap kozott) szignifikansan jobb volt,
mint az inoperabilis Dukes D betegek atlagos tulélése (14 honap, 95%CL: 11-19
honap, 8-36 honap kozott; P<0.001).
A talélési vizsgalat soran a proteolyticus enzimek és a CEA, CA 19-9 CRC-ben mért
kozépértékeit tekintettilk cut-off értékeknek (CATB: 8.75 ng/ml; CATL: 1.1 ng/ml;
UPA: 0.29 ng/ml; PAI-1: 52.45 ng/ml; CEA: 2.40 ng/ml; CA 19-9: 9.15 ng/ml).
Az univarians talélési eclemzés soran az alabbi pareméterek esetében talaltunk
szignifikans 0sszefliggéseket a taléléssel:
- CATB szérum antigén koncentraciok (P=0.0004) (6. A. dbra);
- CATL szérum antigén koncentraciok (P=0.02) (6. B. dbra);
- PAI-1 plazma antigén koncentraciok (P=0.01) (6. C. dbra);
- CA 19-9 szérum koncentraciok (P=0.004)
- Dukes osztalyozas (P<0.0001).
Az uPA és a CEA koncentraciok, a daganatos differenciacid (grading), a daganat
lokalizacio, az életkor, a nem esetében nem talaltunk szignifikdns korrelaciot a
tuléléssel.
A fliggetlen prognosztikai tényezOk meghatarozdsa céljabol multivaridns analizist
végeztiink. A multivaridns elemzés soran csak azokat a tényezoket vettiik figyelembe,
amelyek az univaridns elemzés sordn szignifikdnsak voltak a talélés szempontjabol
(P<0.05). Ennek megfeleléen a multivarians elemzésben a Dukes osztalyozast,
valamint a PAI-1, CATB, CATL és CA 19-9 koncentracidokat értékeltiik. A
multivaridns elemzés értelmében fiiggetlen prognosztikai tényezének bizonyult a
Dukes osztalyozas (P=0.004), a PAI-1 (P=0.001), a CATB (P=0.04) ¢s a CA 19-9
(P=0.02). A Cox-modellben folytonos tényezokként vizsgalva, a PAI-1 (Hazard ratio,
HR 2.22, P=0.001), a CATB (HR 2.09, P=0.04) és a CA 19-9 (HR 1.98, P=0.02)
Dukes-fiiggetlen prognosztikai tényezoknek bizonyultak (14. tablazat).
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6. dabra. Tulélési gorbék a CATB, a CATL és a PAI-1 antigén koncentraciok
fiiggvényében colorectalis carcinomaban (n=56)

A CATB, CATL és PAI-1 kozépértékei alapjan a betegeket két csoportba osztottuk. A nagyobb értékek
esetén a betegek tulélése rovidebb volt. A csoportok talélési gorbéit Kaplan-Meier moddszerrel
hataroztuk meg. A P értékeket az abrak tartalmazzak.

A. CATB szérum antigén koncentraciok CRC-ben (CATB cut off = kdzépérték: 8.75 ng/ml).

B. CATL szérum antigén koncentraciok CRC-ben (CATL cut-off = kozépérték: 1.1 ng/ml.

C. PAI-1 plazma antigén koncentraciok CRC-ben (PAI-1 cut-off = kozépérték: 52.45 ng/ml).

Univarians analizis Multivarians analizis
Log-Rank test Cox Proportional Hazards Model

Tényez6 P érték P érték HR (95% CL)

Dukes <0.0001 0.004 1.88 (1.22-2.89)

PAI-1 0.012 0.001 2.22 (1.21-4.06)

CATB 0.0004 0.042 2.09 (1.02-4.26)

CATL 0.021 0.639 1.17 (0.60-2.29)

CA 19-9 0.004 0.024 1.98 (1.09-3.58)
uPA 0.369
CEA 0.159
Grade 0.420
Lokalizacié 0.566
Eletkor 0.247
Nem 0.122

Roviditések: Dukes: Dukes osztalyozas; CATB: cathepsin B; CATL: cathepsin L;
UPA: urokinase-tipusi plasminogén activator, PAI-1: 1-es tipusu plasminogén
activator inhibitor; CEA: carcino-embrionalis antigén; CA 19-9: carcinoma-asszocialt

carbohidrat antigén; Grade: daganatos differenciacio; Lokalizacio: daganat
elhelyezkedés; HR: Hazard ratio; 95% CL: 95% Hazard ratio konfidencia hatarok

14. tablazat. A betegek univarians és multivarians talélési elemzése colorectalis

carcinomaban (n=56)
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4.2.1.7. Megbeszélés

A fejlett nyugati vildgban a CRC a leggyakoribb emésztdszervi daganat és a
masodik daganatos halalok (158, 159).
Az emésztOszervi daganatok esetében a CEA és a CA 19-9 a leggyakrabban
alkalmazott tumor markerek. Mindkét antigén megtalalhatdé az emésztOszervi
daganatos szovetekben valamint a betegek szérumaban (160-165).
A tumor markerekkel szemben a prognozis elérejelzése is fontos elvaras. Mindkét
marker (CEA, CA 19-9) emelkedett koncentracidja Osszefiigghet a CRC rossz
prognoézisaval (166-171). Mivel azonban a preoperativ CEA ¢és CA 19-9 szenzitivitasa,
specificitasa nem megfeleld, tumor marker szerepiik korlatozott és nem alkalmasak a
CRC sziirésére (165, 172, 173). Ezért a gasztroenterologiai gyakorlatban nagy sziikség
lenne Gjabb, hatékony tumor markerek bevezetésére.
A proteolyticus enzimek esetleges tumor marker szerepér6l keveset tudunk: CRC-ben
a CATB, uPA ¢és PAI-1 szérum ill. plazma koncentraciodit csak egymastol fliggetleniil
vizsgaltak (39-43).
Mivel nincs irodalmi adat a cathepsinek és az uPA/PAI-1 rendszer lehetséges tumor
marker és prognosztikai szerepének Osszehasonlitdé vizsgalatira, egyazon CRC
beteganyagban a CATB, CATL, uPA és PAI-1 viselkedését Gsszevetettilk a CEA és a
CA 19-9 koncentraciok valtozasaval (174).
Eredményeink megerdsitik a korabbi észrevételeket, miszerint a preoperativ szérum
CATB (39, 41, 43), valamint a plazma uPA (40) és PAI-1 (42) koncentraciok
szignifikdnsan nagyobbak a CRC betegek varmintaiban, mint a kontroll
daganatmentes csoportban. A cathepsinekkel kapcsolatban bebizonyitottuk, hogy a
CATB mellett a szérum CATL is szignifikansan megemelkedik a CRC betegekben.
Kiemelendd, hogy beteganyagunkban a CEA és a CA 19-9 esetében nem volt
szignifikans kiilonbség a CRC és a kontroll csoportok kozott.
ElsOként igazoltuk, hogy a szérum CATB, CATL és a plazma PAI-1 antigén
koncentraciok szignifikansan megemelkednek a colorectalis adenomas betegek
periférids vérmintdiban a kontroll csoporthoz képest. A vérmintdkbol szarmazo
eredményeink megerdsitik a korabbi, colorectalis szoveti mintakban igazolt adatokat
(27, 30, 175), miszerint a proteolyticus enzimek a rakmegel6z6 colorectalis adenomak
A proteolyticus enzimek tumor marker szerepének tanulmanyozasa soran azt talaltuk,

hogy a diagndzis feldllitdsdnak pillanatdban a PAI-1, a CATB, az uPA ¢és a CATL
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szenzitivitasa jobban jelezte a CRC jelenlétét, mint a CEA vagy a CA 19-9
szenzitivitasa. Vizsgalatunkban a CATB és a PAI-1 specificitasa azonos tartomanyban
mozgott a CEA és a CA 19-9 specificitasaval. A PAI-1, CATB, és az uPA
diagnosztikus hatékonysaga meghaladta a CEA vagy a CA 19-9 haté¢konysagat, e téren
a PAI-1 diagnosztikus értéke volt a legmagasabb.

Jollehet elsdsorban koltséghatékonysagi szempontok miatt vitatott a tobbszords
(multiparametrikus) tumor marker elemzés, a modszer novelheti a daganatok
felismerésének esélyét és a kovetés hatékonysagat. CRC beteganyagunkban a
multiperametrikus megkozelités novelte a szenzitivitast. A PAI-1 és CATB, vagy a
PAI-1 és uPA kombinaciok szenzitivitasa meghaladta az Osszes tobbi lehetséges
kombinaci6 szenzitivitasit. A CEA vagy a CA 19-9 és egy proteolyticus enzim
szenzitivitdsanak kombinacidja meghaladta a CEA vagy a CA 19-9 06nallo
szenzitivitasat. A tobbtényezds tumor marker elemzés soran a két marker egyidejii
kombinacioja a specificitast is novelte.

A klasszikus prognosztikai tényezoként alkalmazott Dukes osztalyozdssal tortént
Osszevetés soran azt igazoltuk, hogy a CATB, a PAI-1, a CEA és a CA 19-9
szignifikansan osszefliggtek az elérehaladott Dukes stadiumokkal.

Korabbi vizsgalatok mar igazoltak, hogy a preoperativ szérum CEA és CA 19-9
koncentraciok osszefliggést mutathatnak a CRC-fliggd tuléléssel (139, 166, 167, 168,
171). Egymastol fiiggetlen vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az emelkedett szérum
CATB (39, 41, 43) és plazma PAI-1 (42) koncentraciok CRC-ben 6sszefiiggnek a
rovidebb tuléléssel. Sajat vizsgalatunkban, amelyben egyidejlileg €s egyazon
vérmintakban tanulmanyoztuk a cathepsinek és a PAI-1, valamint a CEA ¢és a CA 19-9
prognosztikai szerepét, az univarians tlélési elemzés soran a CATB és PAI-1 mellett
a CATL is szignifikansan Osszefiiggott a thléléssel. A multivaridans talélési elemzés
soran a CATB ¢és a PAI-1 fiiggetlen prognosztikai tényezoknek bizonyultak.
Vizsgalatsorozatunkban az ismert tumor markerek koziil csak a CA 19-9 mutatott
Osszefliggést a taléléssel, a tobbtényezds elemzés soran a CATB és PAI-1 mellett a
CA 19-9 is fuggetlen prognosztikai tényezének bizonyult. Fenti eredményeink teljes
Osszhangban vannak a tumor markerekkel kapcsolatos leglijabb irdnyelvekkel. Ezen
iranyelvek értelmében a nem megfeleld szenzitivitds nagymértékben csdkkenti a CEA
diagnosztikus értékét CRC-ben, ezért a CEA a CRC sziirésére nem alkalmas. Nincs
elég adat arra vonatkozdan sem, hogy a CEA értékek befolydsolndk az adjuvéans

kemoterapia indikaciojat. Ezzel szemben a szisztémas kezelés soran a CEA

52



hatékonyan alkalmazhaté az attétes CRC betegek monitorozasara. Annak ellenére,
hogy a preoperativ CA 19-9 Gsszefligghet a prognozissal, a nemzetkozi iranyelvek
alapjan a CA 19-9 nem javasolhatd a CRC betegek szlirésére, de a diagnozis
felallitasara, kovetésére, vagy a betegek szisztémas kezelésének monitorozasara sem
alkalmas (176-178).

Eredményeink felvetik a rutinszerien hasznéalt CEA és CA 19-9 markerek mellett a
proteolyticus enzimek (CATB, CATL, uPA, PAI-1) klinikai gyakorlatban torténd
alkalmazhatdsagat. A proteazok érzékenyebben jelezték a CRC diagndzisat, mint a
CEA vagy a CA 19-9. Bar a tobbszords tumor marker elemzés koltséges ¢€s
koriilményes, vizsgalatunk soran észlelt magas szenzitivitas és specificitas értékek arra
utalnak, hogy ez a moddszer hasznosithato lehet CRC-ben. Végiil, eredményeink
értelmében a szérum CATB, CATL és plazma PAI-1 antigén koncentraciok a CRC

fontos prognosztikai tényezdinek tekinthetok.

4.2.2. Protedazok tumor mdrker szerepe egyéb emésztoszervi
daganatokban

4.2.2.1. Szérum CATB és plazma uPA koncentriciok emésztoszervi
daganatokban

Egy masik vizsgalatsorozatban a CATB ¢és az uPA tumor marker viselkedését
CRC mellett egyéb Gl daganatokban (gyomorrak—GC, hepatocellularis carcinoma-
HCC, és pancreas carcinoma-PC) is tanulmanyoztuk. A szérum CATB és plazma uPA
antigén koncentraciokat a GI daganatos csoportban (n=145) (GC, CRC, HCC, PC) ¢és a
kontroll csoportban (n=44) a 15. tdbldzat foglalja G6ssze. Szignifikansan nagyobb
szérum CATB és plazma uPA antigén koncentraciokat mértiink a Gl csoportban
egyiittvéve a kontroll csoporthoz képest. Amikor a GI daganatokat kiilon-kiilon
vizsgéltuk, a CATB és az uPA antigén koncentraciok ezuttal is szignifikdnsan

nagyobbak voltak az egyes GI daganatok esetében, mint a kontroll csoportban.
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GI daganatok (n=145) 12.6548.80 0.41+0.35

CRC (n=72) 13.38+10.39 0.33+0.28

GC (n=30) 9.00+4.07 0.32+0.16

HCC (n=28) 13.46+7.88 0.65+0.39

PC (n=15) 14.96+7.62 0.52+0.59

Kontroll (n=44) 3.67+0.79* 0.1940.02*
Statisztika: S S

* Kontroll: P<0.001 vs Gl daganatok; P<0.001 vs kiilon-kiilon CRC, GC, HCC és PC

Roviditések: CATB: cathepsin B; uPA: urokinase-tipusu plasminogén activator;

Gl daganatok: gastrointestinalis daganatok egyiittvéve; CRC: colorectalis carcinoma;
GC: gyomorrak; HCC: hepatocellularis carcinoma; PC: pancreas carcinoma; Kontroll:
daganatmentes kontroll csoport

15. tablazat. A szérum CATB és a plazma uPA antigén Kkoncentracioi

emésztoszervi daganatokban és kontroll csoportban (ng/ml) (atlag + SD)

4.2.2.2. Szérum CATB és plazma uPA Kkoncentraciok diagnosztikus
hatékonysaga emésztészervi daganatokban

A GI daganatokban a proteazok lehetséges tumor marker vizsgalata soran a
ROC gorbék és a Youden J teszt segitségével meghataroztuk az optimalis cut-Off
értékeket: a CATB optimalis cut-off értéke 4.5 ng/ml-nek (Youden J=0.67), az uPA
optimalis cut-off értéke pedig 0.21 ng/ml-nek (Youden J=0.36) bizonyult.
A szérum CATB és a plazma UPA szenzitivitasat és specificitasat a GI daganatokban a
16. tablazat tartalmazza. Amikor a GI daganatokat egylittesen vizsgaltuk, a CATB
szenzitivitasa, specificitdsa és diagnosztikus hatékonysaga (89%, 86% ill. 89%)
meghaladta az uPA értékeit (76%, 70% ill. 74%). A CATB esetén a PPV (95%) és az
NPV (72%) értékek szintén nagyobbak voltak, mint az uPA esetében (89%, ill. 47%).
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Ha az egyes GI daganatokat kiilon-kiilon tanulmanyoztuk, a CATB szenzitivitasa ¢s
diagnosztikus hatékonysaga mindegyik vizsgalt emésztészervi daganat esetében
nagyobb volt, mint az uPA esetében. A legmagasabb szenzitivitast és diagnosztikus

hatékonysagot PC és CRC esetében észleltiink.

(%) CATB UPA CATB UPA CATB UPA CATB UPA CATB UPA

Szenzitivitas 89 76 91 73 86 70 86 86 93 80

Specificitas 86 70

PPV 95 89 91 80 81 62 80 65 70 48

NPV 72 47 86 62 90 77 90 88 97 91

Hatékonysag 89 74 89 72 86 70 86 76 88 73
Roviditések: CATB: cathepsin B; uPA: urokinase-tipust plasminogén activator;
Osszes: Osszes Qastrointestinalis daganat egyiittvéve; CRC: colorectalis carcinoma;
GC: gyomorrak; HCC: hepatocellularis carcinoma; PC: pancreas carcinoma; Kontroll:
daganatmentes kontroll csoport; PPV: Pozitiv prediktiv érték; NPV: Negativ prediktiv
érték; Hatékonysag: diagnosztikus haté¢konysag

16. tablazat. A szérum CATB és a plazma uPA diagnosztikus hatékonysaga

emésztoszervi daganatokban (CATB cut-off: 4.5 ng/ml; uPA cut-off: 0.21 ng/ml)

4.2.23. Szérum CATB és plazma uPA koncentriaciok emésztoszervi
daganatokban az attétek fiiggvényében

A szérum CATB és a plazma uPA antigén koncentraciok szignifikdnsan
nagyobbak voltak az attétes GI daganatos betegekben, mint a metastasis nélkiili
betegekben (17. tabladzat).
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Gl Metasztazis + (n=92) 15.44+9.01* 0.48 +0.41*
Metasztazis - (n=53) 7.8245.92 0.29+0.16
CRC Metasztazis + (n=46) 16.68 + 10.47* 0.37 £ 0.33#
Metasztazis - (n=26) 7.55+7.33 0.28 £ 0.16
GC  Metasztazis + (n=19) 10.49 + 4.04** 036 + 0.18#
Metasztazis - (n=11) 6.43+2.70 0.23+0.11
HCC Metasztazis + (n=17) 15.80 + 8.43# 0.83 + 0.39**
Metasztazis - (n=11) 9.83 £ 5.47 0.36 £ 0.19
PC  Metasztazis + (n=10) 18.50 + 6.63** 0.64 + 0.49#
Metasztazis - (n=5) 7.88 £3.20 0.28 £ 0.15
Statiszitka:

* P<0.001 vs Metasztazis -; ** P<0.005 vs Metasztazis -; # P<0.05 vs Metasztazis -

Roviditések: Metasztazist+: attétek jelenléte; Metasztazis-: nincs attét; GlI:
gastrointestinalis daganatok egyiittesen; CRC: colorectalis carcinoma; GC:
gyomorrdk; HCC: hepatocellularis carcinoma; PC: pancreas carcinoma; Kontroll:
daganatmentes kontroll csoport

17. tdblazat. A szérum CATB és a plazma uPA antigén koncentraciok

emésztoszervi daganatos betegekben az attétek fiiggvényében (ng/ml) (atlag + SD)

4.2.2.4. Szérum CATB és plazma uPA koncentriciok emésztoszervi
rakmegel6zo allapotokban

A GI rakmegel6z6 allapotokat illetden szignifikansan nagyobb szérum CATB
¢s a plazma uPA antigén koncentracidkat mértiink GED ¢és colorectalis adenoma
jelenlétében, mint a kontroll csoportban. A CATB és az uPA értékek szignifikdnsan
nagyobbak voltak a GC betegekben, mint GED-ben, ill. a CATB szignifikansan
nagyobb volt CRC-ben, mint a colorectalis adenomas betegekben (18. és 19.
tablazatok). A colorectalis adenomas betegek vizsgalatakor szignifikansan nagyobb
szérum CATB ¢és plazma uPA koncentraciokat mértiink a tubulovillosus
adenoma+HGD csoportban (n=14) a tubularis adenoma+LGD csoporthoz (n=16)
képest (CATB: 6.53 + 2.12 vs 4.86 + 1.34, P=0.01; uPA: 0.30 £ 0.1 vs 0.21 + 0.03,
P=0.01).
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CATB uPA
sccr=z) 0001407 032:016¢
GED (n=25) 5.94+1.42 0.23+0.07
Kontroll (n=44) 3.67+0.79* 0.19+0.02*
ANOVA one-way ©op<0000 P<0.0001

Statisztika:

* Kontroll: P<0.001 vs GC és GED

# GC: P<0.01vs GED

Roviditések: CATB: cathepsin B; UPA: urokinase-tipusti plasminogén activator;
GC: gyomorrak; GED: gastro-epithelialis dysplasia; Kontroll: kontroll csoport

18. tablazat. Szérum CATB és plazma uPA antigén koncentraciok gyomorrakban,

dysplasiaban és kontroll egyénekben (ng/ml) (4tlag + SD)

CATB uPA
CRC(=72) © 133ssl030t 0331028
Adenoma (n=30) 5.65+1.91 0.28+0.13
Kontroll (n=44) 3.67+0.79* 0.1940.02*
ANOVA one-way P00l P<0000L

Statisztika:
* Kontroll: P<0.001 vs CRC és Adenoma
# CRC: P<0.001 vs Adenoma

Roviditések: CATB: cathepsin B; UPA: urokinase-tipusu plasminogén activator;
CRC: colorectalis carcinoma; Adenoma: colorectalis adenoma; Kontroll: kontroll
csoport

19. tablazat. Szérum CATB és plazma uPA antigén koncentraciok colorectalis

carcinomaban, colorectalis adenomaban és kontroll egyénekben (ng/ml) (atlag + SD)
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4225, Szérum CATB és plazma uPA Kkoncentraciok korrelacioja
emésztoszervi daganatokban és rakmegel0zo allapotokban

A GI daganatos ¢és precancerosus laesiokkal rendelkezd betegek periférias
20. tablazat foglalja 6ssze. Standard linearis regresszids elemzés soran a CATB ¢és az
uPA koncentracioi a GI daganatokban és a rdkmegel6zd allapotokban egyarant

szignifikansan korrelaltak egymassal.

CATB/UPA
P érték, (korrelacios koefficiens)
Gl daganatok (n=145) P=0.002 (r=0.24)
CRC (n=72) P=0.02 (r=0.25)
GC (n=30) P=0.04 (r=0.35)
HCC (n=28) P=0.03 (r=0.39)
PC (n=15) P=0.0004 (r=0.79)
GED (n=25) P=0.0002 (r=0.67)
Adenoma (n=30) P=0.0001 (r=0.67)

Roviditések: CATB: cathepsin B; uPA: urokinase-tipust plasminogén activator;

Gl daganatok: gastrointestinalis daganatok egyiittvéve; CRC: colorectalis carcinoma;
GC: gyomorrak; HCC: hepatocellularis carcinoma; PC: pancreas carcinoma; GED:
gastro-epithelialis dysplasia; Adenoma: colorectalis adenoma; r: Kkorrelacios
koefficiens

20. tablazat. A szérum CATB és a plazma uPA koncentraciok egymas kozotti

osszefiiggése emésztoszervi daganatokban és rakmegel6z6 allapotokban

4.2.2.6. Megbeszélés

Korabban emelkedett szérum CATB koncentraciokat igazoltak CRC (39, 41,
43), GC (179), PC (180) és HCC betegekben (181); az uPA esetében pedig emelkedett
plazma koncentraciokat mértek CRC (40) és HCC (182) betegekben.
Mivel nincs irodalmi adat a cisztein proteaz CATB és a szerin protedz uPA egyidejli

viselkedésérdl kiilonbozé GI daganatokban, ebben a vizsgalatsorozatban a szérum
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CATB ¢s a plazma uPA egyidejii klinikai viselkedését tanulmanyoztuk CRC, GC,
HCC és PC betegekben, valamint rakmegel6z6 allapotokban (183, 184).

Igazoltuk, hogy a preoperativ szérum CATB ¢és a plazma uPA koncentraciok
szignifikansan magasabbak a Gl daganatokban, mint a daganatmentes kontroll
csoportban. Eredményiink alatamasztja a két proteolyticus enzimrendszer szerepét a
Megerdsitettiik a korabbi megfigyeléseket, miszerint a szérum CATB koncentraciok
megemelkednek CRC, GC, PC és HCC betegekben (39, 41, 43, 179, 180, 181); ill. a
plazma uPA koncentraciok CRC és HCC betegekben (40, 182). Uj eredménynek
szamit, hogy a plazma uPA GC ¢és PC betegekben is megemelkedik, tovabba HCC
betegekben a plazma uPA mellett emelkedett szérum CATB koncentraciok is
igazolhatok.

Egyéb daganatokban (pl. emld-, tiid6, ovarium-, prostata rdkban) korabban mar
igazoltak a PA rendszer lehetséges tumor marker jelentéségét (185-189).

Az emésztérendszeri daganatok esetében a proteolyticus enzimek esetleges tumor
marker szerepérél keveset tudunk: korabban CRC-ben a szérum CATB és az
UPA/PAI-1 plazma koncentraciokat csak egymastol fiiggetlentiil vizsgaltak (39-43).

A CATB ¢s az uPA egyazon periférids vérmintaban torténd vizsgéalatakor azt talaltuk,
hogy a szérum CATB és a plazma UPA koncentraciok tobb GI daganatban is érzékeny
tumor markerként viselkednek. A CATB szenzitivitdsa, specificitasa, PPV és NPV
értéke, valamint diagnosztikus hatékonysaga jobb volt, mint az uPA hasonld értékei.
Ha a Gl daganatokat kiilon-kiilon elemeztiik, a CATB diagnosztikus hatékonysaga
meghaladta az uPA hatékonysagat; a legmagasabb szenzitivitadst és diagnosztikus
hatékonysagot PC és CRC esetében igazoltuk. A CATB tumor marker viselkedése az
Osszes vizsgalt GI daganat esetében kimagaslo (85% feletti) volt. Ezzel szemben az
UPA szenzitivitasa elsésorban HCC (86%) és PC (80%) esetében elfogadhatd, mig
CRC (73%) és GC (70%) esetében a szenzitivitas alacsonyabbnak bizonyult. A CATB
(95%) és az uPA (89%) magas PPV értéke is arra utalhat, hogy GI daganat gyanujakor
a két proteolyticus enzim vizsgalata hasznos lehet a klinikai gyakorlatban.

Az attéteket ado GI daganatos betegek periférias vérmintaiban mért nagyobb CATB és
uPA koncentraciok megerdsitik a korabbi, szoveti mintdkban igazolt eredményeket,
miszerint ezek a proteazok fontos szerepet jatszanak a GI daganatok progresszidjaban.
Elézéekben részletezett tanulmanyunk mellett (174), ebben a vizsgalatsorozatban is

igazoltuk, hogy a szérum CATB antigén koncentracioja szignifikansan megemelkedik
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a colorectalis adenomas betegek vérmintdiban a kontroll csoporthoz képest. Azt is
kimutattuk, hogy a CATB és az uPA koncentraciok szignifikansan nagyobbak voltak
tubulovillosus adenoma ¢és HGD esetében a tubularis adenoma és LGD csoporthoz
képest. A periférids vérmintdkbdl szarmazd eredményeink megerdsitik a korabbi,
colorectalis szoveti mintakban igazolt adatokat (27, 30, 175), miszerint a cisztein és
jatszhatnak.

A rakmegel6z6 allapotok vizsgalatakor tovabbi Gj eredmény, hogy a GED esetében
szignifikansan nagyobbak a szérum CATB és plazma uPA koncentraciok, mint a
kontroll csoportban, alatamasztva a korabbi, gyomorszovetben igazolt adatainkat (22).
Eredményeink jol illesztheték Correa tobbtényezds, tobblépcsds gyomor
carcinogenesis modelljébe, amelynek értelmében a chronicus gastritis, chronicus
atrophias gastritis, intestinalis metaplasia és a GED megelézik a gyomorrak
kialakulésat (23, 24).

Els6ként igazoltuk, hogy a szérum CATB és a plazma uPA koncentraciok szignifikans
Osszefliggést mutatnak Gl daganatokban. Ez az eredmény is alatamasztja, hogy a két
proteolyticus enzimrendszer egyidejiileg aktivalodik a daganatok biologidjaban. A GI
rakmegel6z6 eltérések jelenlétében észlelt szoros Gsszefiiggés pedig arra utal, hogy a
vizsgalt proteolyticus enzimek a GI daganatok invazidja mellett a precancerousos
Eredményeinknek a GI daganatok megelézésében is szerepe lehet. A Gl daganatok
esetében a primaer prophylaxis és a kemoprophylaxis mellett a daganatok
megel6zésében dontd szerepe van a masodlagos (secundaer) prevencionak. Secundaer
prophylaxis alatt a precancerosus allapotok progresszidjanak ¢€s malignus
mérése a rakmegel6zd laesiok esetében hozzasegithet a valdban nagykockazati
betegek azonositasahoz. Az idében torténd endoscopos polypectomia és a szakszerli
endoszkopos kovetés mellett (194-200), a proteolyticus enzimek meghatarozasa is

része lehet a GI daganatok megel6z6 stratégiainak.
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4.3. Az MMP-9 expresszioja CRC-ben

4.3.1. MMP-9 immunhisztokémiai expressziéja az ép nyalkahartya-
colorectalis adenoma-dysplasia-CRC szekvenciaban

Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidjanak score-értékeit egészséges
vastagbél nyalkahartyaban (n=31), colorectalis adenomaban (n=30) és CRC-ben
(n=31) a 21. tablazat tartalmazza.
Az MMP-9 immunhisztokémiai szemikvantitativ pontértéke CRC-ben szignifikdnsan
nagyobb volt, mint colorectalis adenomaban vagy az egészséges nyalkahartyaban. Az
MMP-9 expressido nagyobb volt adenomékban, mint az egészséges nyalkahartyaban,
de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. A tubulovillosus+tHGD adenomas
csoportban (n=9) szignifikansan nagyobb MMP-9 expressziot talaltunk, mint a tobbi
adenomaban (n=21; tubularis és tubulovillosus adenoma+LGD; 1.83+0.27 vs

0.38+0.08, P<0.001), vagy az ép nyalkahartyaban (1.83+0.27 vs 0.46+0.12, P<0.001).

Szovettan Score (atlag = SEM)
Normalis colon (n=31) 0.46+£0.12
Adenoma (n=30) 0.81+0.15
CRC (n=31) 1.98+0.13
ANOVA P<0.0001
one-way

Roviditések: MMP-9: matrix metalloproteinaz-9; Normalis colon: egészséges vastagbél
nyalkahartya; Adenoma: colorectalis adenoma; CRC: colorectalis carcinoma; Score:
szemikvantitativ pontértek; SEM: standard error of mean

21. tdablazat. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja egészséges vastagbél

nyalkahartyaban, adenomaban és colorectalis carcinomaban (atlag + SEM)
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Az egészséges vastagbél nyalkahartya hamrétegében csak kevés crypta hamsejt
esetében (els6sorban a lumindlis felszinen) lehetett MMP-9 expressziot észlelni. A
lamina propridban néhany polymorphonuclearis leukocita (PMNL) és myofibroblast
mutatott diffuz citoplazmatikus festédést (7a. dabra). Adenomakban a legtobb
dysplasids hamsejt esetében kozepesen intenziv citoplazmatikus MMP-9 expresszio
igazolodott; egyértelmiien el lehetett kiiloniteni a dysplasias és nem-dysplasids
teriileteket (7b. abra). CRC esetében a daganatos sejtek és a stromalis sejtek egyarant
diffazan er6s MMP-9 expressziot mutattak. Az adenocarcinomas sejtekben az MMP-9
elsdsorban a citoplazméban és a luminalis hamsejtek citoplazmatikus membranjaban
expresszalodott. A kornyezé lamina propridban szamos MMP-9 pozitiv leukocita és

myofibroblast igazolodott (7¢C. dbra).

7. abra. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidja vastaghélben

A. Normalis, egészséges vastagbél nyalkahartya

B. Colorectalis adenoma alacsony fokt dysplasiaval (LGD)

C. Colorectalis carcinoma

(MMP-9 —biotin-streptavidin-amino-etil-karbazol; hematoxilin; 200x nagyitas).

A. Az egészséges vastagbél nyalkahartya hamrétegében csak kevés crypta hamsejt esetében van MMP-9
expresszio (elsésorban a luminalis felszinen). A lamina propridban néhany polymorphonucleéris
leukocita (PMNL) és myofibroblast mutatott diffuz citoplazmatikus festodést.

B. Adenomaban a legtobb dysplasias hamsejt kozepesen intenziv citoplazmatikus MMP-9 expressziot
mutat. A lamina propridban az MMP-9 pozitiv sejtek aranya valamivel nagyobb, mint az egészséges
nyalkahartyaban.

C. Colorectalis carcinomaban diffuzan erés MMP-9 expresszio a daganatos hamsejtekben. A kornyezd
lamina propriaban szamos MMP-9 pozitiv leukocita és myofibroblast.
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4.3.2. MMP-9 immunhisztokémiai expressziojanak osszefiiggése a CRC
differencialtsagi fokaval és a Dukes stadiumokkal

Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidja szignifikdnsan nagyobb volt a
kozepesen (G2) és a rosszul differencialt daganatokban (G3) a jol differencialt (G1)
CRC-hez képest (22. tablazat).
Az MMP-9 expresszi6 nagyobb volt a Dukes B, C és a D stadiumokban az A
stadiumhoz képest, de a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak (23. tabldzat).

Differenciacio Score (atlag = SEM)

Jol differencidlt (G1) (n=5) C130s020
Kozepesen differencialt (G2) (n=17) 2.11+0.14

Rosszul differencialt (G3) (n=9) 2.33+0.28
;zrlj-s-l-(?a-l-l--\;\-/-a-l-l-i;Variam;ia analizi; ------------ - p002

-----

foka; G1: jol differencialt colorectalis carcinoma; G2: kozepesen differencialt colorectalis carcinoma;
G3: rosszul differencialt colorectalis carcinoma; Score: szemikvantitativ pontérték; SEM: standard error
of mean

22. tablazat. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidja a colorectalis carcinoma

differencialtsagi foka (grading) fiiggvényében (n=31) (atlag + SEM)

Stadium Score (atlag = SEM)
DUKESA(h=6) 1584032
DUKES B (n=8) 2.25+0.25

DUKES C (n=7) 1.85 + 0.26

DUKES D (n=10) 2.00 +0.21

ANOVAOREwRy p=Ns

Roviditések:MMP-9: matrix metalloproteinaz-9; Score: szemikvantitativ pontérték;
DUKES A: Dukes A stadium; DUKES B: Dukes B stadium; DUKES C: Dukes C stadium; DUKES D:
Dukes D stadium; NS=nem szignifikans; SEM: standard error of mean

23. tablazat. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidja a colorectalis carcinoma

Dukes stadiumai fiiggvényében (n=31) (4tlag += SEM)
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4.3.3. Tagman RT-PCR CRC-ben

Az MMP-9 immunhisztokémiai eredmények megerdsitésére Tagman RT-PCR
elemzést végeztiink. CRC-ben az expresszios érték (EV) szignifikansan nagyobb volt,
mint az egészséges vastagbél nyalkahartya esetében.
Colorectalis adenomakban az MMP-9 expresszid szintén nagyobb volt, mint az ép
vastagbélben, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak (24. tdbldzat).
A Tagman RT-PCR elemzés sordn a Dukes B stadium (EV: 27.634 + 1.231) és a
Dukes D stadium (EV: 27.289+0.534) esetében egyarant szignifikdnsan nagyobb volt
az MMP-9 expresszid, mint az egészséges vastagbél nyalkahartydban (EV:
26.112+0.88; P<0.05).

Szovettan dCT EV (45-dCT)
Normilis colon (1=5) 18888:0880 261125088
Adenoma (n=13) 18.658 + 0.985 26.342 +0.985
CRC (n=10) * 17.538 + 0.882 27.462 + 0.882
Statisztika: S

Colorectal carcinoma: * P <0.05 vs Normalis colon

Roviditések: Normalis colon: egészséges vastagbél nyalkahartya; Adenoma:
colorectalis adenoma; CRC: colorectalis carcinoma; dCT: delta CT értékek; EV:
expresszios érték (teljes ciklus szam - dCT); SD: standard deviacio

24. tablazat. Az MMP-9 Tagman RT-PCR elemzése egészséges vastaghbél

nyalkahartyaban, colorectalis adenomaban és colorectalis carcinomaban (dCT és

expresszios értékek) (atlag + SD)

64



4.3.4. Megbeszélés

Korabban szamos daganatban (pl. holyag-, prostata-, tiid6-, emldrakban)
igazoltak az MMP-k fokozott expresszidjat (201-203).
Az MMP-k GI daganatokban is expresszalodnak (pl. nyel6esérak, GC, PC, HCC) (95,
96, 204-207).
CRC esetében kezdetben allatkisérletes modellekben, ill. sejt- és szovettenyészeteken
végzett vizsgalatok igazoltak az MMP-k jelent6ségét (208-210). Korabbi vizsgalatok
CRC-ben az MMP-9 fokozott expressziojat is kimutattak (49-53).
Az MMP-9 expresszidjat eddig még nem vizsgaltdk az ép vastagbél nyalkahartya -
adenoma - dysplasia - CRC szekvenciaban. Ezért ebben a szekvenciaban az MMP-9
viselkedését immunhisztokémiai és TagMan RT-PCR elemzés soran tanulményoztuk
(211).
Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja szignifikansan nagyobb volt a daganatos
szovetben, mint a daganatmentes normalis vastagbél nyalkahartyaban, amely
alatamasztja a korabbi eredményeket, miszerint CRC-ben fokozott az MMP-9
expresszidja. Azt is megerdsitettiik, hogy CRC-ben a daganatos hamsejtek és a
stromalis sejtek egyarant er6s MMP-9 expressziot mutatnak (212-217).
Colorectalis adenomakban a legtobb dysplasias hamsejt kozepesen intenziv
citoplazmatikus MMP-9 expressziot mutat, és egyértelmiien el lehetett kiiloniteni a
dysplasias és dysplasia-mentes teriileteket. Ezzel szemben a normalis vastagbél
nyalkahartydban az MMP-9 {6 lokalizacidja a submucosa, ahol leukocitdk ¢és
myofibroblastok mutattak pozitiv MMP-9 festddést.
Vizsgalatunkban az MMP-9 immunhisztokémiai expresszio intenzitasa jol kovette a
vastagbél eltérések sulyossagat, vagyis a normalis szovet - adenoma - dysplasia - CRC
szekvenciat. A legalacsonyabb expressziot az egészséges vastagbél nyalkahartyaban
észleltiik. Szignifikansan nagyobb MMP-9 expressziot talaltunk colorectalis adenomak
¢és egyideji HGD esetében a normalis nyalkahartyahoz képest. Végiil CRC-ben az
MMP-9  expresszidja szignifikdnsan nagyobb volt, mint az adenomakban.
Eredményeink arra utalnak, hogy az MMP-9 fontos szerepet jatszik a CRC
kialakuldséban és az invazivitas egyik markerének tekinthetd.
Az MMP-9 expresszid ¢s daganat differencidcio (grading) Osszefiiggéseit vizsgalva, a
rosszul differencialt (G3) ¢és a kozepesen differencialt (G2) daganatokban

szignifikdnsan nagyobb MMP-9 expressziot talaltunk a jol differencialt (Gl1)
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tumorokhoz képest, amely megerésiti, hogy az MMP-9 fontos tényez6 a CRC
progresszidjaban.

Az immunhisztokémiai eredményeink megerdsitésére ¢és validalasara fliggetlen
mintdkban TagMan RT-PCR elemzést végeztiink. Az RT-PCR vizsgélat soran
szignifikansan nagyobb MMP-9 expressziot lehetett igazolni a daganatos szovetben a
normalis szovethez képest, amely megerdsiti az immunhisztokémiai adatokat. Az
adenomak és a normalis nyalkahartya Osszehasonlitasakor viszont bizonyos
ellentmondas mutatkozott az MMP-9 fehérje ¢s az mRNS szintekben. A kiilonbség
részben a relativ kis esetszamokbol adodik. Masrészt a két technika modszertanabdl is
szarmazhatnak eltérések. Mig az immunhisztokémiai vizsgalat lokalizacio-specifikus
szemikvantitativ modszer, az RT-PCR technika alkalmazasakor az eredményeket a
biopszids minta Ossztomege és az adenomatosus sejtek szdma hatdrozza meg. A
fentiek részben magyarazatot adhatnak arra, hogy az RT-PCR modszer soran az
adenomdkban mért nagyobb expresszid nem érte el a szignifikans kiilonbséget a
normalis nyalkahartydhoz képest; ezzel szemben szignifikdnsan nagyobb MMP-9
immunhisztokémiai  expresszidt  taldltunk  adenomdkban az = egészséges
nyalkahartyahoz képest. Az adenoma/CRC szekvenciaban észlelt MMP-9 fehérje és
mRNS viselkedés kozti kiilonbségnek tovabbi bioldgiai magyarazata is lehet. A
carcinogenesis korai fazisaiban szdmos epigenetikus mechanizmus (pl. DNS
metilacio; K-ras proto-onkogén jelrendszer eltérése; APC metilacids status) jatszik
szerepet (218-220). Az MMP-9 expresszidjat a természetesen eldforduld6 MMP szoveti
inhibitorai (TIMP) is befolyasoljak (221-223).

Egyes szerzék a fokozott MMP-9 expressziot a CRC rosszabb prognozisaval is
Osszefliggésbe hoztak, masok szerint azonban az MMP-9 prognosztikai szerepe
vitatott (54-57, 224). Vizsgalatunkban az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidja a
Dukes B, C ¢és a D stadiumokban megemelkedett a Dukes A stadiumhoz képest, de a
kiilonbség nem volt szignifikans.

Felvetették, hogy az MMP-9 meghatarozasa jol hasznosithatd az adjuvans kemoterapia
hatékonysaganak lemérésében. Igazoltik, hogy a kifejezett MMP-9 expressziot mutatd
CRC-s betegekben kevésbé hatékony az adjuvans kemoterapia és nagyobb a
posztoperativ daganatos recidiva (225). Azt is kimutattak, hogy CRC-ben az 1-es
tipusat MMP-inhibitor (TIMP-1) koncentracioja szoros Osszefiiggést mutat a kombinalt

kemoterapiara adott terapias valasszal és az attétes betegek tilélésével (226).
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A colorectalis carcinogenesisben betoltott szerepe alapjan az MMP-9 idealis célpont
lehnet a CRC modern daganatellenes kezelésében (227-233). A molekularis
tamadaspontu gyogyszerek kifejlesztésekor az MMP-k aktivacidjanak gatlasa
megakadalyozhatja a daganat lokalis terjedését, az angiogenesist, valamint a tavoli
metastasis képzOodését. A szintetikus MMP inhibitorok ko6zott széles spektrumi és
szelektiv hatasu vegyiiletek egyarant ismertek. A kezdeti klinikai eredmények alapjan
ugy tiinik, hogy a szintetikus MMP-gatlok fontos kiegészitéi lehetnek a CRC jelenlegi
kemoterapias kezelésének (234-236).

4.4. Az MMP-9, a HGFR és az IGFR-1 expresszioja CU-ban

4.4.1. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja CU-ban

Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidjat CU esetében (n=34) a
hamrétegben, a lamina propria teriiletén és a teljes nyalkahartyaban, valamint a
kontroll csoportot képez6 ép vastagbél nyalkahartyaban (n=10) a 25. tdbldzat foglalja
Ossze. Az MMP-9 expresszi6 a lamina propridban €s a teljes nyalkahartydban a
gyulladds stlyossagadnak mértékével egylitt fokozddott, mig a hamrétegben
szignifikansan nagyobb MMP-9 expressziot észleltiink a kontroll csoportban és enyhe
gyulladasban, a kdzepes és stlyos gyulladashoz képest.
Az MMP-9 elsésorban a citoplazméban ¢és a luminalis hamsejtek citoplazmatikus
membranjaban expresszalodott. Fokozott pozitiv expressziot PMNL-ekben is
megfigyeltiink. A lamina propria teriiletén az MMP-9 expresszidja a gyulladas
sulyossagaval fokozddott. Elsdsorban a gyulladt teriileteken, elvétve MMP-9 pozitiv
makrophag-sejteket is talaltunk (8. abra).

67



Szovettan Hamréteg Lamina propria Teljes nyalkhartya

Kontroll (n=10)  22.39+4.98 2 6.25+2.56 17.45+3.99
Enyhe CU (n=11)  4.16+3.39 b 11.04+2.78 7.80+2.70
Kozepes CU (n=11) 0.26 +0.59 23.9643.67° 21.68+5.91 n

. c, d f.g
Sialyos CU (n=12) 0.01 £0.03 52.63+3.94 52.66+3.94
ANOVA one-way  P<0.001 P<0.001 P<0.001
Statisztika:

a b
Hamréteg: P <0.001 vs Kozepes és Sulyos CU; P <0.05 vs Kézepes és Sulyos CU

. . d
Lamina propria: ¢ P <0.001 vs Kontroll és Enyhe CU; P <0.05 vs K6zepes CU,; ¢ P <0.05
vs Kontroll

f
Teljes nyadlkahartya: P <0.001 vs Enyhe CU; g

h
P <0.05 vs Kontroll; P <0.05 vs Enyhe CU

Rovidités: Kontroll: egészséges vastagbél nyalkahartya; CU: colitis ulcerosa

25. tablazat. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja ép vastaghél

nyalkahartyaban és colitis ulcerosaban (festédési index, LI %); (atlag = SD)

8. abra. Az MMP-9 expresszidja ép vastagbélben és colitis ulcerosiaban

(A: ép nyalkahartya; B: enyhe gyulladas; C: stlyos gyulladas)
(MMP-9-biotin-streptavidin-amino-etil-karbazol; hematoxilin festés)

A. Az ép vastagbél hamrétegben MMP-9 pozitiv fest6dés figyelhetd meg a citoplazmaban és a
luminalis hamsejtek citoplazmatikus membranjaban. Diffuz bazalis immunreakcié a cryptakban, gyér
expresszié a lamina propriaban (fehér nyil) (300x nagyitas); B. Enyhe gyulladasban fokozottabb diffuz
citoplazmatikus MMP-9 immunfest6dés a cryptdk hamsejtjeiben, gyér MMP-9 expressziéo a lamina
propria lymphoid aggregatumaiban (fehér nyil) (200x nagyitas); C. Stlyos gyulladasban a cryptakban
alig van MMP-9 expresszio; a lamina propridban viszont kifejezett pozitiv MMP-9 fest6dés lathato a
gyulladasos sejtekben (fehér nyil) (200x nagyitas)
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4.4.2. AHGFR és az IGFR-1 immunhisztokémiai expresszioja CU-ban

A HGFR ¢és az IGR-1 immunhisztokémiai expressziojat CU esetében (n=34) a
hamrétegben, a lamina propria teriiletén és a teljes nyalkahartyaban, valamint a
kontroll csoportban (n=10) a 26. és 27. tablazatok tartalmazzak.

A HGFR expresszidja a teljes nyalkahartyaban a gyulladas sulyossagaval egyiitt
fokozodott. Hasonlo szignifikans tendenciat lehetett megfigyelni a lamina propriaban
is. A HGFR ham-expresszidja azonban szignifikansan nagyobb volt enyhe
gyulladasban a kozepes és sulyos gyulladashoz képest (26. tdbldzat).

Az egészséges vastagbél hamban lokalizacid-specifikus HGFR expressziét nem
észleltiink. Csak elvétve talaltunk néhany HGFR pozitiv sejtet a cryptakban. Ugyanezt
lehetett megfigyelni a kdzepes és sulyos gyulladas esetében is. Enyhe gyulladasban
nagyobb szamu HGFR-pozitiv hamsejt igazolddott. A subepithelialis rétegben elvétve
leukocytoid és plazmasejtszerii elemek diffuz citoplazmatikus immunreaktivitast

mutattak. Ezek aranya a gyulladas stilyossagaval parhuzamosan fokozodott (9. dbra).

Az IGFR-1 ham-expresszidja szignifikansan csokkent stlyos UC-ban az enyhe és
kozepes gyulladashoz képest. (27. tabldazat). Az egészséges hamban kozepesen
intenziv bazalis és diffuz citoplazmatikus hdm expressziot talaltunk a vastagbél
cryptak fels6 harmadaban. Az immunreaktivitdst mutatod crypta-hamsejtek szama és az
immunreakcid intenzitdsa a gyulladas sulyossagdval fokozodott. Kozepes
gyulladasban csaknem minden cryptdban diffuz citoplazmatikus immunreaktivitast
¢észlteltiink. Sulyos gyulladdsban azonban csak enyhe-kozepes bazélis IGFR-1
pozitivitast lehetett latni néhany luminalis hamsejtben. A lamina propria teriiletén is

csak nyomokban lehetett IGFR-1 pozitiv crypta hamsejteket talalni (/0. dbra).
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Szovettan Hamréteg Lamina propria Teljes nyalkhartya

Kontroll (n=10) 0.70 £ 0.37 6.27+2.4 4.03£2.15

Enyhe CU (n=11) 35.27+10.22 ab 6.86 £1.94 9.21+£5.19

Kozepes CU (n=11) 5.80 +2.60 20.09 £3.14 ¢ 13.25+£7.74 h
; c d f.g

Sualyos CU (n=12) 590+1.18 40.05+3.98 29.73+£13.7

ANOVA one-way  P<0.001 P<0.001 P<0.001

Statisztika:

Hdmréteg: ®P<0.001 vs Kontroll; °P<0.05 vs Kézepes és Sulyos CU; °P<0.05 vs Kontroll;
Lamina propria: 9P <0.001 vs Kontroll és Enyhe CU; °P <0.05 vs Kontroll és Enyhe CU;
Teljes nydlkahdrtya: "P <0.001 vs Kontroll; °P <0.05 vs Enyhe CU; "P <0.05 vs Kontroll

Rovidités: Kontroll: ép vastagbél nyalkahartya; CU: colitis ulcerosa

26. tablaizat. A HGFR immunhisztokémiai expresszidja ¢ép vastagbél

nyalkahartyaban és colitis ulcerosaban (festédési index, LI %) (atlag=SD)

Szovettan Hamréteg

Kontroll (n=10) 724315
Enyhe CU (n=11) 223 +9.46°

Kozepes CU (n=11) 50.2+8.6 b

Sulyos CU (n=12) 6.4+ 3.66

ANOVAoneway P05
Statisttika: S S

a P <0.05 vs Kontroll és Sulyos CU; bP <0.005 vs Kontroll és Sulyos CU

Rovidités: Kontroll: ép vastagbél nyalkahartya; CU: colitis ulcerosa

27. tablazat. Az |IGFR-1 immunhisztokémiai expresszioja ép vastagbél

nyalkahartyaban és colitis ulcerosaban (festédési index, LI %) (4tlag=SD)
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9. abra. A HGFR expresszioja colitis ulcerosaban
(A: enyhe gyulladas; B: lymphoid aggregatum HGFR-pozitiv sejtekkel)
(HGFR-biotin-streptavidin-amino-etil-karbazol; hematoxilin festés)

A. Enyhe gyulladas: diffuz bazalis és perinuclearis citoplazmatikus immunreaktivitas (fekete nyilak)
(400x nagyitas); B. Subepithelialis lymphoid folliculus HGFR-pozitiv sejtekkel. A HGFR-pozitiv

lymphoid folliculusok szdma parhuzamosan né a gyulladas sulyossagaval (fekete nyil) (200x nagyitas)

10. abra. Az IGFR-1 expresszidja colitis ulcerosiban

(A: enyhe gyulladas; B: kozepes gyulladas; C: sulyos gyulladas)
(IGFR-1-biotin-streptavidin-amino-etil-karbazol; hematoxilin festés)

A. Enyhe gyulladas: bazalis és diffiz citpolazmatikus ham-expresszido a vastagbél cryptak felsd
harmadaban (fekete nyil) (200x nagyitas). B. Kozepes gyulladas: diffuz citoplazmatikus immunreakcio
csaknem minden cryptaban (fehér nyilak) (200x nagyitas). C. Stlyos gyulladas: csak néhany luminalis
hamsejt esetében figyelhetd meg enyhe-kozepes bazalis IGFR-1 pozitivitas (100X nagyitas).
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4.4.3. Gén-expresszios elemzés CU-ban

Az MMP-9, HGFR ¢s IGFR-1 gén-expresszids elemzése fiiggetlen mintakon
tortént. A gén-expresszios értékeket sulyos UC (n=12) és egészséges, normalis
kontroll csoportban (n=11) hasonlitottuk 6ssze. Az MMP-9 expresszio szignifikansan
nagyobb volt sulyos UC esetében, mint a kontroll csoportban (10.69+1.02 vs
7.15+0.88, P<0.001). HGFR esetében is szignifikansan nagyobb gén-expressziot
talaltunk sulyos UC-ban a kontroll csoporthoz képest (10.57+0.57 vs 9.44+0.35,
P<0.001). IGFR-1 esetében stlyos CU-ban alacsonyabb volt az expresszid, mint a
kontroll csoportban, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak (8.03+0.48 vs
8.77+0.76, P=0.07).

4.4.4. Tagman RT-PCR CU-ban

Az immunhisztokémiai és a gén-expresszidos eredmények megerdsitésére
MMP-9, HGFR ¢s IGFR-1 TagMan RT-PCR elemzést végeztiink. Az MMP-9
expresszidja 3.62-szer nagyobb volt aktiv CU esetében az ép vastagbélhez képest (2\(-
ddCt): -3.616; P<0.05). HGFR esetében aktiv CU esetében 1.52-szer nagyobbnak
bizonyult az expresszid, mint az egészséges, ép vastagbélben (2°(-ddCt): 1.523;
P<0.05). Ezzel szemben az IGFR-1 expresszidja 0.69-szer alacsonyabb volt aktiv CU-
ban, mint az ép vastagbélben (2°(-ddCt): 0.6853; P<0.05).

4.4.5. Az MMP-9, HGFR és IGFR-1 expressziok kozotti osszefiiggések

A nyalkahartya MMP-9 ¢és HGFR expressziok szignifikans 0Osszefiiggést
mutattak (korrelacios koefficiens, r = 0.68; P=0.001). Az MMP-9 és az IGFR-1
expresszidja kozott szignifikans forditott korrelaciot talaltunk (r = - 0.35; P=0.01); a
HGFR és az IGFR-1 expresszidja kozott is forditott osszefliggést figyeltiink meg, de
ez nem bizonyult szignifikansnak (r = - 0.26, P=0.08).

4.4.6. Korrelacios elemzés
MMP-9 esetében szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a kumulativ fehérje
expresszios értékek (a crypta-hamrétegben és a lamina propridban egyiittvéve),

valamint az ép és egészséges CU mintakban mért mRNS értékek kozott (r>0.95). Az
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MMP-9 fehérje expresszido a lamina propriaban is szignifikans pozitiv Osszefliggést
mutatott az mRNS expresszios értékekkel az adott csoportokban (r>0.95).

A HGFR expressziot illetdben az mRNS expressziok egyarant szignifikdansan
korrelaltak a crypta-hamrétegben (r>0.95) és a lamina propridban mért fehérje
expresszios értékekkel (r>0.95).

Az IGFR-1 esetében a crypta-hamréteg fehérje expresszidja szignifikans korrelaciot
mutatott az mRNS értékekkel (r>0.95). Mivel a lamina propridban alig volt IGFR-1

fehérje expresszio, a korrelacios elemzést6l ebben az esetben eltekintettiink.

4.4.7. Megbeszélés

A vastagbél nyalkahartya ismételt karosodasa ¢€s sériilése fontos mozzanat az
IBD kialakulasaban. IBD-ben az ép vastagbél nyalkahartya - gyulladas - szdveti
karosodas - gyogyulas szekvencia soran fokozott bél nyalkahartya-turnover jellemza.
IBD-ben gyulladasos mediatorok, mint pl. proteolyticus enzimek, citokinek,
novekedési faktorok vesznek részt a szoveti kdrosodas és a gyogyulas, vagy akar a
malignizalddas folyamataiban (237-239).
CU-ban az MMP-9 szoveti expressziojat eddig még nem vizsgaltdk a
nyalkahartyagyulladas sulyossaganak filiggvényében, ill. az MMP-9 és egyes
novekedési faktorok viselkedését nem tanulmanyoztak egyazon beteganyagban.
Ezért ebben a vizsgalatsorozatban az MMP-9, a HGR és az IGFR-1 expressziojat
egyidejlileg tanulméanyoztuk ép vastagbél nyalkhartyaban, valamint enyhe, kozepes és
stlyos CU-ban (240, 241).
Az immunhisztokémiai eredményeinket gén-expresszids elemzéssel tamasztottuk ala.
IBD-ben a gén-expresszios technika alkalmazhatosagat masokkal egyiitt korabban a
mi munkacsoportunk is igazolta (128, 242, 243).
Vizsgalatunkban az MMP-9 expresszidja szignifikansan nagyobb volt sulyos CU-ban,
mint az egészséges nyalkahartydban. Az MMP-9 expresszid fokozodasa a lamina
propriaban Osszefliggott a gyulladas sulyossagaval. Megeroésitettiik Gao és mtsai (69)
immunhisztokémiai eredményeit, miszerint az MMP-9 elsddleges lokalizécidja a
submucosa. Azt is igazoltuk, hogy a bélszovetben az MMP-9 elsédleges forrasat a
PMNL-sejtek képezik, a kifejezett PMNL-festddés pedig a gyulladas stlyossagaval
fokozddik. Amikor a vastagbél hamréteget kiilon vizsgaltuk, érdekes modon az

immunhisztokémiai elemzés soran az MMP-9 expresszio a gyulladas sulyosbodéséaval
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fokozatosan csokkent, sulyos gyulladas sordan a cryptakban alig észleltink MMP-9
expressziot.

A gén expressziés ¢és az RT-PCR eredmények megerdsitették az MMP-9
immunhisztokémiai viselkedését. A gén-expresszids és az RT-PCR elemzés soran
szignifikansan nagyobb MMP-9 expressziot igazoltunk sulyosan aktiv CU-ban az
egészséges kontroll csoporthoz képest. Megfigyeléseink megegyeznek a korabbi
vizsgalatok eredményeivel (58, 69), miszerint ELISA, zimografias-aktivitasi assay
vagy RT-PCR modszerekkel kifejezett MMP-9 fehérje és mRNS expresszio, ill.
proteolyticus aktivitas igazolhat6 a gyulladt colitises nyalkahartyaban.

A HGFR expressziot IBD-ben kevesen tanulmanyoztak (84, 244). Kitamura és mtsai
(84) a HGF és a HGFR mRNS expressziot egészséges vastagbél nyalkahartyaban,
valamint inaktiv és aktiv CU-ban vizsgaltak. Aktiv CU-ban HGF feliil-expressziot
talaltak az inaktiv CU-hoz és az ép nyalkahartyahoz képest. Az aktiv CU-ban néhany
esetben fokozott HGFR mRNS expressziot is igazoltak.

Vizsgalatunkban a HGFR expresszioja a teljes nyalkahartyaban és a lamina propriaban
a gyulladas sulyossagaval egyiitt fokozodott. A hamrétegben viszont a HGFR
expresszidja enyhe gyulladds esetében volt a legkifejezettebb, majd szignifikdnsan
csOkkent a kozepes ¢és a sulyos gyulladds jelenlétében. A gén-expresszids
eredményeink szignifikansan fokozott expressziot igazoltak sulyos CU-ban az
egészséges nyalkahartyahoz képest. A hamrétegben észlelt immunhisztokémiai és gén-
expresszios eredmények kozotti  kiilonbségek elsdsorban a  két technika
modszertanabol adodhatnak.

Eredményeink megerdsitik a kordbbi megfigyeléseket, miszerint fokozott HGFR
fehérje expresszid igazolhato a lamina propridban (84). Fokozott HGFR
immunreaktivitast talaltunk a subepithelidlis lymphoid aggregatumokban és a
folliculusokban. A HGFR-pozitiv lymphoid folliculusok szama parhuzamosan nétt a
gyulladas stlyossagaval, amely az altalunk és Kitamura és mtsai (84) altal kozolt
HGFR gén-expresszios eredményeket is magyarazhatja.

Tahara és mtsai (72) kisérletes koriilmények kozott kimutattak, hogy a HGF-HGFR
rendszernek fontos mitogén és proliferativ hatdsa van a vastagbél nyalkahartyaban.
Eredményeink arra utalnak, hogy a HGFR expresszio valtozdsa CU-ban hozzajarulhat

a hamréteg sériilésének fokozddasahoz.
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Az IGFR-1 szerepét IBD-ben elséként stenotizald Crohn-betegségben (CD)
tanulméanyoztdk. A kezdeti megfigyelések arra utalnak, hogy az IGFR-1 pozitiv
immun- és fibroblaszt-tipust sejtek az idilt gyulladas révén szerepet jatszanak a
bélsziikiilet kialakulasaban (85, 245). Lawrence és mtsai (85) azt igazoltak, hogy az
IGFR-1 szerepet jatszik az intestinalis ECM remodelling folyamataban. IBD-ben az
IGFR-1 expresszio viselkedését a vastagbél hamrétegében eddig még nem vizsgaltak.
Vizsgalatunkban fokozott IGFR-1 immunreaktivitast taldltunk az enyhe és kdzepes
gyulladasban az egészséges ép hamhoz képest, majd az IGFR-1 expresszio hirtelen
csokkenést mutatott a sulyosan gyulladt hamrétegben. Hasonld csokkenést
figyelhettiink meg sulyos CU-ban a gén-expresszids €s az RT-PCR elemzések soran.
Az aktiv CU-ban észlelt csokkent IGFR-1 hozzajarulhat a ham-barrier funkcionalis
zavarahoz, a hamréteg karosodas sulyosbodasahoz és a bélnyalkahartya fekélyek
képzddéséhez.

Eredményeink arra utalnak, hogy az MMP-9 és a HGFR feliil-expresszioja valamint
az IGFR-1 epithelialis alul-expresszidja szoros Osszefliggésben van a CU-ban észlelt
gyulladas sulyossagaval. Az MMP-9, a HGFR ¢és az IGFR-1 egyidejii valtozasa
hozzajarulhat a nyalkahartya sériilés fokozodasahoz stlyosan aktiv CU-ban.
Osszességében az MMP-9, HGFR és IGFR-1 aktivan részt vesz a CU gyulladasos és
remodelling folyamataiban. Megfigyeléseink biologiai és klinikai szempontbol
egyarant fontosak lehetnek. A sulyos CU kialakuldsanak kockazatat eldrejelzd ujabb
biomarkerek hasznosak lehetnek a mindennapi klinikai gyakorlatban. Egyéb
markerekkel egyiitt, az altalunk vizsgalt paraméterek (MMP-9, HGFR, IGFR-1)
meghatarozasa megkonnyitheti a sulyos CU kialakuldsa szempontjabol valdban
nagykockazatl betegek azonositasat.

A fenti tényezok akar potencialis terapias célpontok is lehetnek IBD-ben. Mivel a
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) szerepet jatszik az MMP-9 szintézis
szabalyozasaban, ujabban feltételezik, hogy az igen Osszetett hatasu anti-TNF-o
(infliximab) kezelés (246) tobbek kozott az MMP-9 aktivitasat is csokkentheti, amely
tovabb novelvi a bioldgiai terapia hatékonysagat IBD-ben (247).

Azt is igazoltdk, hogy az anti-TNF-o terdpia fokozhatja az MMP-gatlo6 TIMP-1
termelését, amely csokkenti az MMP-9 aktivitast, és igy eldsegiti a nyalkahartya
gyogyulasat (248). Végiil, az MMP-k specifikus gatloi valamint azok a molekulak,
amelyek visszadllitjdk az MMP-k és az endogén MMP-gatlok kozotti megbomlott
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egyensulyt, Gjabb célzott farmakologiai lehetdséget jelenthetnek az IBD korszeri
kezelésében (249).

Masrészt a human rekombindns HGF nemsokara rendelkezésiinkre all a fulminans
majelégtelenség kezelésében. Jollehet tovabbi preklinikai vizsgalatokra van sziikség,
lehetséges, hogy a HGF IBD-ben is egy tjabb modern kezelési alternativat jelenthet,
amely eldsegitheti a bélnyalkahartya gyogyulasat (250).

4.5. Az MMP-9 és a GST expresszio nyelocsoben

4.5.1. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja nyelocsoben

Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszidjat a kiilonb6z6é nyeldcséd
eltérésekben (n=51) a 28. tabldzat és a 11. abra foglalja Ossze.
Az MMP-9 expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt az ép nyelécs6hdmban
(kontroll csoport), mint a BE esetében, vagy a tobbi csoportban. Szignifikansan
nagyobb volt az MMP-9 expresszi6 a BE és egyidejii dysplasia, valamint a nyelécso
adenocarcinoma csoportokban a tobbi vizsgéalt csoporthoz képest. A nyeldcsd
adenocarcinomaban szignifikdnsan nagyobb MMP-9 expressziot mértiink a BE és
egyidejii dysplasia csoporthoz képest.
A Barrett metaplasias és a dysplasias sejtek citoplazmaja, valamint az
adenocarcinomds sejtek citoplazmatikus membranja barnas fest6dést mutatnak. A
legintenzivebb MMP-9 festddést BE és egyidejii dysplasia valamint adenocarcinoma
esetében lehetett megfigyelni. Az MMP-9 immunhisztokémiai expressziojanak

jellegzetességeit a /2. abra szemlélteti.
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Kontroll* 0.28 +0.39
(n=7)

Reflux oesophagitis 1.71 £0.39
(n=7)

Barrett nyelocso 1.46 £ 0.41
(n=14)

Barrett nyelocsé és reflux oesophagitis 1.75+£0.26
(n=8)

Barrett nyelocsé és dysplasia # 2.16 £0.25
(n=7)

Adenocarcinoma #,§ 2.62+£0.35
(n=8)

ANOVA P<0.00001
one-way

Statisztika:

*P<0.00001 vs tobbi csoport;

#P<0.05 vs tobbi csoport (kontroll, reflux oesophagitis, BE, BE ¢és reflux
oesophagitis);

§P<0.05 vs BE és dysplasia

Roviditések: Kontroll: kontroll csoport, ¢ép nyelocsd; BE: Barrett nyeldcso;

Adenocarcinoma: nyelécsé adenocarcinoma Score: szemikvantitativ pontérték; SD:

-----

28. tablazat. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja az ép nyelécsé - reflux
oesophagitis - Barrett nyelécsé - dysplasia - nyeléesé adenocarcinoma

szekvencidaban (atlag + SD)
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ot ]
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| +1.00*Std. Dev.
Oes PBarrett Reflux B+R B+D Adenocc o Mean

reflux oesophagitis; B+R: Barrett nyel6csé+reflux oesophagitis; B+D: Barrett
nyeldcsé+dysplasia; Adenocc: adenocarcinoma; MMP-9: matrix metalloproteinaz-9

11. abra. MMP-9 expresszio a kiilonb6z6 nyel6csoé eltérésekben

Szignifikansan alacsonyabb MMP-9 expresszid igazolhatd az ép nyeldcs6ben, mint Barrett nyeldcsében
(BE) vagy a tobbi vizsgalt csoportban (P<0.00001). A BE+dysplasia és az adenocarcinoma
csoportokban a tobbi csoportokhoz képest szignifikansan nagyobb az MMP-9 expresszi6 (P<0.05).

A nyel6cs6 adenocarcinomaban szignifikinsan nagyobb az MMP-9 expresszio a BE+dysplasia
csoporthoz képest (P<0.05).

12. abra. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszioja nyelécsoben

A. Barrett nyel6csd; B. Dysplasia; C. Nyel6cs6 adenocarcinoma (200x nagyitas)

Fokozatosan er6s6dé MMP-9 immunfestddés igazolhatd (A) Barrett nyel6csben, (B) dysplasiaban és
(C) nyel6cs6 adenocarcinomaban. A metaplasias és a dysplasias sejtek citoplazmaja, valamint az
adenocarcinomas sejtek citoplazmatikus membranja barnasan festédnek. A legintenzivebb MMP-9
festdést Barrett nyelécsében és egyidejii  dysplasidban, valamint adenocarcinomaban lehet
megfigyelni.
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4.5.2. A GST immunhisztokémiai expresszioja nyeldcsoben

A GST immunhisztokémiai expressziojat a vizsgalt nyeldcsé szekvenciaban
(n=51) a 29. tablazat és a 13. dbra foglalja 6ssze. A GST expresszidja szignifikansan
nagyobb volt az ép nyel6cs6hdmban (kontroll csoport), mint a BE esetében vagy a
tobbi csoportban, mig a BE, reflux oesophagitis, BE ¢és egyidejii oesophagitis
csoportok kozott nem volt érdemi kiilonbség. A BE és egyidejli dysplasia, valamint a
nyeldcs6 adenocarcinoma csoportokban szignifikansan alacsonyabb GST expressziot
talaltunk a tobbi csoporthoz képest. Nyelocsé adenocarcinomaban alig lehetett GST
expressziot igazolni. A GST expresszid adenocarcinomaban szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a BE és az egyideji dysplasia csoportban.

A GST immunhisztokémiai expresszidjanak jellegzetességeit a /4. abra szemlélteti.

Szovettan GST Score (atlag + SD)
Kontroll (n=0)* ' 2855024
Reflux oesophagitis (n=7) 1.14+0.24
Barrett nyelécsé (n=14) 1.60 +0.34
Barrett nyelocso és reflux oesophagitis (n=38) 1.12+0.35
Barrett nyelécso és dysplasia (n=7) # 0.58 +£0.37
Adenocarcinoma (n=8) #, § 0.18 £0.25
ANOVAONeway © p<ooo0r
Swtiszika:

*P<0.00001 vs tobbi csoport; #P<0.005 vs tobbi csoport (kontroll, reflux oesophagitis,
BE, BE ¢s reflux oesophagitis); §P< 0.05 vs BE és dysplasia

Roviditések: Kontroll: kontroll csoport, ép nyeldcsé; BE: Barrett nyeldcso;
Adenocarcinoma: nyeldcsé adenocarcinoma; Score: szemikvantitativ pontérték; SD:
standard deviacio; GST: glutathion S-transferase

29. tablazat. A GST immunhisztokémiai expresszioja az ép nyel6csé - reflux
oesophagitis - Barrett nyelécsé - dysplasia - nyeléesé adenocarcinoma

szekvenciaban (atlag + SD)
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* Szignifikancia
o | T * vs tébbi csoport
u ** vs tébbi csoport
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2t Je ke
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T +1.96*Std. Dev.
+1.00"Std. Dev.

Oes Barrett Reflux B+R B+D Adenoce o Mean

Roviditések: Oes: ép nyel6es6 (kontroll csoport); Barrett: Barrett nyel6csé; Reflux:
reflux oesophagitis; B+R: Barrett nyelécsé+reflux oesophagitis; B+D: Barrett
nyel6cs+dysplasia; Adenocc: adenocarcinoma; GST: glutathion S-transferase

13. abra. GST expresszié a kiillonb6z6 nyel6csé eltérésekben

Szignifikansan nagyobb GST expresszid igazolhato az ép nyelécsében, mint Barrett nyel6csében (BE)
vagy a tobbi vizsgalt csoportban (P<0.00001). A BE+dysplasia és az adenocarcinoma csoportokban a
tobbi csoportokhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb a GST expresszio (P<0.005). A nyel6csd
adenocarcinomaban szignifikansan alacsonyabb a GST expresszio, mint a BE+dysplasia csoportban
(P<0.05).

e

14. abra. A GST immunhisztokémiai expressziéja nyelécs6ben

A. Ep nyeldcsd; B. Nyeldcsd adenocarcinoma

A. Kifejezett GST immunfestédés ép nyelécsében B. Adenocarcinoméban alig lehet GST expressziot
igazolni (200x nagyitas).
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4.5.3. Az MMP-9 és a GST expressziok osszefiiggése nyelocsében
A vizsgalt nyeldcso szekvencidban az MMP-9 és a GST immunhisztokémiai

expresszidja forditott korrelaciot mutatott (r = - 0.82; P=0.001) (/5. abra).

GSTwvs. NMP9 (Casewise MD deletion)
VMP9 = 25957 - 7331 * GST
Correlation: r=-.8227

MMP9

™o, Regression
-0.5 0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 95% confid.

GST

15. abra. Az MMP-9 és a GST immunhisztokémiai expressziok osszefiiggése

nyelécsoben.

Az MMP-9 és a GST expressziok kozott forditott korrelacid igazolhato (r = - 0.82; P=0.001).

4.5.4. Megbeszélés

A BE a nyel6cs6 adenocarcinoma f6 rakmegel6z6 allapota, amelyet a
gastrooesophagealis refluxbetegségben (GERD) szenvedd betegek kb. 20%-aban lehet
igazolni. A BE pathogenesise teljes mértékben nem ismert, de a malignus progresszio
soran a metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma szekvencia figyelheté meg. Az
adenocarcinoma diagnézisa rendszerint késon sziiletik meg, emiatt rossz a prognozisa
(251-257).
Ezért a nagykockazatu eltérések (BE, dysplasia) azonositasa céljabol 1jabb
biomarkerekre lenne sziikség, amelyek eldsegithetnék a korai diagnozist és javithatnak

a prognozist.
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Nyel6cs6 laphamrak esetében az MMP-9 fokozott expresszidjat igazoltak (95-97), de
nyel6écsé adenocarcinomaban és rakmegel6zd allapotaiban alig ismert az MMP-9
szerepe, mig az MMP-9 és a GST egyiittes viselkedését eddig még nem
tanulmanyoztak nyelécsdben.

Vizsgalataink soran a nyeldcsd eltérések teljes szekvencidjaban (ép nyelécesé -reflux
oesophagitis - BE — dysplasia - nyeldcsé adenocarcinoma) az MMP-9 és a GST
immunhisztokémiai expressziojat egyazon beteganyagban tanulmanyoztuk (258).
Eredményeink arra utalnak, hogy a GST fontos szerepet jatszik a nyel6cs6d
carcinogenesis €s progresszid folyamataban. Igazoltuk, hogy a GST expresszid
szignifikdnsan nagyobb volt az ép nyeldcsbhamban, mint a tobbi vizsgalt csoportban.
Ezzel szemben BE és dysplasia jelenlétében valamint adenocarcinomaban mértiik a
legalacsonyabb GST expressziokat; nyeldcsé adenocarcinomaban alig lehetett GST
expressziot kimutatni. Megfigyeléseink alatamasztjak Lieshout és mtsai (100)
valamint Cobbe és mtsai (102) adatait, akik BE esetében alacsonyabb GST expressziot
észleltek, mint az ¢ép nyeldcsé laphamban, mig Brabander és mtsai (101)
szignifikansan alacsonyabb GST expresszidt mértek adenocarcinomdban az ¢ép
nyeldcsd laphamhoz képest.

Az MMP-9 expresszidjanak viszgalata sordn azt talaltuk, hogy a nyel6csé 1éziok
sulyosbodasaval parhuzamosan nétt az MMP-9 expresszio: az ép nyeldcsé laphamban
mértiik a legalacsonyabb MMP-9 expressziot, mig az adenocarcinomaban észlelt
expresszio meghaladta a BE vagy a BE ¢és dysplasia csoportokban mért expressziot.

A dysplasias BE esetében a dysplasia-mentes BE-hoz képest a csokkent GST és a
fokozott MMP-9 expresszi6 arra utal, hogy ezek az eltérések a malignizalodas korai
fazisdban jatszhatnak szerepet. A precancerosus BE esetében az MMP-9 és a GST
expresszi6 vizsgalata hozzasegithet ahhoz, hogy a nyel6cs6 adenocarcinoma
kialakuldsa szempontjabol azonosithassuk a valéban nagykockazatu betegeket. A GST
és az MMP-9 expressziok forditott korrelacioja a két rendszer egyidejli alul- ill. feliil-
expresszidjara utal, amely megerdsiti, hogy a carcinogén anyagok detoxifikalasa révén
védé hatasi GST ill. az agressziv hatasu MMP-9 fontos tényezdk a nyel6csod
adenocarcinoma tobbtényezds kialakulasaban és progressziojaban. Az MMP-9
szerepét noveli az a tény, hogy terapias célpontként is szerepelhet (259). A nyel6csé
adenocarcinoma kezelésében az MMP-gatld6 prinomostattal kapcsolatos fazis II.

vizsgalatok folyamatban vannak (260).
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4.6. A sejt proliferdacio (PCNA) és a p53 expresszio nyelocsoben

4.6.1. A sejt proliferacio (PCNA) valtozasa nyeldcsoben

A sejt proliferacio (PCNA) valtozasat a vizsgalt nyel6csé szekvenciaban (ép
nyel6eso - reflux oesophagitis - BE - dysplasia - nyel6csé adenocarcinoma) a 30.
tablazat és a 16. dbra foglaljak 6ssze. A sejt proliferacidé aranya a BE - dysplasia -
adenocarcinoma szekvencianak megfeleléen fokozddott. BE esetében a  sejt
proliferacié szignifikdnsan nagyobb volt, mint az ép hamban, de alacsonyabbnak
bizonyult, mint reflux oesophagitis vagy BE ¢és egyidejii oesophagitis esetében. A BE
hamrétegében a proliferativ kompartment elsésorban a cryptédk aljara szoritkozott.
Adenocarcinomaban a sejt proliferacié szignifikdnsan nagyobb volt, mint a dysplasids
BE esetében, de a proliferativ sejtek szabalytalanul oszlottak meg az invaziv daganatos

tertileteken. A PCNA expresszidjanak jellegzetességeit a 17-20. abrak szemléltetik.

Szovettan PCNA LI (atlag + SD)
Kontroll (=) ' 6324400
Reflux oesophagitis (n=7) * 61.54 +£4.97
Barrett nyel6csé (n=14) * 51.05+2.26
Barrett nyelocso és reflux oesophagitis (n=8) * 61.52+5.29
Barrett nyel6cso és dysplasia (n=7) *, # 69.35+4.51
Adenocarcinoma (n=8) *, #, € 80.03 +4.54
ANOVAONeway ' p<00000L

*P<0.00001 vs Kontroll; #P<0.002 vs Reflux oesophagitis, BE, BE és reflux
oesophagitis; €P<0.02 vs BE és dysplasia

Roviditések: Kontroll: kontroll csoport, ép nyel6cs6; BE: Barrett nyel6csd; Adenocarcinoma:
nyeldcsd adenocarcinoma; LI: jelolési index - labeling index; SD: standard deviacio; PCNA:
PCNA proliferacios sejtmag antigén

30. tablazat. A sejt proliferacio (PCNA) immunhisztokémiai expresszidja az ép
nyelocsé - reflux oesophagitis - Barrett nyelécsé - dysplasia - nyelécesé

adenocarcinoma szekvenciaban (atlag + SD)

A jelolési index (LI) a pozitiv festédésti sejtmagok, és az sszes leszamolt sejtmag aranyat jelenti.
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4.6.2. A pS3 expresszio valtozasa nyelécsében

A tumor szuppresszor p53 valtozasat a vizsgalt nyelocsé szekvencidban a 31.
tablazat és a 16. abra foglaljak ossze. A dysplasia-mentes BE ¢és az ép nyeldcséham
esetén mért p53 expressziok kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Ezzel szemben a
BE ¢és egyideju reflux oesophagitis csoportban mért p53 expresszid szignifikdnsan
nagyobb volt, mint BE vagy a kontroll csoport esetében. Dysplasias BE esetében a p53
expresszid szignifikdnsan meghaladta a dysplasia-mentes BE, valamint a BE ¢és
egyidejli oesophagitis csoportokban mért expressziot. A p53  expressziod
adenocarcinomaban szignifikdnsan nagyobb volt, mint a dysplasids BE esetében.
A vizsgalt nyelocsd szekvencidban a p53 immunhisztokémiai expresszidjanak

jellegzetességeit a 17-20. abrak szemléltetik.

Szovettan p53 LI (atlag + SD)
Kontroll (v=7) 096161
Reflux oesophagitis (n=7) 13.82+2.16
Barrett nyelécsé (n=14) 15.72 +1.93
Barrett nyelocsé és reflux oesophagitis (n=8) * 19.92 +1.32
Barrett nyel6csé és dysplasia (n=7) *, # 40.72 £5.37
Adenocarcinoma (n=8) *, #, € 63.21 = 4.66
ANOVAOREwRy p0001

*P<0.01 vs Kontroll, Reflux oesophagitis, BE; #P<0.003 vs Reflux oesophagitis, BE,
BE és reflux oesophagitis; € P<0.03 vs BE és dysplasia

Roviditések: Kontroll: kontroll csoport, ép nyel6csd; BE: Barrett nyel6cs6; Adenocarcinoma:
nyeldcsd adenocarcinoma; LI: jel6lési index - labeling index; SD: standard deviacio

31. tdblazat. A tumor suppresszor p53 expresszi6 immunhisztokémiai
expresszioja az ép nyeléceso - reflux oesophagitis - Barrett nyelécesé - dysplasia -
nyeldcsoé adenocarcinoma szekvenciaban (atlag + SD)

A jelolési index (LI) a pozitiv festédésii sejtmagok, és az Gsszes leszamolt sejtmag aranyat jelenti.
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90 A #%
80 #4 g
70 * *
60 *
50 1 $¥ O Proliferation
40 A Hp53
30 A $
20 A
10 -
0 - T . T .

Control  Esophagitis BE BE + BE + Adeno-
Esophagitis Dysplasia carcinoma

Labeling index (%)

Statisztika:

* P<0.00001 vs Kontroll csoport

# P<0.002 vs Reflux oesophagitis, BE, BE és egyidejii reflux oesophagitis;
€ P<0.02 vs BE ¢és egyidej dysplasia;

$ P<0.01 vs Kontroll csoport, Reflux oesophagitis, BE;

¥ P<0.003 vs Reflux oesophagitis, BE, BE és egyidejii reflux oesophagitis;
o P<0.03 vs BE és egyidejii dysplasia

Roviditések: Control: kontroll csoport, ép nyeldcs6; Esophagitis: reflux oesophagitis;
BE: Barrett nyel6csd; Adenocarcinoma: nyeldcsé adenocarcinoma; Labeling index:
jelolési index; SD: standard deviacio

16. dbra. A sejt proliferacio (PCNA) és a p53 expresszio a Kiilonb6zé nyeldcso
eltérésekben (atlag + SD)
A jelolési index (LI) a pozitiv festédésii sejtmagok, és az Gsszes leszamolt sejtmag aranyat jelenti.

17. dabra. Sejt proliferacio (PCNA) és p53 expresszié az ép nyelocsé hamrétegében
A. Sejt proliferacio (PCNA immunhisztokémia); B. p53 expresszi6 (400X nagyitas)

A sejt proliferaciot és a pS3 expressziot a magok barnas festédése jelzi.
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18. abra. A PCNA és a p53 expresszio dysplasia nélkiili Barrett nyelécsében

A. Hematoxilin-eozin festés (200x nagyitas); B. Alcian kék — perjod savas — Schiff festés
(200x/1000x immerzids nagyitas); C. Sejt proliferacio6 (PCNA immunhisztokémia) (200x
nagyitas); D. p53 expresszio (200X nagyitas)

A sejt proliferaciot és a p53 expressziot a sejtmagok barnas festédése jelzi.
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19. abra. A PCNA és a p53 expresszio dysplasias Barrett nyelécsében

A. Hematoxilin-eozin festés; B. Sejt proliferacio6 (PCNA immunhisztokémia); C. p53
expresszio (200x nagyitas)

A sejt proliferaciot és a p53 expressziot a sejtmagok barnas fest6dése jelzi.
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20. dabra. A PCNA és a p53 expresszio nyelocsé adenocarcinomaban

A. Hematoxylin-eozin festés; B. Sejt proliferaci6 (PCNA immunhisztokémia); C. p53
expresszio (200x nagyitas)

A sejt proliferaciot és a p53 expressziot a sejtmagok barnas fest6dése jelzi.

4.6.3. A sejt proliferacio és a pS3 expresszio osszefiiggése nyelocsében
A sejt proliferaci6 (PCNA) és a p53 expresszid a vizsgalt nyeldcsé
szekvenciaban szignifikans linearis korrelaciot mutatott (r=0.91, P<0.01) (21. abra).

PCNAvs. P43 (Casewise MD deletion)
P53=-2099 + B6772*PCNA
Carrelation: r= 90978

0.6

P53

5 o Regression
0.25 0.35 0.45 0.55 0.65 0.75 0.85 95% confid.
PCNA

21. dabra. A sejt proliferacio és a pS3 expresszio Osszefiiggése az ép nyel6cso -
reflux oesophagitis - Barrett nyelécsé - dysplasia -adenocarcinoma szekvenciaban
A sejt proliferacio linearisan Osszefiigg a p53 expresszioval (r = 0.91; P<0.01)
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4.6.4. A sejt proliferacio (PCNA) és a pS53 expresszio Osszefiiggése az
MMP-9 expressziéval nyelécsében

A sejt proliferaci6 (PCNA) és a p53 expressziok az ép nyeldcsé - reflux
oesophagitis - BE - dysplasia - adenocarcinoma szekvenciaban az MMP-9
immunhisztokémiai expresszidjaval is szignifikans lineéaris Osszefliggést mutattak
(PCNA és MMP-9 korrelacioja: r=0.84, P<0.05; p53 ¢s MMP-9 korrelacidja: r=0.82,
P<0.05) (22. abra).

A PCNAvs. MMPS (Casewise MD deletion) B P53vs. MMP9 (Casewise MD deletion)
MMP9 =-1.290 + 5.0582 * PCNA MMPQ = 12566 + 51771 * P53
Correlation: r= 84166 Correlation: r= 82146
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22. dbra. A sejt proliferacio és a p53 expressziok osszefiiggése az MMP-9
expresszioval az ép nyeldcso - reflux oesophagitis - Barrett nyelécsé - dysplasia -
adenocarcinoma szekvenciaban

A. A sejt proliferacio linearisan 6sszefiigg az MMP-9 expresszioval (r = 0.84; P<0.05).
B. A p53 expresszi6 linearisan 6sszefiigg az MMP-9 expresszioval (r = 0.82; P<0.05).

4.6.5. Megbeszélés

Korabban igazoltak, hogy a Barrett dysplasia esetében fokozodik a sejt
proliferacié és karosodik a sejtciklus. A PCNA technika elfogadott modszer a sejt
proliferacié viszgalatara. A PCNA a DNS-polimeraz ko-faktora, amely elsésorban a
késd1 G; és S fazisokban detektalhatd, de a sejtciklus barmely fazisdban jelen van.
Barett dysplasidaban a sejtciklus soran a G fazisbol az S fazisba torténd progresszio a
sejt proliferacio kritikus eseménye (261-263).
Ezt a progressziot képes gatolni a tumor szuppresszor p53 (264). Korabban a p53
feliil-expresszidjat igazoltdk BE jelenlétében. A nyeldcsO eltérések sulyossaganak
fliggvényében kiilonb6zé mértéki expressziorol szamoltak be: mig dysplasia-mentes
BE betegek csak 5%-aban lehetett p53 feliil-expressziot kimutatni, addig BE és LGD
egyiittes jelenlétében 15%-ban, BE ¢és HGD esetében 45%-ban, végiil
adenocarcinomaban 53%-ban észleltek pS53 feliil-expressziot (265-268).
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Korabban mar felvetették, hogy a p53 mutacio €s a karosodott proliferacio a dysplasia
fontos markerei lehetnek, de a fenti folyamatok jelentdsége a nyelGcsé carcinogenesis
korai stadiumaiban még nem tisztazott kellé6 mértékben (103-111, 269-272).
Tudomasunk szerint a két paraméter egyidejii valtozasat a nyeldcsd betegségek teljes
skalajaban eddig még nem tanulmanyoztdk. Ezért a sejt proliferacid6 (PCNA) és a
tumor suppresszor pS3 expresszio viselkedését egyazon beteganyagban az ép nyeldcs6
- reflux oesophagitis - BE - dysplasia - nyel6csé adenocarcinoma szekvenciaban
vizsgaltuk (273).

A PCNA és a p53 expresszioja alacsonyabbnak bizonyult az ép nyel6csében, mint a
tobbi vizsgalt csoportban. A sejt proliferacié aranya és a pS53 expresszid a nyeldcsod
malignus transzformacidja soran fokozodott, kovetve a BE - dysplasia -
adenocarcinoma szekvenciat. Mindkét marker esetében a legnagyobb expressziot
adenocarcinomaban igazoltuk. Eredményeink arra utalnak, hogy a sejt proliferaci6 és a
tumor szuppresszor p53 gén expresszio aktivalddasa a nyeldcsé adenocarcinoma
tobblépcsés folyamatanak mar korai szakaszara jellemzo, és feltételezhetd, hogy az
aktivacionak a tovabbi daganatos progresszioban is szerepe van. A reflux
oesophagitisben ¢észlelt eltérések - Osszehasonlitva a BE csoporttal - arra utalhatnak,
hogy a vizsgalt paraméterek aktivalodasa nemcsak a nyel6csé adenocarcinoma
progressziojat jellemzi, hanem a nyeldcs6 gyulladasos folyamatainak kialakulasaban is
szerepet jatszhat.

A korrelacios elemzés soran szignifikdns Osszefiiggést talaltunk a sejt proliferacio
mértéke €s a pS3 expresszid kozott. A sejt proliferacio és a p53 expresszid egyideji
Ugyanebben a beteganyagban a két marker expressziojat az MMP-9 expresszidjaval is
Osszevetettiik. Az el6zdekben lathattuk, hogy az MMP-9 expresszidja jol kovette a BE
- dysplasia - adenocarcinoma szekvenciat (258). Linearis 6sszefliggést talaltunk a sejt
proliferacié és az MMP-9, valamint a p53 és az MMP-9 expressziok kozott, amely
arra utal, hogy a sejt proliferacio, a p53 €s az MMP-9 egyarant szerepet jatszanak a
nyeldcsé adenocarcinoma kialakulasaban, és kiillondsen a tobblépcsds nyeldesd
carcinogenesis korai fazisaban.

Eredményeink arra utalnak, hogy a klinikai gyakorlatban egyéb biologiai markerekkel
egylitt, a sejt proliferacid €s a p53 expresszid vizsgalata is eldsegitheti a nyeldcso
adenocarcinoma kialakuldsa szempontjabol valoban nagykockazati betegek

azonositasat.
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4.7. Hagyomanyos NSAID és szelektiv COX-2 gatlo kezelés
hatasa a gyomornydlkahartya sejtkinetikdjara

A gyomornyalkahartya sejtkinetikai valtozasait (hamsejt proliferaciot, apoptosist,
EGFR expressziot, p5S3 expressziot) 6 honapos hagyomanyos NSAID- és szelektiv
COX-2 gatlo kezelés soran, valamint PPI védelemben tanulmanyoztuk. A proliferacio,
az apoptosis, a p53 és az EGFR expresszio valtozasait a 32. tablazat foglalja Gssze.

Kontroll NSAID NSAID+PPI | COX-2 | COX-2+PPI
Endoscopia
0 0 6 0 6
Proliferacié |42.9+19.8| 56.1+22.4 | 43.3+245# |80.3+7.8%| 60.7+ 16.7€
(PCNA)
Apoptosis  {49.8+12.0| 60.5+11.1 | 45.8+15.0# | 57.4+9.1 | 495+ 6.6
(TUNEL)
p53 28.7+43 | 385+158* | 26.4+3.9# | 31.3£89 | 23.7+ 8.4€
expresszio
EGFR 176 +£119| 10.7+89* | 174+ 7.7# | 8.7+5.6* | 16.1+5.4€
expresszio
Statisztika:

* P<0.05 vs Kontroll
# P<0.05 vs NSAID
€ P<0.05 vs COX-2

Roviditések: Kontroll=kontroll csoport; NSAID=hagyomanyos nem szelektiv NSAID;
COX-2= szelektiv COX-2 gatlo; PPI= protonpumpa gatld

32. tablazat. A gyomornyalkahartya sejtkinetikai valtozasai (sejt proliferacio,
apoptosis, p53 expresszio, EGFR expresszio) 6 honapos hagyomanyos NSAID és

szelektiv COX-2 gatlo kezelés soran, valamint PPI védelemben (atlag + SD)

4.7.1. A sejt proliferacié valtozasa a gyomornyalkahartyaban

A gyomornyalkahartya hamsejt proliferacioja szignifikansan nagyobb volt
szelektiv COX-2 kezelés mellett, mig hagyomanyos NSAID kezelés soran csupan
emelkedd tendenciat észleltiink a kontroll csoporthoz képest. A fokozott proliferaciét a

PPI védelem mindkét kezelés soran normalizalta (32. tabldazat; 23. és 24. abrak).
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23. dabra. Sejt proliferacio szelektiv COX-2 gatlé kezelés soran

A. PPl kezelés el6tt (400x nagyitas); B. PPI kezelést kovetden (400x nagyitas)

A sejt proliferaciot a sejtmagok barnas festédése jelzi.
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Roviditések: Proliferation: sejt proliferacio; ns-NSAID: hagyomanyos nem szelektiv NSAID;
COX-2: szelektiv COX-2 gatlo; PPI: protonpumpa gatlo

24. abra. A sejt proliferacio egyéni valtozasai PPI kezelés elott és utan

A. Hagyomanyos nem szelektiv NSAID kezelés; B. Szelektiv COX-2 gatl6 kezelés
A PPl kezelés hatasa a sejt proliferaciora.

4.7.2. Az apoptosis valtozasa a gyomornyalkahartyaban

A hagyomdnyos NSAID ¢és a szelektiv COX-2 csoportok kozott nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség. Mindkét csoportban emelkedd tendenciat lehetett
megfigyelni a kontroll csoporthoz képest. A PPI kezelés mindkét csoportban
normalizalta a fokozottabb apoptosist (32. tabldazat; 25. és 26. dbrdk).
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25. dabra. Apoptosis hagyomanyos nem szelektiv NSAID kezelés soran

A. PPI kezelés elott (200x nagyitas); B. PPI kezelést kovetéen (200x nagyitas)

Az apoptosist a sejtmagok barnas festodése jelzi.
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Roviditések: ns-NSAID: hagyomanyos nem szelektiv NSAID; COX-2: szelektiv COX-2 gatlo;
PPI: protonpumpa gatlo

26. dbra. Az apoptosis egyéni valtozasai PPI kezelés elott és utan

A. Hagyomanyos nem szelektiv NSAID kezelés; B. Szelektiv COX-2 gatl6 kezelés
A PPI kezelés hatasa az apoptosisra.

4.7.3. A p53 expresszio valtozasa a gyomornyalkahartyaban

A p53 expresszio a kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan nagyobb volt a
hagyomanyos NSAID kezelés esetében, mig a szelektiv COX-2 gatld kezelésnek nem
volt ilyen jellegli hatasa. A PPI kezelés mindkét csoportban csokkentette a p53
expressziot (32. tablazat, 27. és 28. abrak).
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27. abra. A p53 expresszio hagyomanyos NSAID kezelés soran
A. PPI kezelés eldtt (400x nagyitas); B. PPI kezelést kovetden (400x nagyitas)

A p53 expressziot a sejtmagok barnas festddése jelzi.
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Roviditések: p53: p53 expresszio; ns-NSAID: hagyomanyos nem szelektiv NSAID; COX-2:
szelektiv COX-2 gatlo; PPI: protonpumpa gatlo

28. dbra. A p53 expresszié egyéni valtozasai PPI kezelés elétt és utan

A. Hagyomanyos nem szelektiv NSAID kezelés; B. Szelektiv COX-2 gatl6 kezelés

A PPI kezelés hatasa a p53 expressziora.
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4.7.4. Az EGFR expresszié valtozasa a gyomornyalkahartyaban

Az EGFR expresszié a hagyomdnyos NSAID ¢és a szelektiv COX-2 gatlo
kezelés soran egyarant szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban
(kifejezettebb expresszio-csokkenést észleltiink a szelektiv COX-2 csoportban). A PPI

kezelés mindkét csoportban normalizalta az expressziot (32. tabldazat, 29. dbra).
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Roviditések: EGFR: EGFR expresszio; ns-NSAID: hagyomanyos nem szelektiv NSAID;
COX-2: szelektiv COX-2 gatlo; PPI: protonpumpa gatld

29. abra. Az EGFR expresszio egyéni valtozasai PPI kezelés el6tt és utan
A. Hagyomanyos nem szelektiv NSAID kezelés; B. Szelektiv COX-2 gatlo kezelés

A PPl kezelés hatasa hatasa az EGFR expressziora.

4.7.5. Megbeszélés
Jol ismert tény, hogy a hagyomanyos NSAID szerek alkalmazéasa soran szamottevo
felsd és also tapcsatornai mellékhatasokkal kell szamolni, a tdpcsatornai vérzés és
perforacié mortalitasa pedig igen jelentds (274-279).
A hagyomanyos NSAID-szerek alkalmazasa soran észlelt jelentds morbiditas és
mortalitdas vezetett a szelektiv COX-2 gatlok kifejlesztéséhez, amelyeknek
szignifikdnsan alacsonyabb a Gl mellékhatasa (280-286).
Mivel kevés informacionk van a nem szelektiv NSAID és a szelektiv COX-2 gatlo
szereknek a gyomornyalkahartya sejtkinetikajara kifejtett hatasarol, ebben a
vizsgalatsorozatban a gyomornyalkahartya sejtkinetikai valtozasait (Sejt proliferaciot;
apoptosist; EGFR expressziot; p53 expressziot) hagyomanyos NSAID, szelektiv
COX-2 gatl6 kezelés soran, ill. PPI védelemben tanulmanyoztuk (287, 288).
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A korabbi klinikai vizsgalatok azt talaltak, hogy a hagyomanyos NSAID-szerek csak
kismértékben befolyasoljak a sejt turnovert a gyomornyalkahartyaban (112, 289, 290).
A szelektiv COX-2 gatlok esetében az eddig kozolt kisérletes eredmények arra
utalnak, hogy daganatos sejtvonalakon fokozzak az apoptosist, a nem-daganatos
gyomornyalkahartyaban viszont alig befolyasoljak a sejt turnovert, gatoljak a sejt
proliferaciot és a sejt ndvekedést, késleltetik a sebgyogyulasat (114, 115, 291, 292).

A sejt turnoverre kifejtett hatas vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a hagyomanyos
NSAID-kezelés a novekvo tendencia ellenére nem befolyasolta szignifikans modon a
sejt proliferaciot és az apoptosist. Eredményeink Osszhangban vannak a koradbban
kozolt adatokkal (112, 289, 290).

A tartos szelektiv COX-2 gatld kezelés mellett viszont fokozott hamsejt proliferaciot
igazoltunk a kontroll csoporthoz képest. Ez részben ellentmond a korabbi,
allatmodellekben  fekélygyogyulast  vizsgald experimentalis adatoknak, de
Osszhangban van Imatani és mtsai (293) human gyomornyalkahartyaban igazolt
eredményeivel. Vizsgalatunkban a COX-2 gatlo kezelés sordn az apoptosis
megemelkedett a kontroll csoporthoz képest, de a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak. Ez részben a kis esetszammal és/vagy a viszonylag rovid (6 honapos)
kovetési id6tartammal fiigghet 6ssze. Mivel korabban kisérletes koriilmények kozott
inkomplett intestinalis metaplasia jelenlétében fokozott p53 expressziot €s sejt
turnovert igazoltak (294), a p53 expresszio viselkedését is tanulmanyoztuk.
Hagyoméanyos NSAID kezelés mellett szignifikansan emelkedett p53 expressziot
talaltunk, mig COX-2 kezelés soran a p53 expresszid valtozdsa nem bizonyult
szignifikansnak, amely arra utalhat, hogy COX-2 kezelés soran a DNS karosodas
mértéke és az apoptosis fokozodasa nem jelentés.

Vizsgélatunk legvaratlanabb eredménye, hogy az NSAID és szelektiv COX-2 gatld
kezelések soran egyarant csokkent az EGFR expresszid. A morfologiai vizsgalatokbol
jol ismert, hogy egészséges gyomornyalkahartydban EGFR immunreaktivitas
mutathato ki a parietalis sejtekben és a fundus mirigyek nyaktermeld sejtjeiben, mig a
proliferativ zonaban rendszerint egyidejit EGFR és PCNA aktivitas igazolhato (294).
A PCNA ¢s az EGFR expressziok ellentétes viselkédését nem tudjuk egyértelmiien
megmagyarazni. Feltételezhetd, hogy a sejt proliferaciot EGFR-fliggetlen
mechanizmus befolyasolhatja.

Jol ismert, hogy a szelektiv COX-2 gatlo kezelés kevesebb felsd tapcsatornai

mellékhatassal és nyalkahartya karosodassal jar. Eredményeink arra utalnak, hogy a
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szelektiv COX-2 gatlo kezelés soran észlelhetd kevesebb mellékhatas részben a
fokozott sejt proliferacioval hozhato Osszefiiggésbe. Ugy tiinik, hogy ez a
mechanizmus fiiggetlen az EGFR expressziotol.

Igazoltuk, hogy a PPI kezelés a hagyomanyos NSAID ¢és a szelektiv COX-2 gatlo
kezelés soran egyarant normalizalja a karosodott sejtkinetikat. A PPl-kezelés a
fokozott sejt proliferacio és p53 expresszid mellett a csokkent EGFR expressziot is
normalizalta. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a gyomornyalkahartya

sejtkinetikai valtozasaiban a savszekrécionak dont6 szerepe lehet.

4.8. Tartos PPI kezelés hatisa a gyomornydlkahdrtya
sejtkinetikdjara

4.8.1. Az omeprazol és az esomeprazol kezelés sejtkinetikai hatasai

A tartos PPI kezelésnek a gyomornyalkahartya sejtkinetikdjara kifejtett hatasat
H. pylori negativ reflux oesophagitises betegekben tanulmanyoztuk, akik 6 honapig
napi 20 mg omeprazol vagy napi 40 mg esomeprazol kezelésben résziiltek.
A PPI kezelés el6tti ill. a 6 honapos PPI kezelést kovetd proliferacios index, apoptosis,

p53 és EGFR expresszio valtozasait a 33. és 34. tablazarok foglaljak dssze.

Endoscopia (honapok) 0 6

Proliferacios index (%) 409+ 1338 54.1+16.6
Apoptosis (%) 453+ 8.7 495+10.3
P53 (%) 28.7+4.3 28.9+12.7
EGFR (%) 176 +£11.9 21.9+79

33. tdblazat. Tartés omeprazol kezelés hatisa a gyomornyalkahartya

sejtkinetikajara (atlag + SD)
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Endoscopia (honapok) 0 6

Proliferacios index (%) 39.6 +8.7 52.8 +10.4
Apoptosis (%) 43.5+9.8 489+9.8
P53 (%) 29.2+10.7 29.6+115
EGFR (%) 16.8 £8.1 22.3+8.1

34. tablazat. Tartés esomeprazol kezelés hatisa a gyomornyalkahartya

sejtkinetikajara (atlag + SD)

A gyomornyalkahartya sejt turnoverére kifejtett hatasban a két PPl kezelés kozott
nincs szignifikans kiilonbség (30. dbra). Tartoés PPI kezelés soran az omeprazol és az
esomeprazol csoportokban csupan enyhén fokozodd sejt proliferaciot és EGFR
expressziot igazoltunk, de a novekedés nem volt szignifikdns. Az apoptosis és a p53

expresszio nem valtozott a két PPI kezelés ideje alatt.
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30. dbra. Az omeprazol és az esomeprazol kezelés hatidsa a gyomornyalkahartya
sejtkinetikajara (atlag + SD)

A jelolési index (LI) a pozitiv festédésti sejtmagok, és az sszes leszamolt sejtmag aranyat jelenti.

A gyomornyalkahdartya sejt turnoverére kifejtett hatdsban nincs szignifikans kiilonbség a két PPl kezelés

kozott.
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PPI kezelés hatdsara csak az immunhisztokémiai festddési denzitds lokalizaciojaban
talaltunk észlelhetd kiilonbséget. Az ép gyomornyalkahartyaban PPI kezelés eldtt a
legnagyobb proliferacios aktivitast a nyaki kompartmentben észleltiik. A PPI terapia
hatasara 1étrejott legnagyobb sejt proliferacié novekedést a gyomornyalkahartya
korlatozodott (31. dbra). A parietalis sejtek a kezelés elott és a PPI kezelés utan sem
mutattak PCNA pozitivitast.

. ot

- I o - TgeTLm " 2 - by .,
KRB 1650 Tlri NSRS R T
4 v.-t*-s?' v PSRN DAl o - . :
L".,‘:& "‘.~ sl o

W * N - - - |
- . ; e v

. N

31. abra. PCNA immunhisztokémiai expresszié a gyomornyalkahartyaban tartos
PPI kezelés soran

A. PPI kezelés el6tt (200x nagyitas); B. PPI kezelést kovetéen (200x nagyitas)

A sejt proliferaciot a sejtmagok barnas festédése jelzi.

A. PPI kezelés el6tt a legnagyobb proliferacios aktivitdas a gyomornyalkahartyaban a nyaki
kompartmentben észlelhetd.

B. PPI kezelés utain a PCNA denzitas novekedés a mirigy kompartment mélyebb régidiban figyelhetd
meg.
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PPI kezelés elott az ép gyomornyalkahartyaban a parietalis sejtek és a gyomor fundus
mirigyek nyaki sejtjei mutattak pozitiv  EGFR expressziot. Az EGFR expresszio a
basolateralis membranra lokalizalodott, de nem érintette az apicalis luminalis membrant.
PPI kezelés utdn erdsen pozitiv EGFR immunreaktivitast talaltunk a hamsejtek
basolateralis membranjaban, a citoplazmaban és a supranuclearis regioban. Pozitiv EGFR
expressziot igazoltunk néhany parietdlis sejtben is (a citoplazméban ¢és a plazma
membranban), de az expresszié mértéke gyengébb volt, mint a nyaki-sejt kompartmentben
(32. dbra).

32. dbra. EGFR immunhisztokémiai expresszio a gyomornyalkahartyaban tartos
PPI kezelés soran

A. PPI kezelés el6tt (200x nagyitas); B - C. PPI kezelést kovetden (200x nagyitas)

A sejt proliferaciot a sejtmagok barnas festédése jelzi.
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4.8.2. Megbeszélés

A gyomornyalkahartya integritasdnak fenntartasahoz alapveté a sejt turnover
egyensulydnak biztositasa. A fokozott sejt turnover daganat képzddéséhez, mig a
gatolt turnover fekély kialakulasahoz vezethet (113).

Kisérletes koriilmények kozott igazoltdk, hogy a hosszii tavii omeprazol kezelés
reverzibilisen fokozza a sejt proliferaciot és gatolja a differenciaciot (296, 297).

Mas viszgalatokban viszont a tartdés omeprazol kezelés nem novelte a sejt
proliferaciot, ill. nem ndétt a hypergastrinoma vagy a gyomorrak kialakuldsanak
kockazata (298-300).

Vizsgdlatunkban két PPl (omeprazol ¢és  esomeprazol) kezelésnek a
gyomornyalkahartya sejtkinetikajara kifejtett hatasat H. pylori negativ reflux
oesophagitises betegekben tanulmanyoztuk (301, 302).

Igazoltuk, hogy a tartés (6 honapos) PPI kezelés nem befolyasolja érdemben a
apoptosisra vagy a p53 expressziora.

Nem talaltunk érdemi eltérést a hosszu tava omeprazol és esomeprazol kezelések
sejtkinetikai hatdsai kozott.

Eredményeink alatdmasztjdk a korabbi megfigyeléseket, melyek szerint a
gyomornyalkahartya sejt proliferacioja nem valtozik szignifikans mértékben a tartds
PPI kezelés soran (298-300).

Az a tény, hogy nem karosodik a sejt proliferacid és a cellularis valasz, tovabba
megmarad a sejt proliferacid és apoptosis kozotti egyensuly, megerdsiti a tartdés PPI
kezelés klinikai biztonsagossagat. A sejtkinetikai egyensuly fenntartasa tovabbi
biztositék arra, hogy a tartdos PPI kezelés sordn nem fokozodik a hyperplasia, a

dysplasia vagy a malignizalodas kockazata (303-306).
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4.9. A secretoros leucocyta protease inhibitor (SLPI) expresszio
kitlonbozo etiologidaju gastritisekben

Az SLPI expressziot H. pylori-asszocidlt gastritis mellett NSAID-asszocialt,

autoimmun, valamint lymphocitas gastritisekben tanulmanyoztuk.

49.1. Az SLPI immunhisztokémiai expresszio jellegzetességei

gastritisekben

A H. pylori negativ esetekben (kontroll csoportban és NSAID-asszocialt gastritisben)
a hamsejtekben és a mély foveolaris mirigyekben kifejezett citoplazmatikus anti-SLPI
antitest-festédést figyeltiink meg (33. abra; A-D). A mirigyek apicalis membranjanak

intenziv festddése azzal magyarazhato, hogy az SLPI egy secretoros fehérje.

A H. pylori-asszocialt gastritis esetében és lymphocitas gastritisben (amely rendszerint
egy korabban lezajlott H. pylori fert6zés eredménye) az SLPI fest6dés kifejezetten
csokkent, vagy alig volt detektalhat6 (33. abra; E, G).

A hamsejtek mellett az immunsejtek is hozzdjarultak a nyalkahartya SLPI
expressziojahoz. Az immunsejtek fenotipusat illetden a lymphocitak és plazmasejtek
esetében lehetett SLPI-expressziot igazolni, mig a neutrophil granulocytak nem

mutattak SLPI immunreaktivitast (33. dbra; C, F).
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Jelmagyarazat: (A) + (B): Kontroll csoport; (C)+(D): NSAID-asszocialt gastritis; (E): H. pylori-
asszocialt gastritis; (F): Autoimmun gastritis; (G): Lymphocitas gastritis;

SE: (surface) felszini ham; AG: antralis mirigyek; CG: atrophids corpus mirigyek; DG: (deep) mély
antralis mirigyek; Ly: lymphocita; PC: plazmasejt

4

33. dbra. Az SLPI immunhisztokémiai expresszioja kiilonbozo etiologiaju

gastritisekben

A citoplazmatikus SLPI expresszio mértéke fligg a lokalizaciotol. A hamsejtekben, a mély
foveolaris mirigyekben ¢és a lamina propria immunsejtjeiben  (lymphocitakban,
plazmasejtekben) kifejezettebb SLPI expresszio figyelhetd meg. Az SLPI expresszio altalaban
fokozottabb az antralis nyalkahartyaban, mint a corpusban. Az SLPI expressziot a voros szin
jelzi, mig a sejtmagok hematoxilin festédéstiek.
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49.2. Az SLPI expresszi6 osszehasonlitasa Kiilonb6zo etiologiaju

gastritisekben egy szemikvantitativ pontrendszer alapjan

Az alkalmazott szemikvantitativ score rendszer alapjan megallapitottuk, hogy a
legkifejezettebb SLPI expresszio a kontroll csoport antralis nyalkahartyajaban
igazolhato.

NSAID-asszocialt gastritisben az antrum €s corpus SLPI expresszidja alacsonyabb
volt, mint a kontroll csoportban, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

H. pylori-asszocialt gastritis esetében az antralis nyalkahartya SLPI expresszioja
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban (34. A. dbra).

Lymphocitas gastritisben az SLPI expresszio hasonldan alacsony volt (34. A. dbra).
Ezzel szemben az NSAID-asszocialt vagy az autoimmun gastritisben a corpus
hamrétegében az SLPI expresszid nem kiilonbozott érdemben a kontroll csoporthoz

képest (34. A. abra).

Mivel az immunsejtek eltéré infiltracidja befolyasolja a gastritis tipusat, tovabba a
nyalkahartya SLPI expressziojahoz az immunsejtek is hozzajarulnak, az egyes
immunsejtek SLPI expresszidjat kiilon-kiilon is vizsgaltuk.

Osszességében az SLPI expressziot mutaté immunsejtek ardnya minden vizsgalt
csoportban alacsonyabb volt, mint az SLPI-t expresszaldo hamsejtek aranya.

A H. pylori-asszocialt és a lymphocytas gastritisekben az antrum nyalkahartyat
infiltralo lymphocytdk és plazmasejtek szignifikdnsan alacsonyabb SLPI expressziojat
észleltiik, mig az NSAID-asszocialt gastritisben az immunsejtek SLPI expresszioja az
antrumban és corpusban valtozatlan volt (34. B. dbra).

Autoimmun  gastritisben a corpust infiltrald6 immunsejtek SLPI-expresszioja
kifejezettebb volt, mint a kontroll csoportban vagy az NSAID-asszocialt gastritisben
(34. B. abra).
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Jelmegyardzat: A'Y-tengely az immunhisztokémiai szemikvantitativ score értékeket mutatja.

Az X-tengely a kiiliinb6z6 csoportokat jelzi:

(CON=Kontroll csoport; NSAID=NSAID-asszocialt gastritis; HP=H.pylori-asszocialt gastritis;
LYG=Lymphocités gastritis, AlI=Autoimmun gastritis).

34. dbra. Az SLPI immunhisztokémiai expresszio oOsszehasonlitasa kiilonb6zo

re s

etiologiaju gastritisekben egy szemikvantitativ pontrendszer alapjan

Az A. abra a hamsejtek, a B. abra az immunsejtek adatait tartalmazza.
Az iires négyzetek az antrum, a csikozott négyzetek a corpus nyalkahartya adatait jelzik.
A csoportok kozotti szignifikanciat a P-értékek mutatjak.
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4.9.3. Megbeszélés

Az SLPI tobbfunkcids fehérje, amely szerin proteazok gatlasa mellett szerepet
jatszik a sejt proliferacio szabalyozasaban, és a sebgyogyulast is elésegiti (116-121).
Korabban H. pylori-asszocialt gastritisben csokkent antralis SLPI koncentraciot
igazoltak, de nem egyértelmii, hogy a csokkent expresszid mennyire fligg 0ssze a H.
pylori fertézéssel (307, 308). E kérdés megvalaszolasara H. pylori-asszocialt gastritis
mellett mas etiologiaju (NSAID-asszocialt, autoimmun, lymphocitas) gastritisekben is
tanulmanyoztuk az SLPI expressziot (309).

A H. pylori negativ kontroll csoporthoz képest az antrum nyalkahartyajaban
szignifikdnsan alacsonyabb SLPI expressziot igazoltunk H. pylori-asszocialt és
lymphocitas gastritisekben, mig az epithelialis SLPI expresszido mértékét az NSAID-
asszocialt és az autoimmun gastritisek nem befolyasoltak. A H. pylori-asszocialt és a
lymphocitas gastritisekben az antrum nyalkahartyajat infiltrald lymphocitak ¢és
arra utalnak, hogy az antrum nyalkahartya helyi SLPI alul-expresszidja specifikusan
kotédik a H. pylori fertézéshez és ez a csokkenés nem tekinthetd a
Egy ujabb vizsgalat, amelyben a H. pylori és a kis dozisa-aszpirin (ASA) hatasait
tanulmanyoztak az SLPI expressziora, megerdsiti eredményeinket. Forditott
Osszefliggés igazolodott a H. pylori-asszocialt gyulladas mértéke és az SLPI
expresszid kozott, mig az ASA kezelés nem befolyasolta az SLPI expressziot. Ez az

eredmény is alatamasztja, hogy a H. pylori fertézés a kis dozisi ASA kezeléstol

crcr

A gyomornyalkahartydban a csokkent SLPI expresszio funkcionalis kovetkezménye
nem egyértelmii. A csokkent antralis SLPI részben szerin proteazok (pl. cathepsin G,
elastase) proteolyticus aktivitasat befolyasolhatja. Zhu és mtsai (311) igazoltak, hogy
az SLPI ¢és az elastase expresszio kozotti egyensuly meghatarozza két hameredetli
szabalyozd faktor, a proepithelin és epithelin aranyat, amelyek a nyalkahartya
gyogyuléds folyamatat szabalyozzak. Masrészt igazoltak, hogy az SLPI, a nukleéris
factor kappa B jelrendszeren keresztiil, gyulladasos folyamatokban is szerepet jatszik
(312, 313). Végiil az SLPI-nek kodzvetlen antimikrobas hatasa is lehet a H. pylori
korokozdval szemben, mivel igazoltak, hogy az SLPI egyarant gatolja a Gram-pozitiv

¢és negativ baktériumok novekedését (117, 314).
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5. KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK

5.1. Cisztein és szerin protedzok szoveti vizsgdalata CRC-ben

Az éltalunk vizsgalt két proteolyticus enzimrendszer (a cisztein protedz CATB,
CATL, valamint a PA/inhibitor rendszer) egyidejii viselkedését egyazon colorectalis
tumoros beteganyagban els6ként tanulmanyoztuk az irodalomban. A cathepsinek és a
PA/inhibitor rendszer szoveti koncentracidinak egymas kozotti  szignifikans
korrelacioja arra utal, hogy ez a két proteolyticus enzimcsalad egyidejlleg aktivalodik
a colorectalis daganatos invazio és attétképzés folyamataiban.

CRC-ben elsdk kozott igazoltuk a vizsgalt protedzok érzékeny prognosztikai szerepét.
Kimutattuk, hogy a CATL, uPA és PAI-1 szoveti antigén koncentracidi Szorosan
Osszefliggnek a taléléssel. A szoveti proteazok meghatarozasa mar a preoperativ
szakban, vagyis a Dukes stadium ismerete el6tt fontos prognosztikai informaciokkal

szolgalhat a klinikai gyakorlatban.

5.2. A proteolyticus enzimek tumor marker szerepe

Igazoltuk, hogy a preoperativ szérum CATB és CATL, valamint a plazma uPA
¢s PAI-1 koncentraciok szignifikansan megemelkednek a CRC betegek periférias
varmintaiban a kontroll daganatmentes csoporthoz képest. A diagnézis felallitasakor a
proteazok érzékenyebben jelezték a CRC diagndzisat, mint a CEA vagy a CA 19-9.
Eredményeink felhivjak a figyelmet a tobbtényezds (multiparametrikus) tumor marker
elemzés jelentdségére. Ez a megkozelités novelte a CRC felismerésének esélyét.

Az univarians talélési elemzés soran igazoltuk, hogy a szérum CATB, CATL és a
plazma PAI-1 antigén koncentraciok a CRC érzékeny prognosztikai tényezdi. A
multivarians talélési elemzés soran a szérum CATB és a plazma PAI-1 a Dukes

stadiumtol fliggetlen prognosztikai tényezéknek bizonyultak.
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A szérum CATB és a plazma uPA egyidejii klinikai viselkedését a CRC mellett
gyomor-, maj- és pancreasrakos betegekben is tanulmanyoztuk. Igazoltuk, hogy a
preoperativ szérum CATB és a plazma uPA koncentraciok szignifikansan nagyobbak a
Gl daganatokban, mint a kontroll csoportban. Kimutattuk, hogy a szérum CATB és a
plazma uPA koncentraciok a Gl daganatok érzékeny tumor markerei.

Els6ként igazoltuk, hogy a szérum cathepsinek és a plazma PA/inhibitor rendszer
antigén koncentracidi szignifikdnsan megemelkednek a colorectalis adenomas ill. a
GED betegek periférias vérmintaiban a kontroll csoporthoz képest, alatimasztva a
colorectalis ill. a gyomor szoveti mintdkban nyert adatokat. Eredményeink arra
utalnak, hogy a proteolyticus enzimek a GI rakmegel6z6 eltérések malignus
periféridas  vérmintdkbol torténd protedzok meghatirozdsa hozzasegithet a

malignizal6das szempontjabol valoban nagykockazatl betegek azonositasahoz.

5.3. Az MMP-9 expresszioja CRC-ben

Az MMP-9 expressziojat eddig még nem vizsgaltdk az ¢ép vastagbél
nyalkahartya - adenoma - dysplasia - CRC szekvenciaban. Igazoltuk, hogy az MMP-9
immunhisztokémiai expresszidja szignifikansan nagyobb volt a daganatos szovetben,
mint a daganatmentes normalis vastagbél nyalkahartyaban. Colorectalis adenomékban
az MMP-9 expresszio alapjan egyértelmiien el lehetett kiiloniteni a dysplasias és
dysplasia-mentes teriileteket. Az MMP-9 immunhisztokémiai expresszio intenzitasa
jol kovette a vastagbél eltérések sulyossagat, vagyis a normalis szovet - adenoma -
dysplasia - CRC szekvenciat. Eredményeink arra utalnak, hogy az MMP-9 fontos
szerepet jatszik a CRC kialakuldsaban €s az invazivitas egyik markerének tekinthetd.
Az immunhisztokémiai eredményeink megerdsitésére €s validalasara TagMan RT-
PCR eclemzést végeztiink, amely alatamasztotta a fontosabb immunhisztokémiai

adatainkat.
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5.4. Az MMP-9, a HGFR és az IGFR-1 expresszio colitis ulcerosaban

Az MMP-9 expresszigjat eddig még nem vizsgaltak a nyalkahartyagyulladas
sulyossaganak fliggvényében, ill. az MMP-9, HGFR ¢és IGFR-1 viselkedését nem
tanulmanyoztak egyazon CU beteganyagban. Kimutattuk, hogy az MMP-9
expresszidja szignifikansan nagyobb sulyos CU-ban, mint az ép nyalkahartyaban; az
MMP-9 expresszido fokozodasa a lamina propridban Osszefiiggoétt a gyulladés
stlyossagaval. A HGFR expresszioja a teljes nyalkahartyaban és a lamina propriaban a
gyulladas stlyossagaval parhuzamosan novekedett. Az IGFR-1 viszont fokozott
immunreaktivitast mutatott az enyhe és kozepes gyulladdsban az ép hamhoz képest,
majd az expresszio hirtelen csokkenését figyeltik meg a sulyosan gyulladt
hamrétegben. A gén expresszids és az RT-PCR elemzések megerdsitették a fontosabb
immunhisztokémiai eredményeket. lgazoltuk, hogy az MMP-9 és a HGFR feliil-
expresszidja valamint az IGFR-1 epithelialis alul-expresszidja szoros dsszefiiggésben
vannak a gyulladas sulyossagaval. Az MMP-9, a HGFR és az IGFR-1 egyideji

valtozasa hozzéjarulhat a nyalkahartya sériilés fokozddasahoz.

5.5. Az MMP-9 és a GST expresszio vizsgalata nyelocsében

Az MMP-9 ¢és a GST egyidejii viselkedését eddig még nem tanulmanyoztak az
ép nyel6csé - oesophagitis - BE - dysplasia - adenocarcinoma szekvenciaban.
Szignifikansan nagyobb GST ill. szignifikansan alacsonyabb MMP-9 expressziot
talaltunk az ép nyel6csében a tobbi csoporthoz képest. A GST expresszid csokkenése
ill. az MMP-9 expresszio novekedése jol kovette a BE - dysplasia - adenocarcinoma
szekvenciat. A dysplasids BE esetében a dysplasia-mentes BE-hoz képest a csokkent
GST ill. a fokozott MMP-9 expresszid alapjan feltételezhetd, hogy ezek az eltérések a
malignizalodas korai fazisaban is szerepet jatszanak. A GST és az MMP-9 egyideji
alul- ill. feliil-expresszidja arra utal, hogy a carcinogén anyagok detoxifikalasa révén
védé hatasi GST ill. az agressziv hatasut MMP-9 fontos tényezdk a nyel6csod
adenocarcinoma tobbtényezds kialakulasaban és progresszidjaban. Az MMP-9 ¢és a
GST expresszio vizsgalata BE esetében hozzasegithet a nyel6csé adenocarcinoma

kialakulasa szempontjabol valéban nagykockéazata betegek azonositasdhoz.
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5.6. A4 sejt proliferacio (PCNA) és a tumor szuppresszor p53 expresszio
vizsgalata nyelocsoben

A sejt proliferaci6 (PCNA) és a tumor szuppresszor hatasu p53 expresszio
egyidejii valtozasat a nyelOcsO eltérések széles skalajaban (az ép nyeldcso -
oesophagitis - BE - dysplasia - nyel6csé adenocarcinoma szekvenciaban) eddig még
nem vizsgaltak. Kimutattuk, hogy a PCNA és a p53 expresszidja alacsonyabb az ép
nyeldcsOben, mint a tobbi vizsgalt csoportban. A sejt proliferacié aranya és a p53
expresszio a nyeldcsé malignus transzformacioja soran fokozodott, kovetve a BE -
dysplasia - adenocarcinoma szekvenciat. Mindkét marker esetében a legnagyobb
expressziot adenocarcinomaban igazoltuk. Eredményeink arra utalnak, hogy a sejt
proliferacié és a tumor szuppresszor p53 gén expresszid aktivaldsa a nyel6cs6d
adenocarcinoma tobblépcsds folyamatanak mar korai szakaszaban megjelenik, és a
tovabbi daganatos progresszioban is Szerepe van. lgazoltuk, hogy a vizsgalt
paraméterek a nyeldcsé gyulladasos folyamataiban is aktivalodnak. Eredményeink arra
utalnak, hogy a fokozott PCNA és p53 expresszio, a fokozott MMP-9 és csokkent
GST expressziokkal egyiitt a BE malignus transzformacidjanak hasznos markerei

lehetnek a klinikai gyakorlatban.

5.7. Hagyomdnyos NSAID és szelektiv COX-2 gadtlo kezelés hatdsa a
gyomornydlkahdartya sejtkinetikdjara

A gyomornyalkahartyaban fokozott hamsejt proliferaciot igazoltunk tartds
szelektiv COX-2 gatlo kezelés mellett, mig a hagyomanyos NSAID kezelés soran nem
mutatkozott ilyen eltérés. Hagyomanyos NSAID kezelés mellett szignifikdnsan
nagyobb p53 expressziot talaltunk, mig COX-2 kezelés soran a p53 expresszio
fokozodas kisebb mértékii. Mindkét kezelés soran egyarant szignifikansan csokkent az
EGFR expresszio. Eredményeink arra utalnak, hogy a szelektiv COX-2 gatld
kezeléssel kapcsolatos ritkabb Gl mellékhatas részben a fokozott sejt proliferacioval
hozhaté Osszefiiggésbe. Ez a mechanizmus vélhetden fiiggetlen az EGFR
expressziotol. Kimutattuk, hogy a PPI kezelés megsziinteti ¢és helyredllitia a
hagyoméanyos NSAID ¢és a szelektiv COX-2 kezelésekkel Osszefliggd sejtkinetikai
eltéréseket. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a gyomornyalkahartya

sejtkinetikai valtozasaiban a savszekrécionak dontd szerepe lehet.
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5.8. Tartos PPI kezelés hatdsa a gyomornydlkahdrtya sejtkinetikdjdara

Igazoltuk, hogy a tartos (6 honapos) PPI kezelés nem befolyasolja érdemben a
a p53 expressziora sincs hatassal.
Nem talaltunk eltérést a tartdos omeprazol és esomeprazol kezelések sejtkinetikai
hatésai kdzott.
Az a tény, hogy nem karosodik a sejt proliferaci6 és a cellularis valasz, tovabba
megmarad a sejt proliferaciod és apoptosis kozotti egyensuly, megerdsiti a tartés PPI

kezelés klinikai biztonsagossagat.

5.9. Az SLPI expresszio kiilonbozo etiologiaju gastritisekben

A H. pylori negativ kontroll csoporthoz képest a gyomor antralis
nyalkahartyajaban szignifikansan alacsonyabb SLPI expressziot igazoltunk H. pylori-
asszocialt gastritisben és lymphocitas gastritisben, mig az epithelialis SLPI expresszid

mértékét az NSAID-asszocialt €s az autoimmun gastritis nem befolyasolta.

A H. pylori-asszocialt és a lymphocitas gastritisekben az antrum nyalkahartyat
infiltraléo lymphocitak és plazmasejtek szignifikansan alacsonyabb SLPI expressziojat

mutattuk ki.

Igazoltuk, hogy a gyomor antralis nyalkahartya lokalis SLPI alul-expresszidja
specifikusan kotédik a H. pylori fertézéshez, fiiggetlen mas agressziv tényezoktol (pl.

NSAID kezelés karosito hatasatol), igy az SLPI expresszio csokkenés nem tekinthetd a

-----
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Legfontosabb j megallapitasok

1. CRC-ben a vizsgalt szoveti proteolyticus enzimrendszerek (cathepsinek,

daganatos invazidban és az attétképzésben.

2. A szoveti cathepsinek és PA/inhibitor rendszer a CRC érzékeny prognosztikai
tényezoi.
3. A proteazok szérum ill. plazma koncentracidi igéretes tumor markerekként

viselkednek CRC-ben és egyéb GI daganatokban. A szérum CATB, CATL és a

plazma PAI-1 antigén koncentraciok a CRC érzékeny prognosztikai tényezdi.

4. Colorectalis adenoma ill. gyomor GED jelenlétében a cathepsinek ¢és a
PA/inhibitor rendszer koncentracidi a periférids vérmintakban szignifikdnsan

megemelkednek, amely arra utal, hogy a proteolyticus enzimek az emésztészervi

crer

5. Az MMP-9 ¢és a HGFR feliil-expresszidja valamint az IGFR-1 alul-expresszioja
szoros Osszefliggésben van a CU sulyossagaval. Az MMP-9, HGFR ¢és IGFR-1

egyidejli valtozasa hozzéjarulhat a nyalkahértya karosodas sulyosbodaséhoz.

6. Az MMP-9, a GST, valamint a p53 és a PCNA expressziok valtozasai a Barrett

7. A PPI kezelés megsziinteti €s helyredllitja a hagyomanyos NSAID és a szelektiv
COX-2 kezeléssel 0sszefliggod sejtkinetikai eltéréseket.

8. A tartés PPI kezelés soran nem karosodik a sejt proliferacio és a cellularis valasz,
tovabba megmarad a sejt proliferacio és apoptosis kozotti egyensuly, amelyek
alatdmasztjak a tartoés PPI kezelés biztonsagossagat.

9. A gyomornyalkahartyaban védoé hatassal rendelkezé SLPI alul-expresszioja
specifikusan kotédik a H. pylori fert6zéshez.
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