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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A vastag- és végbélrak klinikai jelentosége

A vastag- ¢és végbélrak (CRC) napjainkban a daganatos halalozasok kb. 10%-ért
felelés, ezzel a 3. legtobb aldozatot szed6 onkologiai betegségnek szamit
vildgviszonylatban. Evente 1,8 millio uj esetet diagnosztizalnak, a néknél a masodik, a
férfiaknal a harmadik leggyakoribb daganat. A CRC gyakorisagaban jelentds foldrajzi
eltérés figyelheté meg, jellemzden a nyugati, fejlett orszagokban fordul el a legnagyobb
mértékben. Eurdpaban évi 500.000 esettel a masodik leggyakoribb daganat. Sajnélatos
modon a 2018-as adatok alapjan Magyarorszag a lakossag kor szerinti megoszlasaval
korrigalt, 100.000 lakosra jutod esetek szdmat tekintve férfiaknal az elsé helyen (70,6 /
100.000 lakos), n6knél a masodik helyen (36,8 / 100.000) all a vilag orszagai kozott (1.
abra)(1).

Vastag- ésveégbéldaganat Uj esetek becsiilt szama, n6k és férfiak, minden életkor, 2018
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1. abra: A vastag- és végbéldaganatok incindencidja nemek szerint, kor szerint
standardizalva, 100.000 lakosra vetitve, orszdagokra lebontva 2018-ban (1).
Magyarorszag kiemelkedik a CRC incidencidjaban a vilag orszagai kozil
mindkét nemben.



Evente kozel 80.000 betegnél diagnosztizalnak daganatos megbetegedést
hazankban, melybdl tobb, mint 10.000 eset CRC (2). A magyar adatok alapjan ez a
daganat a masodik helyen szerepel mind az incidenciat, mind a mortalitast tekintve. Ezzel
évente tobb, mint 5000 ember hal meg Magyarorszagon. Az egyetlen pozitivum, hogy
hazankban az elmult 15 évben stagnalas figyelheté meg a betegség incidenciajat (1.

tablazat) és mortalitasat tekintve.

1. tablazat: Hat nagy haldlozasi gyakorisagu daganat incidencidajanak
novekedése 1975 és 2014 kozott Magyarorszagon (2)

Daganat Esetszam  Novekmény Esetszam Valtozas Esetszam  Vailtozas
1975 1999 (%) 2004 (%) 2014 (%)

Ajak- és szajiiregi

rak 462 1618 250 1690 +4 1460 -14

Légceso-, horgo-,

tildorak 4169 7883 89 8260 +5 8733 +6

Vastag- és

végbélrak 3025 4912 62 4979 +1 5050 +1

Hasnyalmirigyrak 1076 1562 45 1683 +8 1999 +19

Emlérak 1650 2381 44 2285 -4 2133 -7

Prosztatarak 1196 1387 16 1275 -8 1280 0

Korabban a gyakorisag novekedéséért elsdsorban az éregedd tarsadalmat tették
felelossé, mivel a CRC incidencidja az életkor eldrehaladtaval né. Azonban egyre
nagyobb szamban ismerik fel fiatal, azaz 50 év alatti betegeknél is (3). A vilagszerte
észlelt jelentds, évente kb. 6%-os ndvekmény hatterében elsdésorban a fejlédd
orszagokban fokozodd incidencia all, amelynek hatterében leginkdbb az ¢letmdddal
Osszefiiggd tényezoket €s a varhato élettartam novekedését feltételezik, mig a fejlett

orszagokban inkabb stagnalas vagy akar az incidencia csokkenése figyelheté meg (4).

2.1.1. A CRC kialakulasaban szerepet jatszo tényezok

A CRC kialakulasaban mind velesziiletett, mind kornyezeti tényezok szerepet
jatszanak. A betegek 5-7%-nal ismert velesziiletett kolorektalis rak szindroma (Lynch-
szindroma, familiaris adenomatdzus polip6zis, MUTY H-asszocialt polipozis, polimeraz

korrektaraval tarsult polipdzis) (5), 10-20%-nal pozitiv a csaladi anamnézis (6). A



fennmaradd 65-85%-ban, azaz az esetek donté tobbségében azonban a daganat
sporadikusan fordul eld. Az 6roklédé esetekben jol azonosithatd egy adott gén vagy
géncsoport, amely felelOs a daganat kialakulasaért. A sporadikusan kialakulo CRC esetén
a genom stabilitasanak felbomlasat tobb, random mddon szerzett szomatikus génmutacid
okozza. Ezek kialakulasaban dontd szerepet jatszanak a kornyezeti és életmodbeli

hatasok.

2.1.1.1. A CRC kialakulasat befolyasolo kornyezeti és életmédbeli hatasok

Az életkor elorehaladtaval 40 éves kortol fokozatosan nd a CRC kialakulasanak
lehetdsége, amely 50 éves kor felett jelentésen megemelkedik, a diagnosztizalt esetek
90%-a 50 év felettick korében fordul el (1). A 60 és 79 éves korcsoportban a CRC
eléfordulasi gyakorisdga 50-szerese a 40 év alatti korcsoporthoz képest. Valdsziniileg az
¢letkor elérehaladtaval az egyre nagyobb szamban el6forduld genetikai hibak feleldsek a

daganat kialakul4saért.

Szamos vizsgdlat alapjdn ma mar jol ismert, hogy a genetikai hajlamon és a
random génmutacidkon kiviil jelentds szerepet jatszanak a kornyezeti hatdsok és az
¢letmodbeli tényezok (2. dbra). A kiilonféle élelmiszeripari feldolgozasokon atesett vagy
voros husokat (sertés, marha, birka), nagy mennyiségben allati zsirt vagy koleszterint
tartalmazo étrend esetén is emelkedett a CRC kockazata, kiilondsen a bal kolonfélben (7).
Feltételezések szerint az ilyen étrend kedvez olyan baktériumflora kialakulasanak, amely

az epesokat potencialisan karcinogén nitrézaminokka bontja.

Fliggetlen prognosztikai tényezOnek bizonyult az obezitds 6nmagaban is, 30
kg/m? vagy afeletti testtomegindexii betegeknél a kockdzat 20%-kal magasabb (8). A
jelenség hatterében az all, hogy a taplalkozas sordn a szervezetbe jutd zsirok rendellenes
bélhamsejt proliferaciot indithatnak el (9). Az Osszefiiggés a férfiaknal kifejezettebben

figyelhetd meg.

Mint szamos mas betegség esetén, a dohanyzas és az alkoholfogyasztas itt is
egyértelmii patogenetikai rizikotényezonek bizonyult (10). Ezzel szemben a rostokban
gazdag taplalék fogyasztasa csokkenti a CRC kialakuldsanak valoszinliségét. Feltételezik,
hogy a rostok eliminaljak a belekben képz0do6 karcinogén anyagokat és gyorsitjak az étel

athaladasat a tapcsatornan, bar nagy betegszamu vizsgalatok ezt végiil nem tamasztottak



ala (11). Hasonlodan, a rendszeres fizikai aktivitas, sportolas védo szerepe is jo ismert ma
mar, amely kozel 25%-os rizikocsokkenést jelent mindkét nemben (12). Valosziniileg a
prosztaglandin szint csokkentése, az étel bélcsatornan vald athaladasanak révidebb

tranzitideje €s a jobb immunvalasz is szerepet jatszik ebben a pozitiv hatasban (13).

A fentieken tul a hormonalis tényezék szerepe sem elhanyagolhaté: férfiaknal
nagyobb aranyban fordul eld, ndk esetében pedig fokozottabb a kockazat nulliparitas,
id6sebb életkorban kihordott elsé terhesség, valamint korai menopauza esetén (14). Ezzel
szemben a posztmenopauzaban alkalmazott hormonterapia csokkenti a CRC kockazatat.
Valoészintileg az Osztrogén védd szerepe annak tulajdonithatd, hogy csokkenti az
epesavtermelést, valamint az inzulinszeri novekedési faktor (IGF-1) szintjét a
szérumban, melyek a normal bélham daganatos atalakuldsanak kezdeti Iépéseiben fontos

tényezok (15).

A nem-szteroid gyulladascsokkent6k (NSAID), elsésorban az acetil-szalicilsav
protektiv szerepét is tobben vizsgaltak (16, 17). Epidemioldgiai adatok alapjan nem csak
az adendmak kialakulasat, hanem az adenémak malignus transzformacigjat is csokkentik
(18, 19). Ennek ellenére tovabbra sincs meghatarozva a minimalis hatasos dozis, a kezelés
sziikséges id6tartama, ¢és a kemoprevencid célcsoportja. Az  elsdsorban

gasztrointesztinalis mellékhatasoktol valo félelem miatt alkalmazasa nem terjedt el.

A gyulladasos bélbetegségek (IBD) hosszua ideje valo fennallasa is fokozza a CRC
kialakulasanak az esélyét, amely a diagnozis ota eltelt idovel €s a betegség kiterjedésével
egyértelmii Osszefliggést mutat (20). A Crohn-betegek 0,4-0,8%-anal, a kolitisz
ulcerozaban szenvedd betegek 5-10%-anal diagnosztizalnak CRC-t. Utobbiaknal a
betegség 10 éves fennalldsa esetén csak 2%, mig 30 ¢ves fennallas esetén mar 18% ez a
kockazat (21). Ezeknek a daganatoknak a biologiai viselkedése €s a morfologiaja is eltéro:
féleg a jobb kolonfélben fordulnak eld, gyakoriak a szinkron tumorok. Jellemzden
fiatalabb ¢életkorban alakulnak ki. A kezelésiikben gyakori a teljes vastagbél eltavolitas a

szinkron daganatok kialakuldsanak fokozott kockazata miatt.



Rizikot ndveld életmaédbeli

faktorok
2 - Dohanyzas
Orokletes faktorok - Feldolgozott étel
- - Alkohol
- Orokletes kolorektalis tumor Kolorektalis -Vords his
szindromak tumor riziké - Kevés gylimolcs, zoldség
- Pozitiv csaladi anamnézis faktorok - Elhizas
Egyéb faktorok Rizik6t csokkentd életmodbeli

o . faktorok
- Aszpirin és NSAID hasznalata

- Menopauza hormonpétlas
- Sztatin hasznalata

- Fizikai aktivitas

- Teljes kidrlési gabonak

- Elelmi rostok

- Halfogyasztas

- Diofogyasztas

- Vitaminok (D, C és masok)
- Kalcium-kiegészitdk

- Etnikum

- Férfi nem

- 2 tipust cukorbetegség

- Gyulladasos bélbetegség (1BD)

2. abra: A vastag- és végbéldaganatok kialakulasat befolydsolo tényezdk (22).
Szamos ¢letmodbeli, oOrokletes és egyéb tényezd befolyasolja a CRC

kialakulasat pozitiv vagy negativ irdnyban.

2.1.1.2. A CRC Kkialakulasat befolyasolé genetikai és epigenetikai eltérések

Napjainkra a szévettani elvaltozasokon tul sikeriilt azonositani az ezekért felelos
genetikai eltéréseket is. A folyamat kiindulési pontjat jelentik a bélben talalhato kriptak
mélyén 1évé multipotens Ossejtek, amelyek fiziologias esetben a bélhamsejtek
megujulasaért felelések (23). Amennyiben ezekben az Ossejtekben genetikai ¢€s
epigenetikai valtozasok halmozodnak fel, akkor meghatarozott onkogének aktivalodnak,
mig bizonyos tumorszuppresszor gének inaktivalodnak. Kezdetben csak egy malignus
fenotipus alakul ki, amelyiknek mérsékelten nagyobb az osztddasi iiteme a normal sejthez
képest. Azonban ujabb és jabb muticiokkal mar mutans sejtvonalak jonnek létre, és

megkezdddik a daganatsejtek tényleges proliferacioja.

A vastagbél karcinogenezist megalapozé genomialis instabilitds alapjan

alapvetden harom f6 csoport kiilonboztetheté meg (3. abra): a kromoszéma instabilitas
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(CIN), a mikroszatellita instabilitas (MSI) és a CpG sziget metilator fenotipus (CIMP)
utvonalak (22, 24).

A daganatok 60-65%-a a klasszikus adenéma-karcinéma szekvencia soran alakul
ki, melynek kiinduld pontja az adenomatdzus polip6zis koli (APC) gén mutacioja. Ezt
meghatarozott sorrendben tovabbi mutaciok kovetnek, amelyek végeredményben CIN-t
mutatd, de mikroszatellita stabil (MSS) tumorok kialakulasahoz vezetnek. A masodik
kisebb csoportba tartozik a mismatch repair (MMR) gének mutacidjat magaban foglald
utvonal: a gének mutacidja lehetett velesziiletett (2-5%), azonban sporadikusan is
el6fordul a CRC-k 15-20%-aban. Ebben a csoportban mikroszatellita instabilitas
figyelhetd meg. Az utols6 nagy csoport meglehetdsen heterogén, a CRC esetek kb. 17-

32%-at teszi ki a szesszilis-fogazott-metilacios utvonal.

Normadl kolon epitélium
Adenoma- Fogazott
karcmomfi l l l polip utvonal
szekvencia
Kora.i. Adenomatozus Hiperplasztikus
adenoma polip, vagy polip
Kromoszémalis fogazott adenoma Hipermetilicios
instabilitis ntvonalon
utvonalon keresztiil
keresztiil l
APC A Szesszilis BRAF V600E
KRAS Lom szemit mutacid, amelyet
PI3KCA. adenoma Mismatch repair polip epigén CpG-sziget
SM_-\D. 4 utvonalon keresztiil E\ﬂet_ﬂétor fenotipus
P53 Csiravonal mutaciok el
mutaciok az MLH1 / MSH2
MMR génekben
CIMP -, MSI-H
CIN +, CIMP - : CIMP 1,
' — Kolon karcindma | € MSS/MSLH

3. abra: 4 f6bb molekularis utvonalak a vastagbéldaganat kialakulasaban (22)
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Kromoszomalis instabilitds

A vastagbél daganatok kiillondsen alkalmasak a daganatképzddés kiilonbozo
stadiumainak demonstralasara, és ennek alapjan sziiletett meg a Fearon és Vogelstein altal
javasolt un. adenoma-karcinéma szekvencia modell (25). Ez egy hosszu, 15-20 éven at
tartd, tobblépcsds folyamat, mely sordn az ép nyalkahartyaban a kezdeti hiperproliferacio
utan megjelenik egy joindulati daganat, az adenoma. A folyamat soran a sejtatipia egyre
kifejezettebbé valik, az eredeti nyalkahartyastruktura felbomlik, a jelentkezd diszplazia
egyre sulyosabba valik, mig végiil a fokozatosan ndvekvd adendémabol eldszor a

bazalmembrant at nem tord in situ, majd azon talterjedd invaziv karcindma lesz.

Az adendmaképzddés elso 1épesdjeként az elsd mutacid az APC génben torténik,

amely az 5. kromoszoma rovid karjan (5q21) helyezkedik el (26). Ez inditja el az Gn.

crer

crcr

csalad transzkripcids faktoraihoz kotédik, és olyan fontos gének transzkripcidjat
aktivalja, amelyek a sejtproliferaciot szabalyozzak (ciklin D1, c-Myc), az érképzddést
segitik elé (vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF)) vagy az apoptozist
gatoljak (multridrog-rezisztencia-1 (MDR1), survivin). Mig 6énmagaban az APC gén
kiesése ,,csak” a bélhamsejt differenciacios zavarat és adenéma kialakulasat okozza, a
masodik 1épcs6hoz, az adendoma-karcinoma progressziohoz mar tovabbi gének mutacioja
is sziikséges. A Ras csaladba tartoz6 K-ras (Kirstein rat sarcoma) onkogén mutacioja
miatt megvaltozik az altala kodolt GTPaz aktivitasi fehérje miikddése, amelynek
egyébként a normalis sejtproliferacioban és differenciacioban van szerepe (27). A
mutacidja kovetkeztében a kisméretli, enyhén diszplasztikus adendémabol 1-2 cm-es,

kozepesen diszplasztikus tubulovillézus adendéma alakul ki.

A kovetkezd 1épcséfok soran létrejové muticiok a 18-as kromoszoma hosszi
karjat érintik. Itt taldlhato a vastagbélrakban kies6 gén (DCC) elnevezésii
tumorszuppresszor gén, amely egy olyan fehérjét kodol, amely az apoptdzis
indukcidjaban és a sejtproliferacido negativ szabalyozasban jatszik szerepet (28, 29).
Ebben a régidban helyezkednek el a SMAD2 ¢s SMAD4 tumorszuppresszor gének is. Az
altaluk kodolt fehérjék a TGF-B receptorokhoz kapcsolodd jelatviteli ttvonalak
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intracellularis mediatorai. A sejtmagba jutva a sejtosztodast, a sejtdifferenciaciot, a
matrix termel6dést és az apoptozist befolyasoljak. A vastagbél daganatok kozel 70%-ban
figyelheté meg a heterozigotasag elvesztése (LOH) a 18q régioban. Ezen folyamatok
eredményeképpen az adenoma mérete jelentésen né (>2 cm), €s a diszplazia sulyos foka

lesz.

Az adendéma-karcindma szekvencia utolsd 1épcsdje a 17. kromoszoma révid
karjan talalhaté p53 tumorszuppresszor gén mutacidja, amely végso soron a tényleges
karcinoma kialakulasahoz sziikséges (30). A daganatos progresszio egy jol ismert génje
a p53, mivel mutacidja az Osszes tumor 50%-aban kimutathatd, a vastagbél rak esetében
50-75%-ban fordul el6 (31). Egy olyan DNS-ko6té fehérjét kodol, amely szamos gén
transzkripcidjat szabalyozza, és ezen keresztiil befolyasolja a sejtproliferacio gatlasat, a
DNS-repair mechanizmusok indukcidjat, és az apoptézist is. DNS karosodas esetén
leallitja a sejtciklust a G1 fazisban, hogy a DNS hibajavitas megtorténhessen (32). Ennek
eredménytelensége esetén pedig apoptozist indukal. Epp emiatt a genom 6rének is

nevezik.

Mikroszatellita instabilitds

A mikroszatellitak kiilonb6z6 hosszasagu, altalaban 2-10 nukleotidbol allo
bazisismétlodéseket tartalmazo rovid DNS szakaszok, amelyek a teljes genomban
megtalalhatoak, genetikailag instabilak. Az MSI soran az MMR rendszer miikodése valik
elégtelenné: ez a mechanizmus felelés a DNS-ben kialakulé hibas bazisparosodas
kijavitasaért (33). Ennek eredményeképpen nukleotid inzerciok vagy deléciok
halmozodnak fel a genomban, amelyek érintik a mikroszatellitdkat alkoté nukleotid
szekvenciadkat is, és rajtuk keresztiil a karcinogenezisben kritikus szerepet jatszo
tumorszuppresszor gének (TGF-BII-R, IGF-1I-R, BAX) mutacidjahoz, és ezzel
aktivitasuk megsziinéséhez vezethetnek. A sporadikusan el6fordulo CRC 15-20%-ban és

Lynch-szindromaban észlelhet6 ilyen tipust genomialis instabilitas.

A hibajavit6 rendszernek legalabb hét tagja van: a human Mut L homologok
(hMLHI1 és hMLH3), a human Mut S homoldégok (hMSH2, hMSH3 és hMSH6) ¢és a
human posztmitotikus szegregacio, Mut L homologok (hPMS1 és hPMS2). A hMLHI1 és
a hMSH2 fehérjék alapvetd szerepet jatszanak a hibajavitdé rendszer megfeleld

mukodésében.
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A mikroszatellita statuszt 2 mononukleotid és 3 dinukleotid 16kusz vizsgalataval
hatdrozzak meg. Amennyiben a vizsgalt 10kuszok tobb, mint 40%-aban instabilitas
¢észlelhetd, akkor magas szinti (MSI-H), mig 40% alatt alacsony szintii (MSI-L)
mikroszatellita instabilitasrol beszéliink (34). Az MSI-H daganatokban altalaban a
hMLHI1 gén expresszidja szenved zavart. Megfigyelések alapjan ezek a daganatok
patologiailag eltérnek a CIN talajan kialakulo CRC-tdl. Elobbiek altalaban a vastagbél
proximalis részén helyezkednek el, rosszul differencialtak, mucinézusak, és

peritumoralisan limfocita infiltraci6 figyelhetd meg.

A Lynch-szindrbma vagy mas néven velesziiletett, non-polipozis
vastagb¢lbetegség (HNPCC) esetében, amely az o6roklott esetek mintegy 80%-at, az
0sszes CRC 3-5%-t teszi ki, a hMLHI1, a hMSH2, a hMSH6 és a hPMS2 MMR gének
egyikének vagy az EPCAM génnek a csiravonalbeli mutacidja vezet MSI-hez (35). A
betegség autoszomalis dominansan 6roklodik. Ezeknél a betegeknél a vastagbélben csak
kis szamban el6forduld, de daganatosan gyorsan (85-90%) elfajulé adenomak kialakulasa
jellemzo atlagosan 45 éves életkor koriil a vastagbél proximalis részén. Emellett azonban
mas lokalizacioban is megnd a malignus daganatok kialakuldsanak esélye, mint pl. az
endometrium, a petefészek, az ureter, a vesemedence, a hasnyalmirigy, az epeutak, a

gyomor ¢€s a vékonybél.

CpG sziget metildtor fenotipus

A DNS metilacié szdmos gén ki- és bekapcsoldsaban jatszik szerepet mind az
egeészséges fejlodés, mind a daganatképzddés soran. A CpG sziget metilator fenotipusban
az epigenetikai mechanizmusok jatszanak szerepet (36). A CpG szigetek jellemzben
Ha azonban ezek a szigetek hipermetilalodnak, akkor az 6ket kovetd tumorszuppresszor
gének transzkripcidja zavart szenved. A CpG szigetek metilacds mintdzata alapjan két
csoportot kiilonboztetiink meg CRC-ben: a magas CIMP fenotipusa (CIMP-H)
daganatokban szamos marker metilacidja megnd, jellemz6é a BRAF ¢s hMLH1 mutacio,
mig az alacsony CIMP fenotipusu (CIMP-L) daganatokban a K-ras mutacioja gyakori
(92%) és kevesebb gén metilacioja ismert. A sporadikus CRC-k 15%-aért ez a genomialis

instabilitas felelos.
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Jass és mtsai javaslata alapjan egy 5 csoportot megkiilonbozteté beosztas késziilt,

melyben a CIN-t, a MSI-t, a CIMP-H statuszt, a metil-guanin DNS metil-transzferaz 0-6

crer

veszik, és ez alapjan csoportositjak a CRC-t (4. abra) (37).

1.

CIMP-H és MSI-H tumorok (12%): a BRAF mutacio és a hMLHI
hipermetilacidja jellemzi ezeket a daganatokat, amelyek daltaldban ndknél
fordulnak el6 a jobb kolonfélben, kromoszomalisan stabilak. Szovettanilag
alacsony differencidltsagiak, gyakori a limfocitainfiltracid, a gocos nyaktermelés.
A kialakulasuk a fogazott adendmakbol torténik.

CIMP-H és MSS vagy MSI-L daganatok (8%): a hMLHI, pl6 és
tromboszpondin (THBS-1) részleges metilacidja, valamint a BRAF mutacidja
figyelhet6é meg, kromoszoémalisan stabilak. A fogazott adenémakbol alakulnak ki.
Jellemzéen néknél, a jobb kolonfélben fordulnak elé. Szovettanilag rosszul
differencialt mucindzus daganatok, melyeket diploid sejtek jellemeznek.
CIMP-L és MSS vagy MSI-L tumorok (20%): O-6-MGMT metilacio és K-ras
mutacié jellemzé. Kromoszémalisan instabilak. Adenomakbol vagy
hiperplasztikus polipokbol alakulnak ki. Férfi dominancia figyelhetd meg,
elsdsorban a bal kolonfélben alakulnak ki. Szovettanilag jol differencialtak.
CIMP negativ és MSS daganatok (57%0): a K-ras, a p53 és az APC mutacidja
figyelhet6é meg. Ez a csoport tartozik a klasszikus adendma-karcindéma szekvencia
modellbe. Jellemzden férfiakban alakulnak ki a bal kolonfélben. Szovettanilag jol
differencialt tumorok, amelyekben a szoveti limfocitainfiltracio alacsony.

CIMP negativ és MSI-H tumorok (3%): a hMLH1, a hMLH2 és a hMSH6
gének mutacioja jellemzi, ide tartoznak a Lynch-szindromas betegek. Altalaban
férfiaknal fordulnak el6 a jobb kolonfélben, mucinézus daganatok. Szdvettanilag

rosszul differencialtak, gyakori a diploidia €s a szoveti limfocitainfiltracio.
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Végbél

4. abra: A két kolonfélben kialakulo daganatok kozotti alapveté molekularis
kiilonbségek (22) A jobb ¢és bal kolonfél — rektum kozott fennalld, az eltérd
embriondlis eredet kovetkeztében kialakult kiilonbségek sematikus abraja

CRC-ben szenvedd betegeknél.

2.1.2. Diagnosztikai, prognosztikai és prediktiv markerek vastag- és végbélrakban

Az elmult években robbanasszeriien megndtt az elérhetd informécié mennyisége
az egyes daganatok molekularis biologiajat illetéen. Az un. prediktiv markereket, melyek
a megfeleld gyodgyszeres kezelés meghatarozasaban segitenek, ma mar széles korben
alkalmazzuk a kiilonb6z6 daganatoknal. Ugyanakkor egyelére nem sziiletett hasonld
attorés a diagnosztikai és prognosztikai tesztek teriiletén. A prognosztikai markerek a
kezeléstdl fiiggetlen informaciokat szolgaltatnak a betegség kimenetelére, azaz pl. a

betegségmentes (DFS) vagy a teljes tulélésre (OS) vonatkozodan.

A CRC-ben szenvedd beteg prognozisit napjainkban még mindig a
klinikopatologiai jellemzOk ¢és a diagndzis idején észlelt daganatstadium alapjan
hatarozzak meg. Rosszabb prognozist jelent a perineuralis terjedés, nyirokérbetorés,
alacsony differencidltsagi fok, bélelzarddas és bélperforacio, fiatal életkor, bizonytalan
vagy pozitiv reszekcios szél, emelkedett karcinoembrionalis antigén (CEA) érték,
valamint az el6rehaladott tumor stddium. Amennyiben 12 nyirokcsomonal kevesebbet

tavolitottak el, a beteg egy fokozottal rosszabb stadiumbesorolast kap. A daganatstadium
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elorehaladasaval az 5-éves talélés meredeken csokken: 1. stadium esetén 90%, II. stadium
esetén 70%, II1. stadium esetén 58%, mig IV. stadium esetén pusztan 15% (38).

Eppen ezért kiemelkedd jelentdsége van a korai diagnozisnak. Az idealis modszer
azt jelentené, ha olyan markereket lehetne azonositani a vérbol, székletbdl vagy egyéb
modon, amelyek mar a klinikai tiinetek megjelenése elbtt, a betegség egész korai
stadiuméaban jeleznék a daganat kialakuldsat, kelld informaciot szolgéltatnanak a
novekedés iitemérdl, az esetleges attétképzddésrdl és a kezelés sikerességérdl. Sajnos
azonban mind a mai napig nem rendelkeziink ilyen markerekkel, az eddig leirt molekulak

pusztan a felismert daganatok kovetésére hasznalhatdak.

2.1.2.1. Diagnosztikai lehetoségek CRC-ben

Szirési céllal szamos modszer all a rendelkezésiinkre, ezek szenzitivitas,
specifitasa nagyon valtozé (fokozott rizikét jelentd nagyobb adenomak, daganatok). A
vizsgalatok egy része non-invaziv, mas része invaziv. Utobbiak elfogadottsaga a lakossag

korében alacsonyabb.

Székletvérteszt

A székletvérteszt azon alapul, hogy a vastagbélpolipok ¢és daganatok gyakran
véreznek (39). Ezen vizsgalatok el6nye, hogy non-invazivak, fajdalommentesek és
gyorsak, kisebb megterhelést jelentenek a betegre nézve. Hatranyuk, hogy a daganatok
jellemzdéen csak intermittaloan véreznek, ezért az egyszeri vizsgalat nem elegendd. A
fiziologias vérvesztés széklettel 0,5-1,5 ml, a tesztek tobbsége 10 ml vérvesztés esetén

mar pozitiv eredményt mutat (40).

A legelterjedtebb modszer a guajak alapu tesztek, amelyek a hemoglobin vagy a
hem peroxidaz aktivitdsat mérik. Szdmos esetben alpozitiv eredményt adnak, mint pl.
peroxiddzokban gazdag ételek (voros husok, egyes zoldségek) és bizonyos gyogyszerek
(NSAID) esetén, ezért az alkalmazasuk eldtt err6l a betegeket tajékoztatni kell (41).
Emellett alpozitiv eredményt adnak a nem tumor eredetli, pl. aranyérbdl szdrmazo
vérzések is. Az irodalomban jelentds szoras észlelhetd, hogy milyen szenzitivitassal
mutatja ki a nagyobb adenomakat (12-41%) és tumorokat (26-64%), a specifitasa azonban
a vizsgalatok tobbségében magas (87-98%) (40, 42).
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Az immunkémiai alapi székletvér vizsgéalat eldnye, hogy csak a human
hemoglobinnal 1ép reakcidba, ezért a beteg étrendje nem befolyasolja az eredményt.
Ugyanakkor az NSAID alkalmazas ennél a tesztnél is alpozitiv eredményt ad (42).
Szenzitivitdsa a daganatok kimutatasa tekintetében (81,8%) jelentésen jobb a guajak
alapu vizsgéalathoz képest, azonban a magasabb koltsége miatt alkalmazasa kevésbé

terjedt el (43).

Enzimes vastag- és végbéldaganat sziirés

A teszt alapja, hogy a vastagbélben fiziologiasan eldforduld enzim, az M2-piruvat
kindz (M2-PK) a daganatos szovetben kevésbé aktiv, dimer forméaban fordul el6 a
tetramer izoforma helyett, és mennyisége megnd. A bélfalrol levalva a székletben iiriil,
mennyisége mérhetd; a teszt szenzitivitasa (73-92%) (44) és specifitasa magas (90%)
(45). Plazmaszintje szintén mérhet0, ez a vizsgalat is alkalmas sziirésre, bar szenzitivitasa
alacsonyabb (57,3%) a széklet M2-PK teszthez képest. Alpozitiv eredményt ad kronikus

gyulladasos bélbetegségek ¢és hasmenés esetén.
Széklet DNS teszt

A széklet DNS teszt vizsgalat azon alapul, hogy a bélfalrol folyamatosan valnak
le sejtek, melyeknél az adnendmakra és a tumorokra jellemzdé DNS eltéréseket vizsgalni
lehet. Egyidejiileg altalaban tobb markert is néznek, igy pl. a K-ras, a BRAF, az APC
vagy a p53 gének mutacidit, mikroszatellita instabilitast vagy DNS-metilaciot. A modszer
szenzitivitasa mind az adenémak (44-86%), mind a daganatok (75-91%) esetében elég
széles spektrumu, a specifitisa magas (82-96%) (46, 47). Amennyiben csak egy
metilacios markert vizsgaltak, akkor a teszt szenzitivitdsa jelentdsen csokkent
(adenémak: 21-69%, daganatok: 46-94%). A vizsgalat hatranya a magas koltség, a

csomagolasi €s szallitasi eldirasok komplexitasa.
Kettos kontrasztos irrigoszkopia

A vizsgalat sordn a vastagbélbe juttatott kontrasztanyag bevonja a bél falat, az
egyidejlileg bejutatott levegd hatasara pedig a bélfalak kifesziilnek, eltavolodnak
egymastol. A kontrasztanyag hatasara jol kirajzolddik a nyalkahartya reddzete €s az azon

lathat6 eltérések. A vizsgalat hatranya, hogy hosszadalmas, hasonl6 eldkészitést igényel,
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mint a kolonoszkdpia, a beteget sugarterhelés éri. Barmilyen eltérés esetén
vastagbéltiikrozés javasolt. Szenzitivitdsa a 7 mm-nél nagyobb adendmék esetében 73%,

mig a daganatokra 85-97% (48). Jelent6ségébdl egyre inkabb veszit.
Virtualis kolonoszkdpia

A vizsgalat sordan a vastagbelet levegdvel toltik fel, majd vékonyszeletes CT
vizsgalatot végeznek. Az igy nyert képekbdl specialis szamitogépes program segitségével
a vastagbél belfelszine ugyantugy attekinthetd, mint vastagbéltiikr6zés soran. Eldnye,
hogy az extraluminaris eltéréseket is mutatja, szovédmény csak ritkdn fordul eld.
Hatranya, hogy a rekonstrukcios képeken nem lehet megjeleniteni a nyalkahartya finom
részleteit, szerkezetbeli eltéréseit. Emellett sugarterheléssel jar, és ugyanolyan
elokészitést igényel, mint a kolonoszkopia. Szenzitivitasa és specifitasa magas mind az
adenomak (mérettdl fliggden 70-93% és 83,1-94,6%), mind a daganatok tekintetében
(96,1% és 100%) (49, 50).

Kolonoszkdpia

A legmegbizhatdbb eredmény a béltiikrozéssel nyerhetd, ez a vastagbéldaganatok
sziirésének gold standard-je. Mind a szenzitivitasa (95%), mind a specifitasa (99-100%)
magas a daganatok kiszlirésére (51). El6nye, hogy a teljes vastagbél attekinthetd,
lehetdség van szdvettani mintavételre, tovabba az esetleges kisebb méretii polipusok el is
tavolithatoak. Hatranya, hogy invaziv beavatkozas, elokészitést ¢és specialis
szakszemélyezetet igényel, illetve a sziirési modszerek koziil itt a legnagyobb a
szOvodmények aranya.
Karcinoembriondlis antigén

Jelenleg a CRC-ben szenvedd betegeknél a CEA-t alkalmazzak széles korben a
betegség utankovetése soran. Ez egy 180 kDa sulyu, komplex, intracellularis
glikoprotein, amely sejtfelszini  antigénként a  hasnyalmirigyben ¢és az
emésztérendszerben termelddik az embrionalis fejlodés idején (52). Felndttkorban is
megmarad a termel6dése, normal értéke 0 és 5 ng / ml érték kozé tehetd. Szamos egyéb
daganatban is megemelkedik a szintje a CRC-n kiviil, igy hasnyalmirigy- (53),
eml6daganatban (54), maj- (55) és tiid6tumorokban (56). Raadasul mas, nem malignus
korképekben is megemelkedhet a szintje, pl. dohanyzas, kronikus gyulladds vagy

méjbetegség esetén is (57). Onmagaban a magasabb CEA szint tehat nem feltétleniil jelent

19



rosszindulati  betegséget, diagnosztikai markerként alkalmazdsa nem javasolt.
Prognosztikai szerepe vitatott. Felmertilt, hogy a magas preoperativ CEA szint esetén a

betegség kimenetele rosszabb (58), nagyobb a recidiva kockazata és rovidebb a talélés
(59).

2.1.2.2. A Kkezelést befolyasolo tényezok

A Korai stadiumu ¢és a lokalisan elérehaladott CRC els6dleges kezelése tovabbra
is a sebészi eltavolitas. A II. stddiumu betegek nagy tobbségénél az RO reszekciod
elegendd, az adjuvans terapia alkalmazasa talkezelésnek mindsiil. Ugyanakkor a betegek
30%-nal lokoregionalis recidiva alakul ki (38). Ezen magas kockazati betegek
azonositasara javasoljak a mai nemzetkdzi ajanldsok azokat a klinikai és patologiai
kritériumokat (bélperforacio és bélelzarddas, perineurdlis terjedés és nyirokérbetorés

stb.), amelyek teljesiilése rosszabb prognozist jelent.

A jelenlegi ajanlasok alapjan nyirokcsomo attét esetén (I11. stadium) a szisztémas
adjuvans kezelés javitja a talélést és csokkenti a recidiva és az attétképzodés aranyat.
Azonban a standard kezelésnek szamitd oxiplatin-alapi kemoterapia fluoropirimidinnel
kombindlva a III. stadiumu betegek csupan 20%-anal befolyasolja ténylegesen a talélést
(60). Ezen betegek 50%-anal a sebészi kezelés 6nmagaban is elegendd, mig 30%-uknal a
kemoterapias kezelés ellenére is rekurral a betegség 2-3 éven beliil. Ez alapjan a betegek
80%-at felesleges toxicitasnak tessziik ki a kemoterapiaval. Amennyiben rendelkezésre
allna megfelelé marker, amellyel a fokozott kockazata betegek kiszlirhetéek ezekben a
betegcsoportokban, akkor a betegek egy jelentds részét megkimélnénk a kezelés okozta
toxicitastol. Masrészt a megfeleld betegecsoport intenzivebb kezelést kaphatna, amellyel

a tulélés javithato lenne.

Az elmult években egyre nagyobb jelentdségre tettek szert a daganatos

szovetmintak DNS vizsgalata, mely soran meghatarozott, a CRC karcinogenezisében

crer

MSI statusz

Az MSI statuszt kezdetben a Lynch-szindroma sziirésére hasznaltak. Azonban
ezen betegek az MSI pozitiv tumorok csupan 20%-at teszik ki. A tobbi MSI daganat

sporadikusan alakul ki, és a hMLHI1 gén promoterének hipermetilacidja figyelhetd meg.
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A TI/II. stddiumt daganatok 15%-anal, mig a IV. stddiumt daganatok csupan 4-5%-nal
mutathat6 ki, tehat az MSI prevalenciaja bizonyos mértékben fiigg a stadiumtol. Bar
fiatalabb életkorban megjelend rosszul differencialt daganatok jellemzik, prognoézisuk
mégis jobb az MSS betegekhez képest. Ugyan prediktiv markerként még nem egyértelmii
a MSI szerepe, a nemzetkozi irdnyelvek (ESMO, NCCN) javasoljak meghatarozasat a
magas kockdzata II. staddiumu betegeknél, mivel ezen betegek prognodzisa jobb, és az 5-
FU alapu kezelés nem jelent terapias elényt (61). Egyre tobb vizsgalat veti fel, hogy az
MSI pozitiv CRC-k jobban reagalnak az immunellenérzépont-gatld gyogyszerekre (62).
Ez alapjan az Amerikai Egyesiilt Allamokban engedélyeztek egy monoklonalis PD1-
antitestet (pembrolizumab) MSI pozitiv daganatokban, fliggetleniil a daganat tipusatol
(63).

Ras mutdacios statusz

Mig a korai stddiumu vastag-és végbéldaganatok 15%-4ban, addig a
metasztatizal6 daganatok 45%-aban mutathatok ki a K-ras mutaciéi (64). Az MSS
daganatokban gyakoribb az eléfordulasuk. A K-ras 12 és 13 kodon mutacidi rosszabb
prognozist jelentenek: 1,5-szer nagyobb a recidiva és a mortalitds aranya mutécio esetén,
mint a vad tipusnal. A K-ras az EGFR downstream effektora. Ezért a K-ras mutacios
statusz meghatarozasa segit megjosolni az anti-EGFR kezelés hatastalansagat mind a
nem-metasztatizalo, korai stddiumu, mind a metasztatizalo, kés6i stadiumi CRC-ben
(65). Fontos, hogy maga az anti-EGFR kezelés is a K-ras és a BRAF ektodomének

ey

gatlas ellenére, és igy a daganat a kezeléssel szemben rezisztenssé valik (66).

BRAF mutdcios statusz

A BRAF gén mutacidja a CRC-k 10%-aban mutathat6 ki, 90%-ban a kodon 600-
nak (p.V600) megfeleldoen. Ezeknél a betegeknél III. és IV. stadiumu tumorok esetén
szignifikansan rosszabb a recidiva-mentes (4,1 vs. 11,6 honap) és a teljes talélés (14 vs.
34,6 honap), mint a vad tipus esetén (67). Korai stadiumt daganatoknal azonban nem
figyelhetd meg ez az eltérés. Nagyobb aranyban igazolédott a gén muticidja rosszabb
performance statuszi betegeknél (ECOG), idésebb életkorban, rosszul differencialt és
tobb szervbe tavoli attétet ado tumorokban (68). Szamos vizsgalat azt igazolta, hogy

BRAF mutacio esetén (ami egyben K-ras vad tipust is jelent, és az anti-EGFR kezelés
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hatasossagat vetitené elére) az anti-EGFR kezelés nem jelentett terapias elényt a standard

kezeléshez képest (69, 70).

2.1.2.3. Potencialis markerek

Szamos olyan biomarkert sikeriilt azonositani az elmult években, amelyekkel az
eredmények biztatoak, és klinikai alkalmazasuk a kozeljovoben nagy valdsziniiséggel

megkezdddik.
Folyékony biopszia (CtDNS, liquid biopszia)

Ezzel a vizsgalati moédszerrel a vérben keringd vagy egyéb testnedvben
megtalalhatd daganatsejteket, sejttél fliggetlen DNS-t vagy daganatos eredetli
exoszomalis vezikulumokat gytijtenek és elemeznek, amelyek a primer daganatbdl vagy
az attétbdl jutnak a keringésbe. Mig korai stadiumban a ctDNS-ek koncentracidja a teljes
sejttol fliggetlen DNS-ek 1%-at sem éri el, addig kés6i stadiumban ez akar 50% is lehet.
Ez alapjan érthetd, hogy a diagnosztikdban nem hozott attorést, azonban a vizsgalatok
alapjan hasznosnak bizonyult a daganat eltavolitasdnak megitélésben, a legmegfeleldbb
célzott terapia kivalasztasaban €s a szisztémas kezelésekre adott valasz felmérésében

(71).

Jobb és bal kolonfél

A daganat lokalizacidjanak a szerepe az egyik legmegosztobb kérdés jelenleg.
Régota ismert, hogy a vastagbél két kiilonboz6 embriolodgiai fejlddési tton alakul ki. A
jobb kolonfélnek is nevezett proximalis szakasz a kozépbélbdl alakul ki, mig a bal
kolonfél, azaz a disztalis bélszakasz endodermalis eredetli. A kiilonb6z6 fejlodési
eredettel Osszefiigg, hogy a vérellatasuk kiilonbozik, a benniik taldlhatdé mikrobiom
populaciok eltéréek. Az adjuvans kezelésekre adott valaszuk is kiilonbozik: a CRYSTAL
¢és FIRE-3 vizsgalatok alapjan a jobb oldali K-ras vad-tipus pozitiv CRC-ben szenvedé
betegeknél nincs terapias elénye az anti-EGFR (cetuximab) terapianak (72). A bal
kolonfél tumorai jobban reagdlnak az egyéb kemoterapids, igy az 5-FU alapt kezelésekre,
mig a jobb kolonfél tumoroknal f6leg metasztazisok esetén van létjogosultsiga az

intenziv kemoterapidnak. Ezzel szemben viszont az immuterapia inkabb a jobb kolonfél
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tumoraiban mutat biztatd eredményeket, mivel ezeknek a daganatoknak magas az

antigenitasuk (73).

Tumor mikrokornyezetének (56) markerei

1. immunsejtes infiltracio
Az elmult években egyre nyilvanvalobba valt, hogy a daganat
mikrokdrnyezetének is szerepe van a betegség lefolyasaban és az egyes
rezisztenciak kialakulasaban. Az alapjan, hogy a daganatban megtalalhatoak-
e CD3+ és CD8+ limfocitak, ,,forrd” vagy ,,hideg” tumorokra lehet felosztani
az elvaltozasokat (74). A ,,forr6” daganatok esetén a recidiva-mentes tulélés
jobbnak bizonyult. Erdekes modon az MSI tumorok tobbsége szintén ,,forrd”
daganat. A ,hideg” tumorokat tovabb csoportositjdk az alapjan, hogy a
limfocitak kimutathatoak-e a daganat invaziv kornyezetében. Ez alapjan
hatarozzak meg a kozepes rizikdju csoportot.
2. stromadenzitds
A daganatos stroma mennyisége prognosztikai jelentdséglinek bizonyult I1. és
III. stadiumu CRC-ben: magas szdzalékos arany esetén mind a teljes, mind a
betegségmentes tulélés szignifikansan alacsonyabb volt (75). Ezenkiviil a
stromat alkoto sejtek tipusa is fontos lehet: a daganat-asszocialt fibroblasztok

jelenléte esetén nagyobb eséllyel alakul ki recidiva (76).

Osszefoglalva, a CRC alapvet8en egy heterogén betegség. A jovo valdsziniileg a
biomarkerek egy olyan kombinacidja, amely segiti a daganat mutacios térképének, a
daganat mikrokdrnyezetének és a klinikopatoldgiai jellemzOknek a meghatarozasat, €s
ezaltal lehetdvé teszi a korai stadiumt, mégis magas rizikoju betegek kisziirését, akiknél

személyre szabott és ezzel hatdsosabb adjuvans kezelés valik lehetdve.
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2.2. Vérlemezkék

2.2.1. A trombocitak morfologiaja és képzédése

A vérlemezkék sejtmag nélkiili szubcelluldris részecskék, melyek apréd
korongokként jutnak a keringésbe. Csak mitokondrialis DNS-ik van, emellett
tartalmaznak megakariocita eredeti mRNS-t is. A keringésbe jutott trombocitak a
sértetlen érpalyat nem hagyjak el. Fiziologias korilmények kozott azonban csak a
vérlemezkék mintegy kétharmada van ténylegesen a keringésben, egyharmaduk a 1ép
voros pulpajaban helyezkedik el. A 1€p koros megnagyobbodasa esetén ez a nem keringd
hanyad lényegesen nagyobb lehet, és a trombocitak szdma a vérben alacsonyabb a

normalértéknél.

A vérlemezkék térfogata 7+4,8 fl (77). Jellegzetes diszkoid formajuk a
plazmamembran alatt talalhatdo mikrotubulusokbdl 4116 orsdénak koszonhetd. Egészséges
feln6tt ember vérének 1 pl-ében 150-300.000 trombocita talalhato. Allandd mennyiségiik
szigoru kontroll alatt all. A képz6dés {6 szabalyozdja elsésorban a majban, illetve kisebb
mennyiségben a vesében és a csontveld stromasejtjeiben keletkez6 trombopoetin (TPO).
A keringdé TPO mennyisége nd, ha a trombocitaszam csokken. A TPO a hatasat a
trombopoetin receptoron (c-Mpl) keresztiil fejti ki: a csontvel6i megakariocitak szama,
ploiditasa, térfogata megnd, érésiik és a trombocitalefiizédés felgyorsul, az
apoptoziskészségiik pedig lecsokken (78). A megakariocitak mellett a vérlemezkék is
kifejeznek c-Mpl receptort, igy meg tudjak kotni a keringésben 1évé TPO-t, csokkentik a
szintjét, és ezaltal pedig negativ irdnyba befolydsoljak sajat képzddésiiket. Szdmos
citokinnek és kiilonb6zd interleukinnak is szerepe van a megakariocitopoézisben €s a
trombocita szintézisben. A citokinek inkébb a folyamatok stimulalésaért feleldsek, mint
pl. az IL-1, az IL-3, az IL-6, az IL-11, a leukémia gatlé faktor (LIF) és a granulocita-
makrofag kolonia stimulalo faktor (GM-CSF). A TPO expresszio gatlasaval ugyanakkor
a THBS-1, a TGF-B1 ¢és a trombocita faktor 4 (PF4) a vérlemezkeképzOdést negativan
befolyasoljak (79).

Ahhoz, hogy a képzés és a pusztulas egyensulyban legyen, naponta kb. 15-45 G/I
trombocitanak  kell  termelédnie. A megakariocita-trombocita  képzés az

eritroid/megakariocita bipotencialis progenitor sejtbdl indul ki. A megakariocitaképzés
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korai elkotelezett progenitor sejtje (MkP) mar rendelkezik c-Mpl-lel. A MKP-bol
keletkez6 promegakarioblast tovabbi sorsa egészen egyedi: mar nem oszlik, hanem
sorozatos endoreduplikdcion megy keresztiil. Ezek mindegyikében a maganyag
megkétszerezodik, a sejt azonban nem valik szét. Ezaltal a normalisan 2n
kromoszoémaallomanyt diploid sejtbél 4n, 8n, 16n és 32n poliploid sejtek keletkeznek
ennek megfeleld, egyre nagyobb DNS-tartalommal. A megakariocitaképzés elso
felismerhetd sejtjében, a megakarioblastban még folyik az endoreduplikdcio, de a
sejtplazma érésének nincs jele. A megakariocitava érést a mag lebenyezetté valasa ¢és a
sejtplazmaallomany jelent6s novekedése jellemzi. A teljesen érett megakariocita
atmérdje a 60 um-t is elérheti, a csontveld legjellegzetesebb, legkdnnyebben felismerhetd
sejtje. A kromoszomagarnitirdk szama megszabja mind a mag lebenyeinek szamat, mind
pedig a citoplazma mennyiségét, igy végsé soron az egy megakariocitabol lefliz6do
trombocitak szdma is a kromoszémagarnitarak szamanak fliggvénye. A csontvelOben az
érett megakariocitak a szinuszoidokat béleld endotélsejtek kozotti hézagokon keresztiil
plazmamembranbdl és sejtplazmabal allo nytlvanyokat (allabakat, pszeudopodiumokat)
bocsatanak a szinuszoidok lumenébe. Ezek a nytalvanyok leflizddnek, és az 6nallo (mag
nélkiili) vérlemezkéket alkotjak (80). Egy érett megakariocitabol 2000-4000 trombocita
képzddhet. A folyamat végén a megakariocitak programozott sejthalala kovetkezik be: a
sejtplazma szétesik és a sejtmagbol egy izolalt apoptotikus mag keletkezik. A
promegakarioblaszt megjelenésétdl a trombocita lefliz6déséig elteld tranzitidé mintegy 5
nap. Magaban a csontvelében a vérlemezkék nem raktarozodnak, a vérben 1évé szamuk
a folyamatos csontvel6i utanp6tlashoz van kotve (81). 7-10 napig életképesek, majd a maj

Kuppfer sejtjeiben és a I1épben bomlanak.

A trombocitdk egymassal és mas sejtekkel szdmos bioaktiv anyag szekrécioja
révén kommunikalnak, amely anyagok a vérlemezkék intracellularis granulumaibol
szarmaznak. A fébb tarold granulumaik a denz és az alfa-granulumok, a lizoszomak és a
peroxiszomak. A granulumokbdl tobb, mint 300 aktiv anyagot képesek kibocsatani (5.

abra).
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5. abra: Aktivalt verlemezkébol felszabadulo kiilonbozo anyagok sematikus
abraja (82) A vérlemezkék aktivalodasa soran fontos fehérjék és faktorok, mint
pl. adhézios molekulak, citokinek, kemokinek, alvadédsi és angiogenetikus
faktorok, lizoszomalis enzimek szabadulnak fel, melyeket meghatarozott
granulumok tarolnak.

A denz granulumok szamos hemosztatikusan aktiv, nem fehérje jellegli anyagot
tartalmaznak (83). Ezek koziil a legfontosabbak az adenozin-difoszfat (ADP), adenozin-
trifoszfat (ATP), guanozin-difoszfat (GDP), szerotonin (5-HT), pirofoszfat, magnézium
¢és kalcium. Ezek az anyagok nemcsak a véralvadasban, illetve a stabil koagulatum
kialakulasaban vesznek részt (vazokonstrikcio, aggregacio, vérlemezke aktivacioja), de

szerepet jatszanak az attétképzdodésben is.

Az alfa-granulumok szama kb. 10-szer nagyobb, mint a denz granulumoké,
atlagosan 50-80 talalhato egy vérlemezkében (84). Ezek fibrinogént, von Willebrand-
faktort (VWF), vérlemezke faktor 4-t (PF-4), vérlemezke eredetii ndvekedési faktort
(PDGF), B-tromboglobulint, THBS-1-et raktaroznak. Ezen kiviil szamos adheziv receptor
talalhat6 benniik: a fibrinogén fO receptora, vagyis az aupPs integrin (mas néven
glikoprotein 11B/I1A (GPIIB-111A)), a von Willebrand-faktor receptor (GP-1b-1X-V), és a
GPVI kollagén receptor is (84). Ezek a receptorok konstitutivan expresszalodnak a
sejtmembranban. A GPIIB-IIIA és a GPVI egy része a vérlemezkék aktivacidjakor

helyez6dik ki a sejtfelszinre, és indul meg az expressziojuk (85). Az alvadasi faktorok is
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az alfa-granulumokban raktarozédnak. Az V-6s faktor endocitozis révén kerill a
plazmabol az alfa-granulumokba, ott pedig komplexek formajaban raktarozodik, mig a
Xl-es és XIlI-as faktorok endogén uton képzédnek a megakariocitakban (86, 87). Az alfa-
granulumok antikoagulans anyagokat is tartalmaznak, mint pl. antitrombint, C1-
inhibitort, plazminogént, plazmint, szoveti faktor utvonal gatlot, protein S-t, proteaz-
nexin-2-t (84). Az innen felszabadul6 anyagok nemcsak a véralvadasban, hanem szamos
egyéb folyamatban is részt vesznek: kemotaxisban, adhézioban, aggregacidban,

koagulacioban, gyulladasban és sejtproliferacioban.

A lizoszomak ¢és peroxiszomak degradaciés enzimeik révén a kornyezeti
struktarak bontdsdhoz és atépitéséhez jarulnak hozza. A lizoszémdkban katepszinek,

elasztaz és kollagenaz, a peroxiszomakban pedig katalaz talalhato (88).

2.2.2. A vérlemezkék szerepe

2.2.2.1. Véralvadas

A vérlemezkék a fiziologias hemosztazis egyik kulcsszerepel6i. A vérzéscsillapitas
soran a szervezet arra torekszik, hogy az érfal sériilése esetén rogton zarja a
folytonossaghianyt, a vért ,folyékony” allapotban tartsa, és eltavolitsa a képzddott
véralvadékot, miutdn a vaszkularis integritds helyredllt. A vérlemezkék fiziologias
koriilmények kozott inaktiv allapotban keringenek az érpalyaban. Amennyiben az érfal
sériil, szinte azonnal két dolog torténik: az endotélium sériilése miatt felszinre keriild
kollagén hatasara a vérlemezkék kitapadnak a sériilt felszinre, majd a beldlik
felszabadul6 vazoaktiv anyagok (tromboxan-Az, 5-HT) hatasara vazokonstrikcio 1ép fel,
mely a sériilt teriilet véraramlasat csokkenti (89). A szabadda valt szubendotéliumhoz a
vérlemezkék egy sejtrétegben kitapadnak, majd aktivalodnak. Granulumaik tartalmanak
felszabaditasaval a kornyezo trombocitakat is aktivaljak, megindul az aggregacio, azaz a
trombocitdk egymashoz csapzodasa, valamint ezzel parhuzamosan a koagulacios kaszkad
is mukodésbe 1ép (77). Az aktivalt trombocitak szamos koagulacidés reakciohoz
biztositjak azt a katalitikus felszint, mely a koagulaciés folyamat kulcsat jelentd trombin
keletkezéséhez sziikséges, mely késobb a szolubilis fibrinogént fibrinné alakitja. Az érfal

sériilése két nagy rendszer mikodését inditja el szinte egy idében: a trombocitak
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aggregaciojat, valamint a véralvadasi kaszkadot, melyek végiil k6zosen hozzak 1étre az

alvadékot, ami fiziologias koriilmények kozott csokkenti, illetve megsziinteti a vérzést.

2.2.2.2. Immunfunkcio

Az elmult években nyilvanvalova valt, hogy a Vérlemezkéknek nemcsak a
véralvadasban, hanem az immunvalaszban is fontos szerepiik van (6. dbra). Alig 20 évvel
ezelott azonositottak a CD44L-t, amelyet a T-sejtek hasznalnak fel a B-limfocitak
aktivacioja soran. Ezt kovette szdmos tovabbi molekula, receptor és ligand azonositasa a
vérlemezkék felszinén és granulumaiban, amelyek kiilonb6z6 immunfolyamatokban
vesznek részt: MMP-1, -2, -9, CXCL-7 derivatumok (PBP, TAP-III, béta-
tromboglobulin, trombocidin-1, -2), human P-szelektin, C3 és C4 prekurzorok, Cl
inhibitor, TIMP-1, -4, toll-like receptorok, scavenger receptorok, siglecs, komplement

receptorok, Fc-éta-RI és az Fc-gamma-RI11 (90).
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6. abra: 4 vérlemezkék sokrétii funkcioi (91).
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A vérlemezkék felszinén talalhato adhézios molekulak €s receptorok eldsegitik az
interakcidjukat mas sejtekkel: a P-szelektin a leukocitakon elhelyezkedé PSGL-1-gyel
(CD162) képes ezen adhézids interakcio kialakitasara, ezaltal eldsegiti a fehérvérsejt
(CD40L) — amely nem csak helper T-sejteken, hanem az aktivalt trombocitak felszinén is
fellelheté fehérje — a differenciacids klaszter 40-nel (CD40) egy halézatot alkot a
dendritikus sejteken, igy fokozva érésiiket. Ugyanezen héalézat a B-limfocitaknal

affinitasérést ¢s immunglobulin izotipusvaltast idéz el6 - IgM helyett 1gG lesz az antitest

......

rrrrrrrr

A trombocitak direkt modon is képesek részt venni az immunitasban gy, hogy
elpusztitjak a target molekuldjukat. Mediatorok széles repertoarjat képesek szekretalni,
melyek egy része letalis a patogénekre: ilyen antimikrobialis faktorok példaul a PF4, a
CCLS5, proteazok és elasztazok (93).

A vérlemezkéknek szamos, diverz funkcioja van az immunrendszer mikodésében:

- a mieloid sejtek ¢és a trombocitak kapcsolédasa a fehérvérsejtek
proinflammatorikus aktivaciojat eredményezi,

- ko-stimulans szignalokat szallitanak a dendritikus sejtekhez,

- akut és kronikus gyulladasos betegségekben neutrofil-trombocita komplexek
johetnek létre. Amennyiben a komplex kialakulasat antitesttel gatoljak, az akut
gyulladas sulyossaga csokken.

- kronikus gyulladés talajan a trombocita-monocita interakciod révén szerepiik van
az ateroszklerotikus plakk kialakulasaban.

- szepszisben az endotoxinok altal aktivalt vérlemezkék a neutrofilekhez
kapcsolodva részt vesznek az un. ,neutrofil extracellularis csapdak”
kialakitasaban, ¢és halot alkotva intravazalisan segitik eld a baktériumok

eliminacidjat.
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2.2.2.3. Vérlemezkék és a daganat kapcsolata

Elészor 1964-ben irtak le, hogy valamilyen kapcsolat lehet a magasabb
trombocitaszam ¢s a daganatos betegségek kozott: trombocitdzisos betegek tobb, mint
harmadanal valamilyen daganatos megbetegedést igazoltak (94). Klinikailag az
emelkedett vérlemezkeszdm honapokkal vagy akar évekkel megeldzheti a daganatos
betegség diagnodzisat. Emellett a diagnézis idején észlelt trombocitozis rovidebb tuléléssel

¢és/vagy a kezelésre, kemoterapiara adott rosszabb valasszal is jar (95).

Egyre tobb adat tAmasztja ala, hogy a daganat novekedését és metasztatizalasat a
vérlemezkék pozitivan befolyasoljak (96-99). Ugyanakkor a névekvé tumor fokozhatja a
vérlemezkék képzddését €és aktivalasat, és ezdltal egy pozitiv visszacsatolas alakul ki.
Donté momentumnak tlinik, hogy a daganatsejtek aktivalni tudjak a vérlemezkéket,
amelyekbdl szamos, a granulumokban raktarozott medidtor felszabadul. Ezek hatdsara
gyulladésos, proliferativ és a proangiogenetikus folyamatok aktivalodnak, amelyek a
tumor novekedését, a szoveti invaziot és az attétképzodest segitik. Az attétképzddés
folyaman az invaziv daganatsejteknek a keringésbe kell jutniuk, a vérben a nyiréeroket,
egy¢éb mechanikai behatdsokat és az immunrendszer védekezd mechanizmusait tl kell
¢lnilik, majd az érpalya elhagyasa utdn egy tavoli helyen meg kell tapadniuk és
novekedésnek kell indulniuk. Az attétképzddés nem egy hatékony folyamat: a primer
tumor altal a keringésbe bocsatott sejteknek csak 0,01%-a alakit ki valamilyen tavoli

metasztatikus gocot (100).

Tobb hipotézis is ismert, hogy a vérlemezkék milyen modon segitik a daganat
progresszidjat. A daganatsejtek a trombinon keresztiil aktivaljak a vérlemezkéket: ez
torténhet a tumorsejtek altal termelt trombin révén, amelyet a vérlemezkével tortént direkt
kapcsolat soran kezdenek termelni, vagy indirekt modon a szoveti faktor altal medialt
utvonalon aktivalva a véralvadasi rendszert, amely a TME-ben a trombin képzodését
eredményezi (101). In vitro vizsgalatokkal petefészekrakban a daganatsejtek altal termelt
ADP (102), vastagbél daganatos sejtvonalakban ADP és matrix-metalloproteaz-2 (MMP-
2) aktivalja a vérlemezkéket (103).

A keringésbe jutd daganatsejtek koril az aktivalt vérlemezkék mintegy
védéburkot képeznek, ¢s ezaltal nemcsak mechanikai védelmet jelentenek, hanem

megvédik az immunrendszer valaszatol, mivel a természetes 616sejtek (NK-sejtek) nem

30



ismerik fel a daganatsejteket. A folyamatot segiti a PDGF és a TGF-§3 (104, 105). Az un.
»veérlemezke-mimikri” révén a hematogén disszeminacié szintén fokozddhat: ilyenkor a
daganatsejtek fenotipusa a trombocitakéhoz valik hasonléva, a sejtfelsziniikon yIIb/B3-t,
proteaz-aktivalt receptorokat ¢és trombocita-endotél sejtadhézios molekula-1-t

expresszalnak (106).

In vitro és in vivo vizsgalatok alapjan a PDGF fokozza a daganatsejtek
ham-mezenhima-szer( atalakulasat, és ezaltal az extravazacidjukat (96). Kézvetleniil a P-
¢és L-szelektinek révén nemcsak a vérlemezkék, hanem a fehérvérsejtek és az endotél
sejtek is megkonnyitik a daganatsejtek szamara az érpalya elhagyasat (107). Emellett a
vérlemezkék denz granulumjaibol felszabaduld adenin nukleotidok az endotél sejtek

adenozin trifoszfat receptor P2Y2-jének aktivaldsdval szintén a daganatsejtek

crer

Amennyiben a daganat mérete meghaladja a 2 mm-t, sajat vérellatas kialakitasa is
szilkségessé valik. Ehhez nagyban hozzajarulnak az aktivalt trombocitak a-
granulumjaibol felszabaduld proangiogenetikus anyagok, elsdsorban a VEGF (109), a
fibroblaszt novekedési faktorok, a PDGF és az endotélsejt eredeti novekedési faktor

(110). Az angiogenezist tobbek kozott a THBS-1, a PF-4 és az angiosztatin gatolja (111).

A fizioloégids hemopoézis soran a vérlemezkék képzddése szadmos ponton
stimulalhato, leginkabb azonban a TPO-n ¢€s a receptoran keresztiil torténik. Jol ismert,
hogy kronikus gyulladas vagy akut fert6zés esetén a TPO szintje megemelkedik, és ez
masodlagos trombocitozishoz vezet. A szolid daganatok esetében a TPO szint nem
magas, ezzel szemben szdmos citokin, igy az IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, LIF, a KitL és az
onkosztatin M (112) nagy valdszintliséggel szerepet jatszanak abban, hogy a vérlemezkék
szama megemelkedik. Ezek koziil egyre nagyobb figyelem iranyul az IL-6-ra, melynek
szintje Osszefiiggést mutat a trombocitaszammal. Mérfoldkdnek szamit Stone és mtsai
kutatasa, mely sordn 619 epitelialis petefészekrakban szenvedd beteg adatait vizsgaltak:
szignifikdnsan nagyobb ardnyban szenvedtek eldrehaladott stadiumi betegségben, és
szignifikansan rovidebb volt a betegségmentes és a teljes tulélésiik azon betegeknek,

akiknél trombocitdzis volt kimutathaté a diagnozis idején (113). Ezeknél a betegeknél a
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szérum TPO, a plazma ¢és tumorszdvetben mérhetd IL-6 is szignifikdnsan magasabb volt,

mint azoknal a betegeknél, akiknek a vérlemezkeszama normal tartomanyban volt.

Szdmos daganattipusban igazoltak, hogy elérehaladott stddiumokban az IL-6
termelése fokozott, igy pl. vesesejtes rakban (114), gasztrointesztinalis tumorokban,
hasnyalmirigyrakban, epitelidlis petefészek daganatban, prosztatakarcinomaban é&s
tidoérakban (115). A magasabb IL-6 szint pedig pozitivan befolyasolja a vérlemezkék
termel6dését, és ezaltal a szamukat. Allatkisérletben azokban az egerekben, amelyeknek
nem volt mitkdd6képes IL-6 receptoruk a majban, 33%-kal alacsonyabb volt a plazma
TPO szint, és nem alakult ki trombocitozis (113). Emellett anti-IL-6 antitest kezeléssel
(sziltuximab) kombinalva az epitelialis petefészekrdkban hasznalat kemoterapias

készitményt (paklitaxel), a daganat novekedése 90%-kal csokkent.

Mindezek alapjan egy pozitiv visszacsatolasos mechanizmus alakulhat ki: a
daganatban termel6dd IL-6 fokozza a mdjban a TPO termelést, amely pozitivan
befolyésolja a csontveldben a trombopoézist. Ennek eredményeképpen megemelkedik a
vérlemezkeszam: a keringésben 1év0 vérlemezkék aktivalodnak vagy a daganatsejttel
valé direkt kontaktus vagy a TME-ben termelddd trombin révén. Ennek
kovetkezményeképpen egyrészt a daganatsejteket kopenyszertien védik mind a
mechanikai behatasokt6l, mind az immunvalasztol, masrészt elésegitik a daganatsejtek
extravazacidjat. Emellett a granulumokbdl felszabaduldé mediatorok egy része
proangiogenetikus hatdsu, €s ez pozitiv iranyban befolyasolja a tumor angiogenezisét és
novekedését. A részben a vérlemezkék szamos hatdsa kovetkeztében ndvekvo

tumortdmeg nagyobb mennyiségili citokint termel, amely a vérlemezke termelést tovabb

fokozza, és ezzel a kor bezarul (7. abra).
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7. abra: A tumor-asszocialt trombocitozis feltételezett patomechanizmusa (116). A

daganatsejtek altal termelt IL-6 a majban TPO termelést indukal, amely a
csontvelében fokozott megakariocitopoézist eredményez. A keringésbe juto,
egyre nagyobb szami vérlemezkék aktivalodnak, a daganatsejteket
kopenyszerlien ~ beburkoljak,  eldsegitik  az  extravazicidjukat,  ¢és
citokintermelésiikkel elésegitik az angiogenezisiiket. Az egyre nagyobb

tumortdmeg altal termelt IL-6 a majban tovabbi TPO termelést okoz.

Interleukin-6

Az immunrendszer fejlodése, aktivalodasa és miikodése soran szolubilis anyagok,

citokinek termelédnek. Ezek fehérjék vagy glikoproteinek, amelyeket nemcsak

leukocitak, hanem mas sejtek is termelnek. Elsdleges feladatuk a sejtek kozotti

kommunikécio biztositasa. A legtdbb citokin szecernalt molekula, de néhany citokin

sejtek felszinén taldlhatod, masok az extracellularis matrixban raktarozodnak.
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A citokinek specifikus receptorokhoz kapcsoldédnak, a kotddés nyoman
intracellularis jelek, masodik ,messengerek” jonnek létre. A legtobb citokin
hemopoetikus vagy egyéb sejtek novekedési és/vagy differencialodasi faktora. Részt
vesznek az immunvalasz és a gyulladas legtobb folyamatanak szabalyozasaban. A
gyakran multifunkcionalis citokinek autokrin, parakrin, illetve bizonyos esetekben
endokrin Gton hatnak. A citokinek a sejtek kommunikéciojat szabalyozo tulajdonsagaikon

kiviil egymas termelddését, receptorait €s hatékonysagat is befolyasoljak.

A citokinek csoportositasa nagyon nehéz feladat, az elnevezések nem fedik a
funkciot. Az interleukin (IL) sorozat egyszeriien a felfedezés id6beli sorrendjét, semmint

barmilyen tartalmi Gsszetartozast fejez ki.

2.3.1. Az IL-6 altalanos jellemzoi

Az IL-6 egy helikalis szerkezetli glikoprotein, molekulasulya 20-30 kDa att6l
fiiggden, hogy melyik sejttipus termeli. A poszttranszlacios modositasok eredményezik
ezt a kiilonbozoséget, amely azonban nem befolyasolja a citokin biologiai aktivitasat.
Nagyon sokféle sejttipus termeli, mint pl. monocitak/makrofagok, endotélsejtek,
fibroblasztok, keratinocitak, aktivalt T- és B-limfocitak, mezangialis sejtek, gliasejtek,
kondrocitak, oszteoblasztok, zsirsejtek, simaizom sejtek, granulocitak, hizosejtek és
szamos tumorsejt (117). Jol jellemzi az IL-6 sokrétii hatasat, hogy 1986-ban tortént
klénozéasaig tobb, kiilonbozd néven is leirtdk ezt a molekulat attdl fiiggden, milyen
biologiai hatast igazoltak. Ennek megfeleléen ismert volt, mint B-sejt stimulalo faktor 2
(118), melynek hatasara az aktivalt B-limfocita immunglobulint termeld sejtté alakult, B2-
interferon az antiviralis hatdsa miatt, hepatocita stimulal6 faktor, amely a majban akut
fazis fehérjék termelését indukalta, hibridoma/plasmocitdéma novekedési faktor, amely a
plazmasejtek és a mieldoma sejtek kozotti fuzids sejtek novekedését fokozta. Késobb
szamos egyéb hatdsara is fény deriilt, a célsejt tipusatdl fiiggden lehet sejtosztddast

serkentd vagy gatlo, illetve differencialodast és sejtaktivitast elosegitd hatasa is (8. abra).
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8. abra: Az IL-6 pleiotrop hatasai (119)

A keringésben extrém alacsony koncentracioban mutathatdo ki (1-5 pg/ml), a
féléletideje pedig az emberi szervezetben zajlé fizioldgias és patoldgias folyamatoktol
fiigg, igy 10 perctdl 2-10 oraig terjedhet. Magasabb IL-6 szint mérhet6 valamilyen
stresszre, gyulladasra, fertdzésre, szdoveti traumdara adott valaszként, reaktiv
oxi géngyékék, UV- és ionizald sugérzés hatasara. Szerepet jétszik az akut fazis valasz, a
soran az Osszehizodd izmokbol is felszabadul IL-6, ami aktivalja az adenozin-
monofoszfat-aktivalt kinazt, noveli a glikoz felvételt, a metabolizmust és a zsirsav
oxidaciot (120). Erdekes modon izomdisztréfia, denervalt izmok esetén is megemelkedik
a szérum IL-6 szint. Normalis menstruacios ciklus, terhesség soran is megemelkedhet a

szintje (121, 122), akarcsak akut hiperglikémia soran (123).

Az IL-6 az IL-6 citokincsaladba tartozik, amelybe az interleukin-11-t, Kaposi
szarkoma- asszocialt human herpesz virus-8 interleukin-6-t, az interleukin-27-t, a LIF-t,
az OSM-t, a ciliaris neurotr6f faktort, a kardiotrofin-1-t és a kardiotrofinszerii 1j
neurotrofin-1-t is soroljak (124). K6zos jellemzdjiik, hogy egy olyan sejtfelszini receptor
komplexhez kapcsolddnak, amelynek az a-receptora koti magat a ligandot, és egy kdzos

B-receptor felelés a jelatvitelért. Az utoébbi egy 130 kDa méretli, 1l-es tipusu
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transzmembran glikoprotein, melyet glikoprotein 130-nak (gp130) hivnak. A gp130
szinte minden szervben expresszalodik, ugymint a tiidd, vese, agy, sziv, 1ép, méhlepény,
emellett kritikus szerepet jatszik a fejlodésiikben, ndvekedésiikben, talélésiikben,
homeosztazisukban. Tovabbi bizonyiték a gp130 nélkiillozhetetlenségére, hogy a gp130
knock-out egerek embrionalis korukban elpusztulnak (125).

2.3.2. Az IL-6 jelatvitel

Az IL-6 az IL-6 receptorhoz (IL-6R) k&tddik, amely egy 80 kDa méretd, 1-€s
tipust transzmembran glikoprotein. A receptornak 1étezik egy szolubilis valtozata is (sIL-
6R), melynek hianyzik a citoplazmatikus és a transzmembran szakasza az IL-6R-hoz
képest (126). A keringésben 25-35 ng/ml koncentracioban mutathat6 ki. Az IL-6 hasonld

affinitassal k6tédik mind a szolubilis, mind a transzmembran receptorahoz.

A SIL-6R 10%-ban alternativ splicing, 90%-ban ektodomén hasitds révén
képzdédik. Az alternativ splicing soran képzddott sIL-6R MRNS-en a leolvasasi keret
eltolodik, és ezaltal egy ij C-termindlis fehérjeszekvencia képzddik. Ez a valtozas nem
befolyasolja a receptor ligandkotd tulajdonsagait. A sIL-6R szintje cirkadian modon

valtozik, illetve szamos gyulladasos allapotban is mérsékelten emelkedett (127, 128).

A masik keletkezési it soran az ADAM (egy dezintegrin és metalloproteaz)
géncsalad enzime atvagjak az IL-6R-t a transzmembran régi6d kdzelében, igy az IL-6R
ektodomén része az extracellularis térbe keriil, mig egy révid C-termindlis szakasz a
plazmamembranban marad (129). Az ADAM-10 a folyamatos, az ADAM-17 a stimulalt
proteolizisért felelés, ezért a patologias folyamatok soran megemelkedé szolubilis IL-6R
szintért €s fokozottabb transz tipusu jelatvitelért nagyobb mértékben az ADAM-17

felelds.

Az IL-6R mindkét formdja (transzmembran és szolubilis) az IL-6 megkdtése utan
két gp130 molekuldhoz kotédik. A szabad IL-6 dnmagaban nem tud k&tédni a gp130-
hoz, ¢lészor mindenképpen kapcsolddnia kell a receptorahoz. Az IL-6R csak
meghatarozott sejteken expresszalodik: monocitakon, makrofagokon, neutrofileken, B-

sejteken, bizonyos T-sejteken és majsejteken.
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Miutan az IL-6/IL-6R komplex a gpl30-hoz kotodik, két gpl130
homodimerizalodik, és a Janus kinazok (130) aktivalodnak. Ezek aktivalhatjak az src
homologia régid-2 domént tartalmaz6 foszfataz-2 mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK)
utvonalat, vagy az esetek nagyobb hanyadaban foszforilaljak a szignal transzducer és
transzkripcids aktivator 3-t (STAT3) (131). A STAT3 dimerizalodik, a sejtmagba
szabalyozza. Ezek a gének fontos szerepet jatszanak a daganatsejtek talélésében (Bcl2,
survivin, Mcl-1), proliferaciojaban (c-myc, ciklin D1, ciklin-B) (132), az
angiogenezisben (VEGF) (133), az attétképzédésben (MMP2, MMP9) (134), a
sejtadhézioban (ICAM-1, TWISTL) és a gyulladasban (IL-6, 1L-17, 1L-23, Cox2) (112,
135). Az IL-6 kotédését kovetden az IL-6R-gpl30 komplex internalizalodik és
degradalodik, mikdzben a sejtmembranban taldlhato IL-6R-ok szdma lecsdkken, és ezzel
a sejt az IL-6-tal szemben deszenzitizalodik (136).

Klasszikus jelatvitelnek nevezziik, amikor a transzmembran IL-6R-hoz k&t6do
IL-6 aktivalja a jelatvitelt. Transz tipusu jelatvitel esetén a szolubilis receptorhoz kdtédik
az IL-6, és ez a komplex kapcsolddik valamely sejten 1évé gp130-hoz. Ezaltal olyan
sejteket is aktivalni tud az IL-6, amelyek nem expresszalnak IL-6R-t.

Az IL-6R-hoz hasonldan, a gpl130-nak is van szolubilis formaja (sgp130) a
keringésben, amely alternativ splicing utjan képzodik, €s koncentracioja relativ nagy a
vérben (100-400 ng/ml) (137). A gpl130 szolubilis formaja is képes az IL-6-sIL-6R
komplex megkotésére, ezért feltételezik, hogy gatolja az IL-6 transz tipusu jelatvitelt,

ezzel szemben nem befolyasolja a klasszikus IL-6 jelatvitelt.

A kétféle jelatvitel eltéré hatast eredményez. A klasszikus jelatvitel alapvetéen
anti-inflammatorikus folyamatokat indukal: a velesziiletett immunreakciok koziil a
nonspecifikus, sejtmedialt immunvalaszban, mint pl. monocitdk vonzésa és makrofagga
valo atalakulasukat. A szerzett immunvalasz soran a B-sejtek atalakuldsat szabalyozza
ellenanyag termeld plazmasejtekké. A klasszikus jelatvitel a f6 mediator a laz
kivaltasaban, illetve a majban zajlo akut fazis reakcido soran is, melynek hatasara
megemelkedik a CRP, a fibrinogén, a haptoglobin és a szérum amiloid A szint, illetve
egyidejiileg lecsokken a transzferrin és az albumintermelés (138). A hepcidin
termelddésének fokozdsa révén gatolja a bélben a ferroportin-1 vastranszporter

miikodését, és ezaltal csokken a vérben a vasszint. Az IL-6 hatdsara felgyorsul a
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megakariocitdk érése a csontveloben, amely a trombocitak fokozott képzddését és a
véraramba vald kiaramlasat eredményezi (139). A mindennapi gyakorlatban

hasznélatosak ezek a laborvizsgalatok a gyulladés stlyossaganak felmérésére.

A transz tipusu jelatvitel soran ettdl eltérd folyamatok figyelhetéek meg: az IL-6
a pro-inflammatorikus T-helper 17 (Th17) sejteket indukalja, gatolja a T-sejt apoptozist,
valamint az anti-inflammatorikus hatasu szabalyozé T-sejtek (Treg) differencialodasat.
A transz tipusu jelatvitel dominancidja gyakran megfigyelhetd kronikus gyulladasos

korképekben.

Tekintettel az IL-6 pleiotrop tulajdonsagara, amennyiben az IL-6 termelés
szabalyozatlanna valik, kiilonféle megbetegedéseket okozhat. IL-6 deficiencia esetén a
szervezet védekezOképessége jelentdsen romlik a fert6zé betegségekkel szemben. A
JAK/STAT3 mutacidja esetén visszatérd fertézések, elsdsorban pneumonia jelentkezik
(140). Az IL-6-hepcidin tengely révén kronikus gyulladasokban a szérum vasszint
alacsonnya valik, és anémia alakul ki (141). Folyamatos IL-6 termel6dés
hipergammaglobulinémidhoz és autoantitestek képzddéséhez vezet. Reumatoid
artritiszben magas szérum IL-6 szintet és a sIL-6R magasabb aranyat mutattak ki. Az
iziileti folyadékban mérhetd magas szintjiik korreldl az iziileti porcdestrukcié mértékével.
A betegek jol reagalnak az anti-IL-6R antitestre (tocilizumab) (142). Antigén indukalt
artritiszben a transz tipusu jelatvitel a Thl7 sejtekben a STAT3 fokozott
foszforilacidojahoz vezet, valamint a Th17 és neutrofil sejtek fokozott jelenlétét
eredményezi az iziileti folyadékban. A transz utvonal szelektiv gatlasaval a betegség

stlyossaga jelent6sen csokken (143).

2.3.3. Az IL-6 termelodés szabalyozasa

Az IL-6 szamos esetben (fertdzés, szovetsériilés, gyulladas) vészjelzést kdzvetitd
mediatorként szolgal. Az IL-6 szintjének azonnali, de egyben csak atmeneti emelkedése
a szervezet védekez0 mechanizmusait aktivalja. Amennyiben a stresszforrds megsziinik,
az IL-6 altal medialt jelatviteli kaszkad aktivacidja is megsziinik. Az IL-6 termelése
szigoruan szabalyozott folyamat. Az IL-6 promoter régioja akkor aktivalodik, amikor a
funkcionalis cisz-regulacios elemeket az IL-1, a tumor nekrozis faktor (TNF), toll-szerti

receptorok (TLR) altal medialt jel és a forszkolin aktivaljak. A funkcionalis cisz
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regulacios elemek az IL-6 gén 5° végén talalhatoak, szamos kotéhely azonosithato itt:
nuklearis faktor-kappa B (NF-xB), specifitas protein 1 (SP1), nuklearis faktor — IL-6 (NF-
IL-6), aktivator protein 1 és interferon szabalyozé faktor 1 (144-146). Erdekes modon
szamos virus esetében megfigyelték, hogy fokozzak az NF-kB ¢és az NF-IL-6 DNS-ko6t6
aktivitasat, és ezaltal fokozzak az IL-6 mRNS transzkripciojat; ezek kozé tartozik a
human limfotropikus virus 1, a human immundeficiencia virus 1 és a human heptatitisz
-174 G esetén fokozodik az IL-6 transzkripcio, és ilyenkor a juvenilis idiopatias artritisz
szisztémas megjelenését és a reumatoid artitiszre valo fokozott hajlamot figyelték meg
(150, 151). Ezzel szemben -174 C esetén sem az IL-1, sem a lipopoliszacharid (26) nem

inditja meg a gén atirasat.

Ellenben bizonyos transzkripcids faktorok csokkentik az IL-6 expresszigjat: a
peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor a-t a fibrat tudja aktivalni, az Gsztrogén
receptorok, melyek hatdsa menopauzaban vagy petefészek eltavolitast kovetden a szérum
IL-6 szint emelkedés, vagy a gliikokortikoid receptor aktivacidja, amely a
kortikoszteroidok gyulladascsokkenté hatasanak hatterében all (152-154). Hasonldan a
retinoblasztoma fehérje és a p53 negativan szabalyozza az IL-6 transzkripcidjat, azonban
a p53 mutécidja esetén ennek ellenkezd a hatasa, a promoter régid aktivacidja figyelhetd

meg (155).

Az IL-6 gén expresszidjara poszttranszkripcios faktorok is hatassal vannak: a gén
3> végén taldlhatd nem transzlalodd régid6 (UTR) befolyasolja a képz6dé mRNS
stabilitasat. A legfontosabbak a szabalyozd az RN-az-1, amely az IL-6 mRNS
destabilizasaért felel, mig az AT-gazdag interaktiv domént tartalmazé protein 5a az IL-
6 szelektiv stabilizalasat biztositja (156). A kett6 kozotti egyensuly befolyasolhatja az IL-

6 szint koros emelkedését bizonyos korképekben.

2.3.4. Az IL-6 és a daganat kapcsolata

A daganattal 0sszefliggd gyulladasos szoveteket tumor-asszocialt makrofagok
(TAM) és fehérvérsejtek infiltraljak, emellett gyulladasos citokinek mutathatok ki, mint
pl. a TNF, az IL-1, az IL-6 és kemokinek (CCL-2 és CXCL-8), amelyek a szdveti

remodellinget és az angiogenezist segitik ¢lé (157). A tumor mikrokérnyezetben (56) az
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IL-6 az egyik legnagyobb mértékben expresszalt citokin, amelyet mind a mononuklearis,
mind a tumorsejtek termelnek . A TME-ben az IL-6-t legnagyobb mennyiségben a TAM-
ok, a CD4+ T-sejtek, a mieloid-eredetli szuppresszor sejtek és a fibroblasztok termelik
(158, 159). A daganat novekedésének szinte valamennyi folyamatanak szabalyozasaban
részt vesz, igy pl. az apoptozis gatlasaban (160), a sejtek talélésének (161),
attétképzodés (166), illetve a daganatsejt metabolizmusanak el6segitésében (159). (158,
167). A TME-ben az IL-6 kozvetlenill segiti a tumorgenezist az intrinszik és extrinszik
tulélését szamos jelatviteli utvonal aktivaldsa révén stimuldlja, igy pl. a
Ras/Raf/Mek/MAPK, a PI3K/AKT ¢és a JAK/STAT utvonalak (162, 169). A
gyulladasban bizonyos transzkripcios faktorok, mint pl. NF-kB, STAT3 és primer
gyulladasos citokinek (IL-1b, IL-6 és TNF-a) alapvetd fontossaguak (170). Az NF-«xB a
gyulladas f6 szabalyozoja, amely szamos daganattipusban kikeriil a kontroll alél. Az IL-
6 az NF-xB aktivacio f6 effektor molekuldja a STAT3 utvonalon keresztil: a
tumorgenezisben az NF-xB/IL-6/STAT3 kaszkad fontos eleme az IL-6 (161). A STAT3-
ra az NF-«xB aktivalt allapotban tartasahoz sziikség van a daganatokban (171), mig az IL-
6 elbsegiti a karcinogenezist a proinflammatorikus és sejtvédd hatasa révén (172, 173).
Ezek alapjan tehat a STAT3 jelatviteli itvonal tobb ponton is szerepet jatszik a daganatok
progresszidjaban. Ezt bizonyitja, hogy ha az IL-6/STAT3 ttvonal miikddését gatoljuk, -
akar az IL-6, gpl30 vagy a STAT3-on keresztil — egyuttal lelassitjuk a DNS

karosodasnak kitett tumorsejt novekedését (174).

A bélhamsejtek expresszids elemzése azt mutatta, hogy az ADAM-17 erésen
upregulalt a tumorszovetben, mig az mIL-6R erésen downregulalt (174, 175). Kolitisz-
asszocialt premalignus daganatos egérmodellben beszamoltak az ADAM-17, az IL-6, a
gpl30 és a sIL-6R expresszidjanak emelkedésérél a lamina propriaban talalhatd
makrofagokban (175). Mindez azt sugallja, hogy ezek a sejtek az IL-6R-t levalasztjak a

sejt felszinérol, és egyuttal az IL-6 forrasai is.

Az IL-6-nak a daganatsejtek tulélésére gyakorolt szisztematikusan pozitiv
hatasaban az alabbi szempontokat kell figyelembe venni: az 1L-6 kotédik az sIL-6R-hoz,
amely kolcsonhatasba 1ép a gp130-mal a tumorsejteken. Ez aktivalja a Janus kindzokat,

ami a STAT3 foszforilaciojat eredményezi. Ezt kovetéen a foszforilalt STAT3
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homodimernek a tumorsejtek magjéba torténd transzlokéci()j a a kiilonb6zo gének
apoptozisanak gatlasat okozza. Amennyiben nemcsak petefészek daganatoknél all fenn a
parakrin medialt atvonal, akkor az IL-6 megemelkedett szintje TPO termelést indukal a
majban, ami viszont aktivalja a megakariocitak érését és a vérlemezkék termelését, ami
megndvekedett vérlemezkeszamot eredményez. Mindez pozitivan befolyasolja a daganat

fejlodését (9. abra).
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9. abra: Az IL-6 hipotetikus szerepe az onkogenezisben és a tumor dltal kivaltott
trombocitozisban (176). mIL-6R — membranhoz kotott 1L-6 receptor, TPO —
trombopoetin, ADAM-17 — egy dezintegrin és metalloproteaz 17, STAT3 —
szignal transzducer és transzkripcios aktivator 3.
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3. CELKITUZESEK

Kutatdsaim soran Sajat beteganyagon vizsgéltam a kiilonb6z6 gasztrointesztinalis

tumorokban a szérum IL-6 szint és a vérlemezkeszam kozotti Osszefliggést (I.). Human

kolorektalis tumorban vizsgaltam az IL-6 expresszidt, illetve az Osszefliggését a

klinikopatologiai paraméterekkel (IL). Allatkisérlet soran egy gyulladas-asszocialt

kolorektélis daganatmodellben vizsgaltam az IL-6 szerepét a daganat kialakuldsaban és a

vérlemezkeszam alakulasaban (l11).

A szérum IL-6 és a vérlemezkeszam kozotti 0sszefiiggés vizsgalata:

a. Mutat-e Osszefiiggést a szérum IL-6 szint a vérlemezkeszdmmal a
kiilonboz6 gasztrointesztinalis tumorokban?

Az IL-6 expresszio vizsgalata kolorektalis tumoros betegeknél:

a. A daganatsejtek és a stromasejtek IL-6 expresszidja mutat-e eltérést?

b. Az IL-6 expresszi6 mutat-e Osszefliggést a daganat stadiumaval,
differencialtsagi fokaval?

Az IL-6 szerepének vizsgalata gyulladds-asszocialt kolorektalis

daganatmodellben IL-6 génkitiitéses és vadtipust egerekben:

a. Van-e kiilonbség a két csoport kozott a CRC kialakuldsa és a daganat
jellemzdinek tekintetében?

b. Van-e kiilonbség a két csoport kozott a mortalitasi ratat illetéen?

c. Van-e kiilonbség az egyes kezelt és kezelést nem kapd kontrollcsoportok
kozott a vérlemezkeszam, a md) TPO ¢és THBS-1 expresszidja
tekintetében?

d. In vivo képalkoté vizsgalatokkal (intraluminaris endomikroszkopia,

PET/MRI) van-e kiilonbség a két csoport kozott?
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4. MODSZEREK

Az IL-6 és a gasztrointesztinalis daganatokat kiséro trombocitozis kozotti Osszefliggés

A vizsgalatba 2015 marcius €s 2017 marcius kozott, a Semmelweis Egyetem, 1.
szaml Sebészeti Klinikan, kiilonb6zd gasztrointesztinalis tumor miatt miitéten atesett,
197 beteg keriilt bevonasra. A kizadras kritériumai a kovetkezok voltak: gyulladdsos
allapotok (tiidégyulladas, sebgyulladas, talyog, epeholyag gyulladés, braniil gyulladas,
endokarditisz, hagyuti fertézés, Crohn-betegség, kolitisz ulceroza) és szteroid terapia.
Osszesen 40 beteg keriilt kizarasra. A trombocitaszamot és az IL-6 szintet a miitét el6tti
(4 héten beliil) rutin vérvétel soran hataroztam meg. Trombocitozisnak a 400 G /I feletti
vérlemezkeszamot tekintettem. A szérum IL-6 szintet Cobas 601 késziilékkel mértem

elektrochemilumineszcensz (ECLIA) moddszerrel.

A vérlemezkeszam prediktorainak meghatarozdsara multivarians linedris
regresszid alkalmaztunk. A koefficienst és a 95%-os konfidencia intervallumat (CI)
minden valtozora kiszamoltuk. Pearson-féle korrelacioval elemeztiik a skdla valtozok
kozotti Osszefliggést paronként. Valamennyi statisztikai vizsgalat kétoldalu volt, a
p<0,05-t tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Az adatokat Rstudio
programcsomaggal (1.0.143 verzio — ©2009-2016 Rstudio, Inc.) elemeztiik.

A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsag (ETT TUKEB) 5022-7/2013/EKU (39.214) szamt engedély birtokaban

végeztem.

Az IL-6 expresszio vizsgalata kolorektalis adenokarcindmaban szenvedd betegeknél

Az IL-6 expresszid vizsgalata sordn az Uzsoki utcai Koérhazban 2004 és 2011
kozott operalt 95 kolorektalis tumorban szenvedd beteg demografiai, sebészeti és
patologiai  adatait  gy(ijtdttem  Ossze.  Vizsgdlatomba  szOvettanilag igazolt
adenocarcinomds betegeket valogattam be. A kizaras kritériumai a kovetkezOk voltak:
szinkron egyéb tumor, gyulladasos allapotok (tiidogyulladas, sebgyulladas, talyog,
epehdlyag gyulladas, braniil gyulladas, endokarditisz, hugyuti fertézés, Crohn-betegség,
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kolitisz ulcerdza) és szteroid terapia. A betegek stadiumait két, korai (1. és I1. stadium) és

elérehaladott (II1. és IV. stddium) csoportra osztottam.

A szovettani metszeteket a Semmelweis Egyetem I. Sz. Patologiai és Kisérleti
Rékkutatd Intézetben Abcam® IL-6 antitesttel festettem meg, a sejtmagokat
hematoxilinnel tettem lathatova. A szovettani metszeteket digitalizalas utan a Pannoramic
Viewer (3DHistech) programmal értékeltem ki. Els6 1épésben metszetenként 6t teriiletet
jeloltem ki, iigyelve arra, hogy a teriileteken a tumor- és a stromasejtek ardnya
megfeleljen az egész metszeten latott aranynak. Ezt kdvette maga az adenokarcinéma ¢és
a stroma sejtjeinek kijelolése. A tumorsejtek, illetve a stromasejtek festddési
intenzitasanak kiértékeléséhez a QuantCenter (3Dhistech) programot alkalmaztam. A
program a szinintenzitds alapjan szdmszerusitette a pozitivitast, és ezt erds, mérsékelt,
gyenge ¢€s negativ csoportokba sorolta. Az elsé két csoportot , kifejezett”, a masodik

kettdt pedig ,,nem kifejezett” IL-6 expresszioként hataroztam meg.

A statisztikai szamitasokhoz deskriptiv modszereket, kereszttablat Fisher-féle egzakt
probaval, egyutas variancia-analizist (ANOVA), az adatok eloszlasatol fiiggden fliggetlen
mintas vagy paros t-probat vagy Wilcoxon-féle eldjeles rang tesztet, Spearman-féle
korrelaciot, a nem lineéris Osszefliggések vizsgalatahoz a prediktor valtozok masod- és
harmadfoku polinomjait is tartalmazd tobbvaltozds regresszidt, valamint kevert hatés
modelleket alkalmaztunk. A prediktor valtozok az életkor, nem, tumor stadium,
differencialtsagi fok és a szovettani paraméterek voltak. A tobb kategoriat tartalmazo
valtozok hatés szignifikancidjat (pl. tumor stadium) az egyes kategoridk szintjén és

egyiittesen Wald-teszttel is vizsgaltuk.

A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsag (ETT TUKEB) 5022-7/2013/EKU (39.214) szam® engedély birtokaban

veégeztem.

Trombocitdzis és az IL-6 génkilutés (IL-6 KO) hatasai kolitisz-asszocialt daganatos

modellben

A vizsgalati allatok
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Felnétt (8-10 hetes), him FVB/Ant és IL-6 KO FVB/Ant egereknél végeztem a
vizsgalatokat, melyeket az MTA Kisérleti Orvostudomanyok Kutatokoézpont Orvosi
Géntechnologiai Részlegének (specifikus patogénmentes szint) helyi kolonidja bocsatotta
rendelkezésemre. Az allatokat minimalis betegség szinten, ketrecenként 3-5 allatot
elhelyezve, kontrollalt kornyezeti korilmények kozott tartottam: 21+1 °C, 65%-0S
paratartalom, 12 ora vilagossag — 12 6ra sotétség ciklus mellett (a lampak reggel 7:00
orakor kapcsoltak be). Az allatok szabadon hozzafértek a taplalékhoz és az ivovizhez. A

DSS oldatot az ivovizhez adtam a kisérleti prokollnak megfelelden.

IL-6 génkitités

Egy 0j IL-6 KO egérvonal 1étrehozasa CRISPR/CAS9 modszerrel tortént, melyhez
egy homolog templat alkalmazésara volt sziikség. Néhany bazispar modositasa egy STOP
kodon beillesztésével valosult meg. Emellett egy nagyobb hatékonysagu oligonukleotid

donort is alkalmazni kellett, hogy mddositsa a gént €s beillesszen egy STOP kodont.

Az IL-6 fehérje alternativ splicing révén keletkez6 Gsszes transzkripcids variansanak
lefedésére az IL-6 gén alternativ START kodonjatol downstream tortént a STOP kodon
elhelyezése. Ehhez sziikség volt a TAAXTAG szekvenciat inzercidjara a megfeleld
leolvasasi keretben. Ezt kovet6en a régid szekvenalasa igazolta ennek a kodonnak a
megfeleld inzercidjat. Alabb talalhatéak a célzott exonok, pozicid: 5. kromoszoma 30,

013, 114-30, 019, 981, forward szal. Az alternativ start kodonokat alahtztam.
Az 1., 2. és 3. variansmasodik exonja:

GAGACTTCCATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGATGCTGGTGACAACCACGGCCTTCCCT
A
CTTCACAAGTCCGGAGAGGAGACTTCACAGAGGATACCACTCCCAACAGACCTGTCTAT
A
CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTAATTACACATGTTCTCTGGGAAATCGTGGAAATGAGA
A

AAGAG

A 4. varians els exonja:

AGGCGCCCAACTGTGCTATCTGCTCACTTGCCGGTTTTCCCTTTTCTCCACGCAGGAGA
C
TTCCATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGATGCTGGTGACAACCACGGCCTTCCCTACTTC
A
CAAGTCCGGAGAGGAGACTTCACAGAGGATACCACTCCCAACAGACCTGTCTATACCAC
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T
TCACAAGTCGGAGGCTTAATTACACATGTTCTCTGGGAAATCGTGGAAATGAGAAAAGA
G

Az adatok az Ensembl adatbazisbol szarmaznak.

Az IL-6 génkiiitést lipopoliszacharid (26) stimulacioval igazoltam, amely
rutinszerien alkalmazott modszer az IL-6 gén funkciovesztésének megallapitasara. Az
LPS egy, a Gram-negativ baktériumok sejtfalaban jelenlévé endotoxin, amely IL-6
termelést okoz tobbek kozott a makrofagok stimuldlasa révén. A génkiiités igazolasa
soran az allatokat vagy fiziologias sdoldattal vagy fiziologias sdoldatban oldott LPS-sel
(2,5 mglttkg) kezeltem, mindkét oldatot intraperitonealisan adtam be. Az IL-6 jelenlétét
ELISA modszerrel mértem. Osszesen 39 egeret vizsgaltam az alabbi négy csoportban: 1)
IL-6 KO kontroll (n=5); 2) IL-6 kezelési csoport (n=18); 3) WT kontroll (n=6); és 4) WT
kezelési csoport (n=10).

A kisérleti protokoll

Az azoximetan (AOM) / 3% dextran-natrium-szulfat (DSS) modellt alkalmaztam
a gyulladas-asszocialt kolorektalis daganat kivaltasa érdekében (177). Az AOM egy
kémiai anyag, amely DNS-metilacio és kovetkezményes koros bazisparok kialakulasa
révén daganatos transzformaciét indukal. A DSS egy valtozo molekulasulya szulfatalt
poliszacharid, amely a human kolitisz ulcer6zahoz hasonlo gyulladast valt ki (178, 179).
A kisérlet kezdetén az egerek egy adag AOM-t (7,4 mg/ttkg) kaptak intraperitoneélisan.
Ezt kovette 3 ciklus 3,5%-0s DSS tartalmu ivoviz adasa egy hétig, majd normal ivoviz 2

hétig (10. abra).
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10. abra: A4 kolorektalis daganat indukciojanak idobeli dabraja az AOM/DSS
gyulladasos modellben. AOM — azoxi-metan, DSS — dextran-natrium-szulfat.

Fekete nyil: AOM intraperitoneélis adésa.

A Kkilenc hetes kezelés soran folyamatosan mértem az allatok testsulyat,
vizfogyasztasat, vizsgaltam a széklet jellegét és a perianalis tajékot. A gyulladas
sulyossaganak becslése ezen paraméterek alapjan tortént, és egy decimalis
pontrendszerben abrazoltam.

A Kkisérlet végén az allatokat terminaltuk, a vért el6httott EDTA-csovekbe
levettem, és a plazmat -20 °C-on taroltam felhasznalasig. Az IL-6 szint meghatarozasat
ELISA kittel végeztem (RAB0308, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a gyart6
utasitsainak megfeleléen. Szovettani vizsgalatra vastagbél- és majmintat vettem, melyek
egy részét lefagyasztottam, és szaraz jégen taroltam valds idejli polimerdz-lancreakcio
(RT-PCR) vizsgalathoz. Mindegyik allat esetében egy patologus megvizsgalta a teljes
vastagbelet makroszkoposan és hematoxilin-eozin (HE) festést kovetéen mikroszkoposan
is: ezzel fel lehetett mérni a gyulladas és a daganatképz6dés mértékét, illetve meg lehetett

hatarozni a stadiumbeosztast.

Kvantitativ RT-PCR

A fagyasztott vér- és majmintdkat homogenizaltam TRI reagens oldatban
(Ambion, USA), és a teljes RNS-t izolaltam QIAGEN Mini Kit-tel (Qiagen, Valencia,
CA, USA) a gyarto utasitasainak megfelelden. A genomikus DNS-sel valo kontaminécid
megszilintetésére DN-4z I kezelést (1 egység DN-4z) végeztem, €s 100 ul RN-az-mentes
DN-az I oldatot (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) adtam hozza. A minta mindségi

ellendrzését és a kvantitativ elemzést NanoDrop 2000-rel (Thermo Scientific) végeztem.
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A cDNS szintézis a nagy kapacitasi cDNS reverz transzkripcios kittel (Applied
Biosynthesis, Waltham, MA, USA) tortént. Az Gsszehasonlitdé Ct kisérletekhez a
primereket a Primer Express 3.0 programmal és a Primer Blast szoftverrel készitettem. A
primereket (Microsynth, Balgach, Svéjc) az RT-PCR reakcioban Fast EvaGreen® gPCR
Master Mix-szel (Biotium, Fremont, CA, USA) ABI StepOnePlus késziiléken
hasznaltam. A géexpressziot ABI Step One 2.3 programmal elemeztem. Az amplikont a
Melt Curve Analysis-szel ABI StepOne Plus késziiléken teszteltem. A kisérleteket rplpl

expressziokhoz normalizaltam.
Az alabbi (forward (,,fels6”) és reverse (,,als0”)) primer parokat hasznaltam:

rplpl for TAAGGCCGCGTTGAGGTG

rplpl rev GATCTTATCCTCCGTGACCGT
thbsl for CAT GCC ATG GCC AAC AAACA
thbsl rev TTG CAC TCA CAG CGG TAC AT
thpol for CTT CTC CAC CCG GAC AGA GT
thpol rev CTG GCC AGG GTG TCT AAC TG

In  vivo  képalkoto  vizsgalatok  intraluminaris  fluoreszcens  konfokdlis

endomikroszkdpiaval és PET/MRI-vel

A vastagbél nyalkahartyat in vivo vizsgaltam intraluminalis fluoreszcens
konfokalis endomikroszkop segitségével. A vad genotipus (28) és az IL-6 KO egerekben
a vastagbél nyalkahartya kriptak eltéréseit a sejtmag ellenfestésével és a nyak
autofluoreszcens festésével tettem lathatova. Egy WT és két IL-6 KO egeret 3% viv
izofluran gazzal (Isofluran-KP, Medicus Partner Kft.) elaltattam, és melegitett agyra
fektettem. Majd 1 ml fizioldgias s6oldatos beontést kovetéen mindegyik egérnek 6% m/v,
0,5 ml vizes akriflavin oldatot (Sigma-Aldrich Kft.) injektaltam rektalisan. Az akriflavin
egy zold fluoreszcens DNS-kotd molekula, egy altalanos intravitalis, sejtfestd anyag,
mellyel a lumindlis nyalkahartyasejtek fluoreszcens kontrasztja érhetd el. Ezutin a
Cellvizio Lab Dual Band képalkot6é rendszer (Mauna Kea Technologies Inc., Parizs,
Franciaorszag) S1500 szaloptikas endomikroszkép szondajanak végét (3,3 mikron
felbontasti, 600 mikron képatmérdjli) vezettem be a végbélen keresztiil a kolon
deszcendensbe, ¢és a vastagb¢l falardl kétsavos (480 nm zo6ld és 660 nm vords), €16

mikroszkopos képeket készitettem. Az Euthasol injekcioval (Medicus Partner Kft.)
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végzett végsO eutanaziat kovetden ugyanezen allatok vastagbelét megnyitottam, és a
nyalkahartya felszint ex vivo is megvizsgaltam. A kriptadkban talalhaté sejtek zdlden
fluoreszkaltak, melyeken beliil a sejtmag kifejezettebben fest6dott. A kriptakban talalhato

nyak piros fluoreszkalo pontként (autofluoreszcencia miatt) volt lathato.

A teljes testre kiterjedd daganatos €s gyulladasos érintettség tisztdzasara egy WT
és két IL-6 KO egérnél tovabbi képalkoto vizsgalatokat végeztem. Eldszor egy kisallatok
vizsgalatira szolgalé, 3 Teslds nanoScan® PET/MRI rendszerrel (Mediso Kft.)
szkenneltem az egereket, mely soran F-fluoro-dezoxi-glikkozt (FDG) hasznaltam a
daganatos ¢€s a gyulladasos gocok kimutatasara. Ennek alapjat a daganatos és gyulladasos
sejtek fokozott gliikoztranszportja és -felhasznalésa, tovabba a gliikkdztranszporter sejtek
fokozott expresszioja jelenti. Az MRI képszekvencia az 6démads, gyulladt szovetek
bélfalban a vizjelek kevésbé fényes sziirke szinként abrazolodnak (a fényesebb zsirjelek

mellett).

A képek elkészitése elétt 60 perccel 3-4 MBq FDG oldatot (FDG-KEDOI®, Pet-
Medicopus Kft.) adtam az egerecknek intraperitonealisan. Ezt kovetden 5%-0S
izoflurannal indukciés, majd 2%-os izoflurannal fenntarté inhalacids anesztéziat
végeztem orvosi oxigénnel. Az egerek PET/MRI vizsgélatit MultiCell™ melegithetd,
pozicionalasra €s monitorozasra alkalmas, tobb allat vizsgalatara alkalmas agyon
végeztem: egyidejlileg 3 egér tarthatd ugyanabban a vizsgalati helyzetben (Mediso Kft.).
Az FDG injekcio beadasa utdn 90 perccel egy 20 perces, statikus PET CT felvételt
végeztem, amit azonnal egy 2D spin echo MRI szekvencia kovetett, 0,3 mm-es
szeletvastagsaggal, hogy az anatomiai hattér megjelenitheté legyen. A Kvantitativ
radioaktivitas PET adatokat a Monte-Carlo alapu iterativ algoritmussal (Tera-Tomo™,
Medios Kft.) rekonstrualtam, mely sordn az MRI-t anatdmiai €s gyengiilési prioritasként

kezeltem, 0,3 mm-es voxel teljes test PET/MRI kép 1 mm-es felbontassal.
Képalkoto vizsgalatok elemzése

A PET/MRI képeket radiologiai szempontbol kvalitativan értékeltem: a
megnagyobbodott nyirokcsomokat és a bél intraluminaris daganatait mind az MRI, mind
a PET képekkel azonositottam. Ezutdn a PET képeket kvantitativan elemeztem a

vivoQuant™ szoftverrel (inviCRO Ltd., Boston, USA): ennek soran meghatiroztam a
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teljes intesztindlis volument egy vizsgalt 3 dimenzidés volumenben. Ezenkiviil minden
allatnal kiszamoltam a vizsgalt volumenben a standardizalt FDG felvételt és a

radioaktivitas koncentracio szdzalékot a teljes test radioaktivitdsadhoz viszonyitva.
Statisztikai szamitasok

Az AOS/DSS kezeléses CRC modellben 0Osszehasonlitottam a daganatok
novekedését az IL-6 KO és a WT alcsoportokban a daganatos gocok szama ¢és a teljes
tumor volumen (TTV) tekintetében. A TTV-t ugy szamoltam ki, hogy egy allaton beliil
az 0sszes daganatos goc volumenét 6sszeadtam. A normalitas eloszlasokat Shapiro-Wilk
teszttel vizsgaltuk. Normalis eloszlas és egyenld variancidk esetén az alcsoportokat
Student-féle t-probaval hasonlitottuk Ossze. Amennyiben nem normalis eloszlast
talaltunk barmelyik alcsoportban, nem paraméteres probat, pl. Kolmogorov-Szmirnov-
probat, Mann-Whitney U-probat és a medianok egyenléség probat alkalmaztunk. Adott
esetben pontos modszerekkel hataroztuk meg a p-értékeket. Az allatokat beosztottuk TTV
kvartilisekbe, és Osszehasonlitottuk eloszlasukat az IL-6 KO és a WT alcsoportok kozott
kereszttabla elemzéssel és Fisher-féle egzakt probaval. Emellett a trombocita szamot
ANOVA-val hasonlitottuk Ossze. Az alcsoport parokat legkisebb négyzetek (OLS)

regresszios koefficienseken Wald-probaval vetettiik 0ssze.

Az egy WT ¢és a két IL-6 KO egéren végzett képalkotd vizsgalatok eredményeit
szamszerisitettem: dsszehasonlitottam a harom leginkabb avid tumoros gocban az FDG
felvételt, amellyel allatonként a legmagasabb maximalis standardizalt felvételi érték
(SUVmax) volt megjelenitve. Egy kevert hatds modellt illesztettiink gy, hogy a
maximalis valdszintiségi becslést alkalmaztuk, feltételezve az IL-6 statusz valtozatlan
hatasat ¢s a SUVmax random hatasat minden allatban. A statisztika elemzéseket STATA

14.0 verzioval végeztiik.

A Kkisérleti allatok tartasa ¢€s kisérleteinkben vald alkalmazisuk az Europai
Kozosségek Bizottsdganak irdnyelveivel (Eurdpai Bizottsag 86/609/EEC/2 és a 2010/63
jogszabalyai) Osszhangban torténtek. A vizsgéalati protokollt az MTA Kisérleti
Orvostudomanyok Kutatokdzpont Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga hagyta jova
(2013.05.08.), az engedély szama: PEI1/001/29-4/2013.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az IL-6 és a gasztrointesztinalis daganatokat kisérd trombocitdzis kozotti

Osszefiiggés

A vizsgalt iddintervallumban miitéten atesdé betegeknél a lokalizacio és a

daganatstadium tekintetében a gasztrointesztinalis tumorok széles spektruma volt

jellemzd. Az egyes daganat tipusoknak megfeleléen vizsgaltam a trombocitaszam és a

szérum IL-6 szint kozotti Osszefliggést (2. tablazat). Mivel az alcsoportokban relativ

alacsony volt a betegek szdma, az Osszefiiggés egyik daganatnal sem lett szignifikéns.

Azonban a vastagbél és a nyelécsé daganatok esetében egy kozepesen erls pozitiv

Osszefiiggést tudtam kimutatni.

2.tablazat: Klinikopatologai adatok

Atlag tromb. Atlag IL-6 Tromb.
Stadium X IL-6
Szerv Szam | férfi/né (SD) (SD) 2
1 2 3 4 Kkorrelaci
(Ghn (pg/ml) 0
nyelécsd 14 14/0 0 4 4 6 250,52+86,44 8,90+5,64 0,419
primer maj* 10 6/4 2 2 4 2 170,20+70,85 5,29+4,71 0,153
gyomor 35 27/8 3 6 6 20 | 291,49+180,21 12,78+15,37 0,197
hasnyalmirigy 36 21/15 4 10 | 12 | 10 | 324,67+84,04 13,13+3,49 0,175
vastagbél 33 17/16 3 9 12 9 | 340,36+148,46 12,91+18,91 0,292
végbél 29 20/9 5 6 | 12 | 6 311,41494,34 10,85+9,34 -0,006

*Barcelona kritériumok. 1=A, 2=B, 3=C, 4=D

Gyenge, de szignifikdnsan pozitiv 0Osszefliggés igazolodott az emelkedett

vérlemezkeszam és a szérum IL-6 k6zott (korrelacios koefficiens: R=0,214, p = 0,006)

(11. abra).
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11. Abra: Az emelkedett vérlemezkeszam és a szérum IL-6 kozotti osszefiiggés

A daganat differencialtsagi fokanak nem volt szignifikdns hatdsa a
vérlemezkeszamra és az IL-6 szintre. Ha azonban a betegeket a betegség stadiumanak
megfelelden két csoportra osztottam, korai (1. és 2. stadium) vagy elérehaladott (3. és 4.
stddium) betegségként meghatarozva, az IL-6 szignifikdnsan magasabb volt az utébbi

csoportban (3. tablazat).

3. tablazat: A tumorstidiumok és dtlag verlemezkeszam, illetve az IL-6 szint kozotti
osszefiiggeés

Korai Késoi
stadiumok stadiumok P
Atlag trombocitaszam 294,33 310,98 0,434
(G
Atlag IL-6 (pg/m|) 5,4 16,2 0,0002

Hemoglobinra, fehérvérsejtszamra és elérehaladott stadiumu betegségre korrigalt
multivarians elemzéssel nem taldltunk szignifikdns Osszefiiggést az 1L-6 szint és a
trombocitdzis kozott (4. tablazat). A hemoglobin negativ, a fehérvérsejtszam pozitiv,

szignifikans Osszefliggést mutatott a vérlemezkeszdmmal.
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4. tablazat: A vérlemezkeszam és a klinikai paraméterek kozotti osszefiiggés multivaridans
linearis regresszios elemzéessel

Paraméter Koefficiens 95% ClI p
IL-6 (pg / ml) -0,226 -0,927-0,476 0,526
Hemoglobin (g /1) -2,213 -3,016- -1,411 < 0,001
Fehérvérsejtszam (G /1) 24,813 19,301-30,324 < 0,001
El6rehaladott stadium 19,958 -16,747-52,663 0,308

A betegek koziil 12 esetben szerepelt tromboembolias esemény az anamnézisben.
Ezeknél a betegeknél alacsonyabb trombocitaszamot mértem (251 vs. 306 x 103/ul),
azonban a kiilonbség nem volt szignifikins (p = 0,153). Hasonléan, ebben a
betegcsoportban az IL-6 szint is alacsonyabb volt (10,3 vs. 12,8 pg/ ml), de ez az eltérés
sem volt szignifikans (p = 0,717). Tizenot beteget szedett rendszeresen acetil-
szalicilsavat. Ezeknél a betegeknél az atlag trombocitaszam 293 G/l volt szemben a
gyogyszert nem szedd betegeknél mért 303 G/l-rel. Ez a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak (p = 0,776). Hasonldan, az IL-6 szintben is volt kiilonbség a két csoport
kozott (10,8 vs. 12,8 pg / ml), de ez sem bizonyult szignifikansnak (p = 0,748).

5.2. Az IL-6 expresszio vizsgdlata kolorektilis adenokarcinomaban szenvedd

betegeknél

A vizsgalatba Osszesen 64 beteg keriilt bevonasra (5. tdblazat). A betegek atlag
¢letkora 64,2 év, kozel kétharmaduk férfi volt. A vizsgalati csoportban a korai stadiumt
betegek ardnya mérsékelten nagyobb volt, mint az eldrehaladott stadiumu betegeké
(57,8% vs. 42,2%). A tumorok jelentds része kozepesen differencialt volt, a jol és rosszul

differenciélt daganatok kozel hasonlo aranyban voltak kimutathatdak.
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5. tablazat: A betegek klinikopatologiai adatai

Kor Atlag (+SD) év 64,2 (+11,3)
Nem Férfi 40 (62,5%)
N6 24 (37,5%)
Stadium | (korai) 15 (23,4%)
Il (korai) 22 (34,4%)
11T (elérehaladott) 19 (29,7%)
IV (elérehaladott) 8 (12,5%)
Differencialtsag (grade) Jol differencialt 10 (15,6%)
Kozepesen differencialt | 41 (64,1%)
Rosszul differencialt 13 (20,3%)

A QuantCenter képanalizis platform segitségével kiszamoltam a tumor- ¢és
stromasejtek IL-6 pozitiv teriileteinek szézalékos eloszlasat. A gyulladasos sejtek nem
lettek kijel6lve, részben azért, mert nem minden metszeten volt gyulladasos besziir6dés,

illetve ahol volt, ott nem lehetett észlelni IL-6 pozitivitast (12. abra).

‘ E Vizsgalt terilet

Tumorsejtek
A‘ =) Stromasejtek

. ¥ Abcam® IL-6 antitest
:‘4'/ Pannoramic 250 Flash I
Pannoramic Viewer
QuantCenter

12. abra: Digitalizalt kolorektalis tumorszovet a tumor- és a stromasejtek
kijelolésével. Szinelemzés a tumorsejtek és a stromasejtek anti-IL-6
pozitivitasanak kiértékelésére.
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A tumorstadiummal a nem (Fisher-féle egzakt teszt, p = 0,609) és az életkor

(fliggetlen mintas t-teszt, p = 0,546) nem mutatott szignifikans dsszefiiggést (6. tablazat).

6. tablazat: A betegek klinikopatologiai adatai a tumor stadium szerint

Tumorstadium Nem Atlag Tumorsejt | Stromasejt
(férfi/né) | (xSD) IL-6 IL-6
életkor | pozitivitas | pozitivitas
(év) (%+SD) (%+SD)
Osszes 40/24 64,2 44,8 49,7
(+11,3) (£22,9) (£20,0)
Korai (I-11.) 22/15 64,9 40,7 46,3
(#21,1) (+19,5)
Eldrehaladott (I11- 18/9 63,1 50,4 54,5
V) (£24,2) (£20,2)
Korai vs Fisher | Fuggetlen | Figgetlen | Fiiggetlen
elorehaladott egzakt | mintast- | mintas t- mintas t-
teszt teszt teszt teszt
p=0,609 | p=0,546 p=0,094 p=0,107

Kiilonbségek mutatkoztak a tumorsejtek és a stromasejtek IL-6 kifejezddése

kozott. A tumorsejtek (44,8+22,9%) és stromasejtek (49,7+20,0%) IL-6 expresszioja
kozott ugyan nem talaltam szignifikans 0sszefiiggést (paros t-teszt, p = 0,057), azonban
a kifejezett (erés és mérsékelt szinintenzitds) IL-6 expressziét mutatd sejtek aranya
szignifikansan magasabb volt a tumorsejtekben (29,54+22,2%), mint a stromaban
(22,1+13,2%) (Wilcoxon proba, p = 0,005) (13. abra).
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13. abra: Az IL-6 expresszio mértékének megoszlasa a tumor- és a
stromasejtekben.

Elérehaladott stddiumti  betegekben a tumorsejtek IL-6 expresszidja
szignifikansan magasabbnak bizonyult linearis regresszioval. A stromasejtek IL-6
expresszioja nem mutatott 0sszefliggést a tumor stddiummal (7. tablazat).

7. tablazat: Az IL-6 expressziot befolydsolo téenyezok vizsgalata linearis
regresszioval.

Tumor
IL-6 pozitiv Kifejezett IL-6
pixel % (M:) pozitiv pixel %
(M2)
Kor 0,08 0,06
Nem? Férfi 1,61 2,15
Stadium® Elérehaladott 12,02 12,68*
. 1. o Kozepesen
Differencialtsag differencialt 3,37 1,05
Rosszul
differencialt 0,17 4,35

%bazis: n6i nem; Pbazis: korai stadium; °bazis: jol differencialt
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Tobb prediktor valtozd esetén nem igazolddott szignifikans Osszefiiggést. Az
esélyhanyados teszt egyik regresszié modellnél sem bizonyult szignifikdnsnak (M1 p =
0,407; M2 p = 0,272 ; M3p =0,228, M4 p = 0,126), ami arra utal, hogy 0sszességében a
klinikopatologiai paraméterek nem mutattak 0sszefiiggést az IL-6 expresszidval. Tovabbi
regressziés modellekkel azt vizsgaltam, hogy a tumorstadium befolyasolja-e az egyes
klinikopatologiai paraméterek €s az IL-6 expresszid kapcsolatat, azonban nem sikertilt
ilyen Osszefliggést kimutatni. Elérehaladott tumorstadium (3. és 4. stadium) esetén
azonban a kifejezett festédést mutatd pixelek aranya alapjan nagyobb mértékii 1L-6

expresszio igazolodott a tumorszovetben (14. abra).

A
IL-6 expresszio Kifejezett IL-6 expresszio
80 £ 50
p=0,062 @
e X
== Q.
£ 60 2 60 p = 0,040
Q.
> 40 4 [ 3 40 _l_
: I |
@ 20 1 2 20 | |
2 2
: : |
0 : : 0 4 . .
Korai Elérehaladott Korai Elérehaladott
Tumorstadium Tumorstadium

Hibasav: 95% megbizhatésagi intervallum
Oszlop: atlag (korrigalt becslés)

14, abra: (A) Az osszes és (B) a kifejezett IL-6 expresszio ardanya korai és
eldérehaladott stadiumban

5.3. A trombocitozis és az IL-6 KO hatasai kolitisz-asszocialt daganatos modellben

Az IL-6 génkiiités igazoldsa

LPS adasara az IL-6 KO csoportokban nem emelkedett meg a plazma IL-6 szint,

mig a WT csoportban jelent6s IL-6 koncentracié emelkedés volt kimutathaté (15. abra).
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15. abra: Az egyes alcsoportokban mért IL-6 koncentracio (pg/ml) ELISA-val.
Az LPS indukalta plazma IL-6 szint mérése ELISA-val tortént. Az adatok a
kozépértéket jelentik (SD) *** p < 0,001.

Hisztopatologiai és klinikai jellemzok

Az éllatok terminalasat kovetéen multifokalis, polipszerii megjelenésti
daganatokat talaltunk a kolon deszcendensben az AOM/DSS kezelésben részesiilé
egereknél. A daganatos gocok szama 2-t61 8-ig terjedt, a varianciak egyenléségét (F8,8 =
1,11, p = 0,88) és normalis eloszlast mutatva az IL-6 KO és a WT alcsoportokban
(Shapiro-Wilk teszt p=0,88 és p=0,88). A daganatos gocok atlagos (£SD) szama
szignifikansan nagyobb volt (Student-féle teszt, t16=-2,79, p=0,013) a WT (6,22+0,52),
mint az IL-6 KO csoportban (4,22+0,49) (16. A abra). Az IL-6 KO csoportban az atlag
(£SD) TTV 13,6 (+£6,2) mm® (median 16,2, IQR: 9,3-17,3), mig a WT csoportban 21,9
(£6,6) mm? (median 18,1, IQR: 16,2-28,3) volt. A TTV eloszlasa az IL-6 KO csoportban
normalis volt (Shapiro-Wilk teszt p=0,475), azonban a WT csoportban nem (Shapiro—
Wilk teszt p=0,014). Bar az atlag TTV a WT allatokban nagyobb volt, a nem paraméteres
probak nem mutattak szignifikans kiilonbséget a két alcsoport kozott (Kolmogorov-
Szmirnov-féle teszt egzakt p=0,352, Mann-Whitney teszt p=0,058, a kozépértékek
egyenlésége nem paraméteres proba egzakt p=0,347) (16. B abra).
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16. abra: A (A) daganatos gocok és (B) a teljes tumor volumen (TTV)
eloszlasa az IL-6 KO CRC és a WT CRC alcsoportokban. Az egerek szama
mindkét csoportban n = 9 volt. (A) A daganatos gocok szama kétoldalas
Student-féle teszttel; (B) TTV nem paraméteres probakkal. -*kétoldalas
Student-féle t-proba: tl6= -2,79, p = 0,013. nsa (nem szignifikans)
Kolmogorov-Szmirnov-féle teszt egzakt p = 0,352, Mann-Whitney teszt p =
0,058, a kozépértékek egyenldsége nem paraméteres proba egzakt p = 0,347.

Azelsé TTV kvartilisbe 4 (TTV: 5,1-10,9 mm?), a masodikba 5 (TTV: 14,6-16,4
mm?3), a harmadikba 4 (TTV: 17,0-19,6 mm?®), mig a negyedikbe 5 (22,4-29,7 mm®) allat
keriilt. Az el6z6 eredményekhez hasonldan, bar a WT csoportban az eloszlas a nagyobb
TTV kvartilisek felé tolodott (azaz nagyobb méretii daganatokat észleltiink tobb goccal)
(1. kvart.: 0,0%, 2. kvart.: 33,3%, 3. kvart.: 22,2%, 4. kvart.: 44,4% ) az IL-6 KO
csoporthoz (1. kvart.: 44,4%, 2. kvart.: 22,2%, 3. kvart.: 22,2%, 4. kvart.: 11,1%) képest,
a kiilonbség statisztikailag mégsem volt szignifikans (Fisher-féle egzakt p = 0,157) (17.
abra).
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17. abra: Teljes tumor volumen (TTV) kvartilisek az IL-6 statusznak (IL-6 KO
CRC n=9, WT CRC n=9) megfeleléen Fisher-féle egzakt teszttel.

A szdvettani vizsgalat grade 1-2, pTis vagy pT1 tubuldris adenokarcindmat igazolt

mindkét csoportban (18. 4bra).

18. abra: (4) WT egér vastaghél makroszkopos képe metilén-kék festéssel (B) WT
eger vastagbélben kialakult pTis adenokarcinoma szévettani metszete (HE festés,
100x nagyitas). (A) A vastagbélben tobb gocu polipoid daganatok lathatéak; (B) A
vastagbélnyalkahartyarol késziilt mikrofénykép, melyen egyidejiileg normalis
mirigyek (bal oldal) és daganatos transzformaciot mutatd mirigyek (jobb oldal)
lathatoak.
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Az IL-6 KO egereknél csak jol differencialt tumorokat azonositottam, mig a WT

egereknél a jol és a kdzepesen differencialt daganatok megoszlasa egyenld volt (19. dbra).

Differencialtsagi fok megoszlas %

& & iy +©

19. abra: A daganatok megoszldsa a differencidltsdgi foknak megfeleléen.

Az IL-6 KO egereknél a mortalitasi rata magasabb volt a WT csoporthoz képest (20.

abra).
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20. abra: Mortalitasi rdata a WT CRC és az IL-6 KO CRC alcsoportokban
(mindkét alcsoportban n=9). A mortalitasi rata szamolasa: a 12. hétig elpusztult
allatok szdmanak osztasa az 1. napon €16 allatok szamaval.

Az IL-6 KO allatoknal a gyulladés stilyosabb volt az egyes kezelési ciklusokat
kovetden a decimalis pontrendszer alapjan (21. abra), ezért ebben a csoportban tobb

allatot hullott el a végpont elérése elott.
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21. abra: Decimalis pontrendszer a gyulladas sulyossaganak mérésére. Fehér —
normalis széklet, sarga — vizes/laza széklet, kék — vér a perianalis régidban, piros
— rektalis proplapszus, granulacid, fisztula. A 9. hét utan tébb allat nem pusztult

el, a gyulladasos jelek fokozatosan megsziintek.

A vérlemezkeszam normalis eloszlast mutatott (Shapiro-Wilk teszt p = 0,14, p =
0,71, p = 0,98, p = 0,99 az IL-6 KO kontrollban, IL-6 KO kezelt, WT kontroll és WT
kezelt allatokban), egyenld aranyu variansokkal az alcsoportokban (Bartlett-féle teszt p =
0,68). Az atlag vérlemezkeszdm kiilonbozott a négy alcsoportot Osszehasonlitva
(ANOVA Fz21 = 31,16, p < 0,001). A kezelt csoportokat vizsgalva az atlag (= SD)
trombocitaszam szignifikansan magasabb volt (Wald-proba F121 = 30,56, p < 0,001) a
WT csoportban (754 + 103 G /1), mint az IL-6 KO allatoknal (340 = 109 G /I). Mindkét
genotipusban a vérlemezkeszam alacsonyabb volt a kontroll, mint a kezelt csoportokban,

és ez a kiilonbség szignifikans volt (Wald-proba F121 = 66,39, p < 0,001) a vad genotipus

esetén (22. abra).
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22. abra: Vérlemezkeszam az alcsoportok szerint (G/1). (IL-6 KO CONT n=6, IL-
6 KO CRC n=7, WT CONT n=6, WT CRC n=6). Kozonséges legkisebb
négyzetek (OLS) regresszio, Wald-teszt.

PCR eredmények

A maj TPO génexpresszioja magasabb volt a WT CRC modellcsoportban, mint a
tobbi csoportban (23. dbra). Az atlagos TPO szint hasonlo volt a kontrollcsoportokban és
az IL-6 KO CRC modellcsoportban, bar az IL-6 KO CRC allatoknal nagyobb volt az
adattartomany. Ezzel szemben a THBS-1 gén expresszidja a majban szignifikansan
emelkedett volt az IL-6 KO csoportban a tobbi csoporthoz képest. A kontrollcsoportok
kozott nem volt kiilonbség a THBS-1 expresszio tekintetében, mig a WT kezelt csoportba
tartozd egereknél enyhén emelkedett expresszidt talaltam, amely nem érte el a

szignifikanciat.
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23. abra: (4) TPO és (B) THBS-1 mRNS expresszio a majban. Az mMRNS
expressziojat kvantitativ valds idejit PCR-ral mértiikk. (WT CONT n=5, WT CRC
n =26, IL-6 KO CONT n =5, IL-6 KO CRC n = 6) Az adatok az atlagot (SD)
jelentik. (A) * p < 0,05 (B) *** p < 0,001 (FC = valtozas nagysaga).

Intraluminaris fluoreszcens endomikroszkopia

Az intraluminalis endomikroszkopia jelentds kiilonbség mutatkozott az allatok
kozott. Akriflavin magfestés utan a daganatos WT allatokban az nyalkahartya luminalis
felszinérdl késziilt in vivo képeken a kriptdk aszimmetrikus mintdzata volt lathato. A
kriptak nyilasanak atméréje nagyobb volt, és alakjuk eltért a szokvanyos korkoros
formatol. Emellett a kriptak falait latszolag nagyobb mértékben infiltraltak sejtek, s az
Osszes sejttartalom magasabb volt. Vords csatornaval fokozott nyaktermelést lehetett
kimutatni. Az IL-6 KO allatokban mind az in vivo, mind a terminalast kdvet vizsgalat
soran a kriptak morfoldgiaja a normalhoz hasonlé volt, szabalyos kriptamintazattal (24.

abra).
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24. abra: WT és IL-6 KO egerek vastagbeleérdl késziilt intraluminalis fluoreszcens
endomikroszképos képek. (A) in vivo intraluminalis kép; (B) ex vivo kép a
nyalkahartyafelszinr6l vastagbéltumoros WT egérben; (C) in vivo intraluminalis
kép; (D) ex vivo kép a nyalkahartyafelszinr6l IL-6 KO egérben, gyulladas-
asszocialt vastagbéldaganatban. 488 nm (z6ld) és 660 nm (piros) kétsavos
fluoreszkalo Cellvizio endomikroszkopos képek. A méretjelzé sav 50 mikront
jelent valamennyi képen.

Képalkoto vizsgalatok

A PET/ MRI képek is egyértelmii kiillonbségeket mutattak a WT és IL-6 KO
allatok kozott (25. abra). A WT egérben az FDG-felvétel a kolon deszcendensben és
transzverzumban nagyon magas volt a tumoros gocoknak megfeleléen (25. abra, A, B, 1).
Az IL-6 KO egerekben a vastagbélben az FDG-felvétel nem volt jelentds, a nyirokcsomok
érintettsége nem volt kimutathat6 (25. abra, C, D, G, H). Egyidejiileg azonban fokozott
peritonedlis FDG-felvételt figyeltem meg, és a vékonybélben is azonositottam egy gocot
(25. abra, E, F).
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25. abra: PET/MRI képek WT (A, B, 1) és IL-6 KO (C — H) egerek hasi régiojarol
harom sikban. (A) WT egér szagittalis sik; (B) a WT egér koronalis sik; (C, E)
IL-6 KO egerek szagittalis sik; (D, F) IL-6 KO egerek koronalis sik; (G, H) IL-6
KO egerek axialis sik; (1) a WT egér axialis sik. A magas FDG-felvételt mutatod
teriiletek (tobb mint 0,2 standardizalt felvételi érték (SUV érték)) szaggatott
vonallal vannak koriilhatarolva. A ketts szaggatott vonal nagyon magas (0,4
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SUV érték feletti) FDG-felvételt mutatd teriiletet mutat. A szinskalak sziirke
arnyalatosak a hattért biztosité anatomiai MRI képeknél, mig a PET komponens
alacsony felvételt jelent a fekete (nincs felvétel) és a kék (alacsony felvétel),
mérsékelt felvételt a lila és a voros, €s magasabb FDG-felvételt a vords, a sarga
¢s a fehér (a legnagyobb felvétel) szinek esetében. A sziv referenciaként a C és D
panelen talalhatd. A fehér skala savjai mindegyik panelen 500 mikronnak felelnek
meg.

Az PET/MRI képeken a gyulladasos reakciok és a vizjel intenzitasfokozodasa is
jelentésebb volt a WT allatban. Az MRI-vel egy megnagyobbodott retroperitonealis

nyirokcsomo volt kimutathato, melynek FDG-felvétele kozepesen magas volt (26. abra).

26. abra: (4) WT dllat PET/MRI képek. (B) WT dllat MRI képek. (A) A
gyulladasos reakciok €s a vizjel intenzitasfokozodasok jelentdsek. Kettds korrel

és szaggatott nyillal jelolve egy kozepes FDG-felvételt mutatod, megnagyobbodott,
retroperitonealis nyirokcsomo. (B) A PET/MRI képeken azonositott nyirokcsomé
szaggatott korrel jelolve. Mindkét képen azonos sorrendben lathatdak az allatrol
késziilt 2D metszetek szaggitalis (bal), korondlis (kozépsd) €s axialis (jobb)
sikban.

Az egerek elhelyezése a tobb allat egyidejli vizsgalatara alkalmas agyban lehet6vé tette a

rekonstrualt PET/MRI képek Osszehasonlito attekintését a has axialis sikjaban (27. abra).

67



IL-6 KO allat
hasi felvétel, axialis sikban

WT allat

hasi felvétel, axialis sikban B 6 JCH

hasi felvétel, axialis sikban

27. abra: Keét IL-6 KO és egy WT allat axialis hasi PET/MRI képe tobb allat egyidejii
vizsgalatara alkalmas dgyon. A Kkereszt jelzés a vastagbél falaban az FDG
akkumulaciot mutatja.

Osszehasonlitottam az FDG-felvételt a WT allat és a két IL-6 KO allat magas
aviditasu tumoros gocaiban. Az FDG felvétel szignifikansan nagyobb volt a WT allatban
az IL-6 KO allatokhoz képest (p < 0,001) (28. abra).
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28. abra: Az FDG-felvétel 6sszehasonlitasa a magas aviditasu daganatos gocok
teriileten a WT allatban és a két IL-6 KO dllatban, kevert hatas modell. Korok:
harom legmagasabb aviditasu teriilet SUVmax értékei. Tartomany-diagram:
SUVmax atlag, 95% CI allatonként. *** Kevert hatas modell, az IL-6 statusz
valtozatlan hatasa (IL-6 KO vs. WT): p < 0,001.

Osszességében a WT allat magasabb FDG-felvételt és -felhasznalast mutatott,
illetve egyidejlleg intenzivebb és nagyobb vastagbél FDG-felvételi gocokat lehetett

kimutatni kvalitativ képanalizissel, mint ami az IL-6 KO allatoknal megfigyelhetd volt
(8. tablazat).

8. tablazat: Kiilonbségek PET FDG-felvételben. A daganatos gocokat tartalmazo
vizsgalt vastagbél volumen teriiletén mért PET FDG-felvétel kiilonbségei a
képalkoto vizsgalaton atesett egerekben.

Atlagos standardizalt felvételi Vastagbél radioaktivitas tartalma vs.
Allat érték a vastagbélben (g/ml) teljes test radioaktivitasa
LWI ,CRC 0,43 20,1%
egér
2IL-6 KO
1 %
CRC egér 015 53%
3IL-6 KO
27 %
CRC egér 0, 6,8%
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6. MEGBESZELES

Preoperativ trombocitozis

A preoperativ vérlemezkeszam és a gasztrointesztindlis szolid tumorok
progresszidja k6zotti kapcsolat vizsgalataval szamos kdzlemény foglalkozik (9. tablazat).
Azonban a szerzok egy része nem a laboratoriumi felsd hatarérték (cut-off érték: 400 G/I)
feletti szintnél hatdrozza meg a trombocitdzist. Nem meglepd moédon, amennyiben a cut-
off értéket lejjebb viszik, a prevalencia is nagyobb lesz. Ezzel ellentétes mindossze
egyetlen vizsgalat eredménye: Cravioto-Villanueva 350 G/1 feletti értékben hatarozta
meg a trombocitdzist, de csak a betegek 8%-nal fordult eld emelkedett vérlemezkeszdm
(180), szemben a tobbi kdzleményben megjelent 10-13%-os prevalenciaval 400 G/l cut-
off értéknél (130, 181-183). Azonban a betegszelekciot illetéen szamos probléma meriil
fel. A vizsgalatba bevontak 44 olyan beteget is, akiknek egyidejiileg legalabb két
daganata volt, 5 betegnél pedig perforacié miatt végeztek miitétet. Mindkét esetben
rovidebb tulélés és magasabb vérlemezkeszam varhato a nagyobb tumorterhelés, illetve
a perforaciot kisérd gyulladas miatt (184).

Nyelécsédaganatokban hdrom vizsgalat sordn a trombocitdézisnak nem volt
prognosztikai értéke. Ezekben a vizsgalatokban 400 G/I-t valasztottak vagoértéknek.
Aminian nem csoportositotta a betegeit a trombocitdzis alapjan, ezért nehéz értékelni az
eredményeit (185). A masik vizsgalatban a betegek majdnem egyharmada neoadjuvans
kemoterapiat kapott, amely befolyasolhatta a vérlemezkeszamot (186). Hasonloan nagy
aranyban (152/292) kaptak a betegek kemoterapiat a miitét el6tt Ling vizsgalataban is,
aki viszont a Shimada altal javasolt alacsonyabb vagoértéket alkalmazta (293 G/1) (187).
A neoadjuvans kezelést a miitéti beavatkozas elott 4-5 héttel fejezték be, és nem talaltak
szignifikans kiilonbséget a neoadjuvans kezelésben részesiilt (271494 G/1) és nem
részesiilt (263+78 G/1) betegek trombocitaszama kozott. Figyelemreméltd, hogy a
vérlemezkeszam ¢és a tulélés kozotti Osszefliggés kozel-szignifikdns volt. Két masik
vizsgalatban, melyekben a trombocitozis és a talélés kozott szignifikans Osszefiiggést
kozoltek, az alkalmazott vagoérték alacsony volt. Feng és mtsai elkészitettek egy vevo
mitkodési karakterisztika (ROC) gorbét a tulélésre vetitett optimalis cut-off pont
meghatarozasa céljabol (188). Azonban, amikor a Shimada altal javasolt értéket

alkalmaztak, a trombocitozis prevalencidja 11,5%-ra csokkent, és a szignifikancia eltlint.
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Az atlag vérlemezkeszam altalaban relativ alacsony a nyelécsddaganatos betegekkel
végzett vizsgalatokban (Shimada: 249+84 G/I, Aminian: 245+76 G/I, Feng: 209+71 G/I),
amely indokolhat egy alacsonyabb cut-off értéket, melyet a szerzok egy része hasznalt.
Erdekes modon egyik vizsgalatban sem keresték az alacsony atlag vérlemezkeszam okat.

Gyomortumorban Hwang €és mtsai univarians analizissel azt talaltdk, hogy a
tormbocitdzis Osszefiiggést mutat a rosszabb tuléléssel, ami azonban multivarians
analizissel mar nem igazolodott (189). Az eredményiiket a vizsgalati kohorsz kis
méretével magyaraztak. Hu cut-off értékként nemcsak 400 G/I-t, hanem 300 G/I-t is
hasznalt, mivel a helyi laboratériumban a vérlemezkeszdm normal tartomanya 100 G/1 és
300 G/1 kozott van (190). Természetesen tobb betegnél talaltak trombocitozist, ha a cut-
off értéket lejjebb vitték (12,08% vs. 4,03%), azonban a rosszabb prognozissal
szignifikans 0sszefiiggés csak a 400 G/1 csoportban igazolddott.

Bar Sasaki szignifikans Osszefiiggést talalt a trombocitozis és a tulélés kozott
CRC-ben szenvedd betegeknél, azonban a szignifikancia eltlint az 1. és 4. stadiumt
betegeknél, amikor stadium szerint elemezték az adatokat (182). Ez azért is érdekes a 4.
stadiumt betegek esetében, mivel a trombocitozis Osszefliggést mutatott a daganat
méretével és az invazid mélységével, és ez az Osszefiiggés erés volt a T-faktor
progresszidjaval, kiilonosen T3-T4 esetén multivaridns analizissel. A szerzok azzal
magyaraztak ezt a jelenséget, hogy ebben a két csoportban alacsony volt a betegek szama.
A Dbetegeket tovabbi alcsoportokra osztottdk a korabbi vizsgalatokban kozolt
vagdértékeknek megfeleléen (370-400 G/I, 400-450 G/1 és >450 G/I), de az alcsoportok
kozott nem taldltak szignifikdns kiillonbséget a prognozis tekintetében a normal
trombocitaszamu betegekkel sszehasonlitva. Erdemes még megjegyezni, hogy 30 olyan
beteget is bevontak a vizsgalatba, akiknek két vagy tobb primer CRC-je volt, azonban az
adataikat nem elemezték kiilon. Wan €s mtsai a mitét elotti 1 honapban vizsgaltak a
trombocitaszamokat: az ebben az iddszakban mért minimum, maximum ¢és atlag
vérlemezkeszamnak megfeleléen értékelték a kimenetelt (183). Mindharom érték
elemzése hasonld eredményt hozott, de a legerésebb szignifikanciat a maximum értéknél
talaltak. A 9. tdblazatban az atlag vérlemezkeszam p-értéke talalhat6. Amikor a mitét
eldtti egy évben, kiilonbozo idépontokban tortént laboratdériumi vizsgalatok eredményeit
tanulmanyoztak, hasonl6 eredményeket kaptak. Elemezték a magasabb vérlemezkeszam

hosszu tdva hatésait is: a trombocitdk okozta fokozott haldlozasi riziko kb. 3 évig volt
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megfigyelheté a miitétet kovetden. Egyetlen olyan vizsgalatot talaltam, amelyben nem
mutattak ki szignifikdns prognosztikai Osszefiiggést a CRC-ben szenvedd betegeknél

(191). Ennek hatterében az valosziniisithetd, hogy Nyasavajjala magasabb cut-off értéket

vizsgalat masik gyenge pontja az lehet, hogy 36 in situ karcinomaban szenvedd beteget
is bevontak. Az in situ karcindmat nem kiséri trombocitdzis, raadasul a talélés
gyakorlatilag 100%. Ennek ellenére, a szerzok azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a
preoperativ trombocitézisnak — fliggetleniil a patologiai stadiumoktél — nincs
prognosztikai ereje a CRC tulélés tekintetében. Emellett a trombocitozis és a rovidebb

tulélés kozotti Osszefliggeés a tobbi vizsgalatban pusztan a kis kohorszok kdvetkezménye.

9. tablazat: A preoperativ trombocitozis prevalenciagja a  kiilonbozo

gasztrointesztinalis tumorokban

Trombocitozis

Tumor Esetszam Trombocit.(?is Hivatkozas
G/ prevalenciaja P
Nyelocso 374 >293 21,1% 0,009 Shimada®4
381 >400 3,4% n.a. Aminian(18%)
112 >400 4,46% 0,644 Dutta(18®)
291 >293 19,9% 0,054 Ling&"
425 >205 48,47% <0,001 Feng(8®
Gyomor 369 >340 11,4% 0015 |kedat9?
1593 > 400 6,4% <0,043  Hwang®%)
1596 >400 7,5% <0,01 Lite4)
1763 >400 16,9% <0,008  Hywo
Vastagbél 490 > 300 49,8% 0,007  'shizuka®®
Cravioto-
163 >350 8% 0,001 Villanueva®8o)
198 > 400 12,1% 0,00001  Kandemir @81)
336 >400 13,4% <0,001  Baranyai®®
636 >370 12,1% <0,001 Sasaki(182)
314 >370 22% 0,001 Kim*(19%)
1513 >400 10,1% 0,00091  Wwan(83)
630 > 450 8,1% 0,067 Nyasavajjalat*®t)
Maj 1154 >400 2,7% <0,001 Hwang 97
634 >400 8,2% <0,0001  Carre®
Hasnyalmirigy 205 >300 27,3% 0.7 Dominguez(*%)
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199 >300 16,6% 0,0002 Chadha(@)
109 >300 26,6% 0,03 Brown®0)
105 >400 n.a. 0,043 Suzuki(@02)

n.a.: nincs adat
* Csak végbéltumoros betegek, neoadjuvans kemoirradiacio elétt

Hasnyalmirigy daganattal foglalkozd kozleményekben a szerzok altalaban
alacsonyabb, 300 G/l vagoértéket valasztottak. Dominguez vizsgalataban 355 G/1, mig
Brown esetében 376 G/1 volt a medidn vérlemezkeszam az emelkedett vérlemezkeszamu
betegcsoportban, mikézben mindketten azonos gyakorisaggal jelentettek trombocitozist
(199, 201). Ugyanakkor Dominguez nem talalt 6sszefiiggést a trombocitdzis és a rosszabb
onkologiai kimenetel kozott, szemben Brown eredményeivel. Nem adhaté egyértelmii
magyarazat erre a kiilonbségre. Nem talalhatdo adat arra vonatkozdan, hogy milyen
aranyban volt azok aranya, akiknek a vérlemezkeszama 400 G/I volt, illetve az milyen
Osszefliggést mutatott a tuléléssel. Chadha és mtsai irrezekabilis, elérehaladott stadiumt
pankredsztumoros betegeket vizsgéltak a radiokemoterapia megkezdése el6tt, és mind az
univarians, mind a multivaridns analizis igazolta a trombocit6zis prognosztikai szerepét
a teljes és a progressziomentes talélés tekintetében is (203). Hasonlé tendencia volt
megfigyelhetd, ha a vagoértéket felemelték (>350 G/I, >400 G/I, >450 G/I); azonban a
minta mérete ezekben a csoportokban alacsony statisztikai ereji volt ahhoz, hogy
szignifikanciat lehessen bel6le szamitani. Suzuki €s mtsai 400 G/l cut-off érték mellett
szignifikans kiilonbséget taldltak az alacsony és a magas trombocitaszdml csoportok
kozott (46,6 vs. 4,9 honap) (202). Azonban nagyszami beteget cenzoraltak a
betegségmentes intervallum gorbe alatt, miel6tt a mediant elérték volna, ami miatt az
eredményeik megkérdodjelezhetdek.

Ha tovabb elemezziik a kozleményeket, megallapithatd, hogy kozel azonos a
prevalencia az egyes daganattipusokban, ha azonos cut-off értéket alkalmazunk. Masrészt
a prevalencia eltér a kiilonb6z6 daganatokban, ha ugyanazt a cut-off értéket hasznaljuk.
vizsgalatban is a 400 G/I-t6l eltérd cut-off értéket alkalmaztak, mivel a normal tartomany
fels6 hatara az adott laboratoriumban/orszagban ett6l eltérd volt. Az egyes vizsgalatok
Osszehasonlithatosdgat tovabb neheziti, hogy a trombocitaszamot szdmos tényezd

befolyasolja, ugymint az életkor, a nem vagy a rassz. Fontos lenne, hogy a betegek teljes
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tulélése és a vérlemezkeszam kozotti Osszefliggést olyan statisztikai modszerekkel
elemezzék, amelyek ezeket a folyamatos valtozokat is figyelembe veszik.

A legtobb vizsgalatban az eredmények azt mutatjak, hogy a trombocitozis korrelal
a daganat méretével, az invazi6 mélységével és a regionalis nyirokcsomok
érintettségével, azaz, minél eldrehaladottabb a betegség, annal nagyobb eséllyel kiséri
emelkedett vérlemezkeszam.

A pontosabb adatok elérése érdekében javasolt lenne a kovetkezd kizarasi
kritériumok bevezetése, mivel az alabbi tényezOk jelentésen befolyasoljak a
trombocitaszamot vagy a talélést: mieloproliferativ betegség, akut vagy kronikus
gyulladds, autoimmun betegségek, kortikoszteroid kezelés, preoperativ trombocita
aggregacio gatld terdpia, kemoterdpia, irradiacio, lépeltavolitds, tromboembdlids
szovodmény, inkomplett tumorreszekcid (R1 vagy R2), szinkron daganat vagy attét
jelenléte.

Mivel a kiilonb6zd kozleményekben eltérd vagodértékeket alkalmaznak, nehéz
Osszehasonlitani az eredményeket. Ezért véleményem szerint a jovobeni vizsgalatokban
a trombocitozis meghatarozasanal egységes vagoérték, pl. a laboratoriumi felso
hatarérték alkalmazasa (> 400 G/I) javasolt abban az esetben is, ha a szerzék egyébként
ettdl eltérd cut-off értékkel is szeretnék kozolni az eredményeiket. Ezéltal a kiilonb6z6
vizsgalatok adatai Osszehasonlithatova valnak, és a trombocitozis szerepe az egyes

daganatokban konnyebben felismerhetévé valik.

Posztoperativ trombocitozis

Mig szamos kozlemény foglalkozik a preoperativ vérlemezkeszam prognosztikai
értékével, addig csak néhany vizsgalat foglalkozik a posztoperativ vérlemezkeszam
elemzésével. Amennyiben a trombocitozis és a daganat kozott valoban ok-okozati
Osszefliggés van, akkor a trombocitaszam lecsdkken a daganat reszekciojat kdvetden,
illetve ismét megemelkedik, ha a daganat rekurral. Az ilyen jellegli vizsgalatok kis
szamanak hatterében az allhat, hogy nehéz kivéalasztani az optimalis idépontot a
vérvételhez a miitéti beavatkozast kdvetden, hogy kizarhaté legyen a miitét hatasa,
emellett szamos tényez6dt is figyelembe kell venni, mint pl. a sebgyogyulasi zavart, a

varratelégtelenséget, a transzfiziot, az adjuvans kezelés megkezdését, ezen beliil is
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elsdsorban a kemoterapiat. Irodalmi adatok alapjan a fehérvérsejtek €s a vérlemezkék
citosztatikus terapia utani nadirja két hét (204).

Spence ¢s mtsai nyeldcsd daganatos betegeknél hasonlitottdk 6ssze a szérum és
plazma VEGF szintet és a vérlemezkeszamot a miitét el6tt és a miitét utan 6 héttel (205).
Hét esetben a méréseket elvégezték az 1., 5. €s 10. posztoperativ napon is: a miitét utan
a szérum ¢és a plazma VEGEF szint tobbszorosére emelkedett, majd a 6. hétre a kiindulasi
szintre esett vissza. A vérlemezkeszdm mindkét VEGF szinttel korrelalt. A VEGF
szarmazhat mind az aktivalt vérlemezkékbdl, mind a gyogyuld sebbdl: ezért a szerzok
arra hivtak fel a figyelmet, hogy a VEGF, és ezzel parhuzamosan a vérlemezkeszamot
a korai posztoperativ idészakban dvatossaggal kell kezelni.

Ling a trombocitaszdm valtozasat elemezte a miitét eldtti iddszaktol kezdve a
posztoperativ 1., 10. és 30. napon 291 nyelécsétumoros betegnél (187). A
vérlemezkeszamban egy jelentés esést talaltak a preoperativ (267 G/l + 86) és az 1.
posztoperativ nap (216 G/l £ 85) kozott, amelyet egy nagymértékii emelkedés (421 G/l
+ 149) kovetett (az 1. és a 10. posztoperativ nap kozott). Végiil egy enyhe csokkenést
észleltek a 30. napra (393 G/l + 164). Szignifikans talélési elény (p = 0,0027)
igazolddott azoknal a betegeknél, akiknél a 10. posztoperativ napon trombocitdzist
jelentkezett, de nem deriilt fény szignifikans dsszefiiggésre az 1. és a 30. posztoperativ
nap értékei esetében.

Hu 71, preoperativan trombocitdzist mutaté gyomordaganatos betegnél elemezte
a vérlemezkeszam valtozasat 4 héttel a miitétet koveten és az utankovetés soran (190).
A 4. hétre a betegek 42,25%-nal csokkent vissza a normalértékre a trombocitaszam.
Azoknal a betegeknél, akiknek a trombocitézisa nem sziint meg, rosszabb talélést
talaltak. Azoknak a betegeknek, akiknek a preoperativ emelkedett vérlemezkeszama a
miitét utan normal tartomanyba csokkent, a recidivara valé hajlama nagyobb volt, mint
a normal preoperativ trombocitaszamu betegeknek (70,8% vs. 24,1%, p = 0,004).

Sajat anyagunkban 336 CRC-ben szenvedd beteg pre- ¢€s posztoperativ
vérelmezkeszamat hasonlitottuk Ossze (130). Mitét utdn 1 hoénappal végzett
laborvizsgalat eredményeit vettiik figyelembe. Ezt az iddintervallumot az alapjan
valasztottuk, mivel feltételeztiik, hogy a fizioldgids sebgyogyulast kisérd gyulladés
zavard hatasai addigra elmulnak, illetve az adjuvans onkologiai kezelést ekkor még nem

kezdték meg. A trombocitaszam szignifikdnsan csokkent a daganat eltavolitasat
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kovetéen a preoperativ értékhez képest. Ennek ellenére a tulélés tekintetében a
prognosztikai ereje nem valtozott. S6t, a posztoperativ trombocitdzis, ami 40 betegnél
(11,9%) volt megfigyelhetd, erdsebb prediktiv tényezdnek bizonyult, mint a preoperativ
trombocitozis.

HCC esetében Hwang szintén a vérlemezkeszam jelentds csokkenésérdl szamolt
be a daganat eltavolitasat vagy a transzkatéteres artérids kemoembolizacigjat (TACE)
kovetéen (197). A vérvétel id6pontja miitét utan 3 és 6 héttel volt, a kemoterapia
megkezdése eldtt. A csokkenés a 6. héten jelentdsebb volt. Az utankdvetés soran a
vérlemezkeszam ismét megemelkedett, amennyiben a daganat rekurrdlt. Ha a
trombocitdzisos betegek nem kaptak kezelést, a vérlemezkeszdm progressziv
emelkedését figyelték meg. Az eredményeiket korlatozza az a tény, hogy csak kisszamu
betegnél jelentkezett trombocitozis (N = 31), és koziilik csak 10 betegnél végeztek
miitétet vagy TACE kezelést.

Osszességében ezeket az elemzéseket kiilonbozé daganattipusoknal végezték.
Ling eredményei a 3 vizsgdlat megfigyeléseitdl eltérd trendet mutatnak. Spence
eredményeit figyelembe véve a posztoperativ 10. napon észlelt vérlemezkeszam
emelkedés a miitét kovetkezménye lehet; kérdés, hogy a szervezet jobb valaszkészsége
forditodik le jobb prognézisra. Megfeleld betegszamu vizsgélatokra van sziikség, hogy

a posztoperativ trombocitdzis jelentdségét tisztazni lehessen.

Trombocitozis és attétképzodés

Akarcsak a posztoperativ trombocitdzis esetében, csak néhany vizsgélat all
rendelkezésre, amelyekben a preoperativ trombocitozis €s az attétképzddés kapcsolatat
vizsgaljak (10 tablazat). Gyomordaganatban Hwang arr6l szamolt be, hogy a teljes
recidiva rata szignifikansan magasabb volt az emelkedett, mint a normal
vérlemezkeszamt csoportban (189). A tovabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy ezt a
jelenséget nem a lokoregionalis recidiva, hanem a hematogén attétképzodés okozta. Li
vizsgalataban a trombocitdzis betegeknél nagyobb aranyban fordult eld nyirokcsomé és
tavoli attét (194). Ezzel szemben Hu nem talalt szignifikans Osszefiiggést a magasabb
trombocitaszam és a nyirokcsomo vagy tavoli attét kozott a diagndzis idején, fiiggetlentil
a cut-off érték meghatarozasatol (> 300 G/l vagy > 400 G/I) (190). Ugyanakkor a TNM

beosztassal szignifikans volt az dsszefliggés. A betegek 42,25%-anal a trombocitdzisos
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betegek trombocitaszdma a normadl tartomanyba siillyedt a daganat eltavolitasa utan.
Amennyiben a vérlemezkeszam ismét megemelkedett, ugy ez ebben a betegcsoportban
érzékeny indikatora volt a recidiva megjelenésének a normal preoperativ
vérlemezkeszamu betegekhez képest (p =0,01). A vizsgalat adataibol nem deriil ki, hogy

ez a lokoregionalis ¢s a tavoli attétekre is igaz-€.

10. tablazat: A trombocitozis és az attétképzodes prevalencidja kozotti 6sszefiiggés

Trombocitézis

Tumor Esetszam szintje p Hivatkozas
G/l
Gyomor 1593 >400 <0,001 Hwang(%%
1596 >400 <0,01 Lite4)
1763 >400 < 0,002 Hu®%0)
Vastagbél 636 >370 < 0,003 Sasaki(182)
779 >400 <0,00011 Wan(83)

A vérlemezkeszam ¢és a tavoli attétképzodés/recidiva kialakulasa kozotti
Osszefiiggést elemzO vizsgalatok alapjan a tavoli attét kialakuldsa vagy jelenléte
Osszefiiggésbe hozhatd a trombocitozissal. Ez egybevag azokkal az alapkutatasokkal,
hogy a vérlemezkéknek fontos szerepiik van az érpalyaban keringd daganatsejtek
védelmében. Tovabbi fontos megfigyelés, hogy recidiva kialakulasakor a trombocitaszam
ismét megemelkedik. Ezzel felmeriil annak a lehetdsége, hogy egy olcsd, konnyen

hozzaférhetd vizsgalattal monitorozni lehessen a korképet.

Tumor-indukdalta trombopoézis

A szérum IL-6 szint és a tulélés kozotti Osszefiiggés vizsgalatarol keveés
kozlemény 4ll  rendelkezésre  (11. tabldzat). Harom  gyomor-,  két-két
hasnyalmirigydaganattal, HCC-vel és CRC-vel foglalkozo6 vizsgalatban a betegek szama
relativ alacsony, szemben a vérlemezkeszammal foglalkozd vizsgalatokkal. Az egyes

daganattipusok kozott, illetve a daganattipusokon beliil is jelentds eltérés volt a szérum
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IL-6 szintben, ennek ellenére valamennyi elemzés alapjan az emelkedett szérum IL-6

szint Osszefliggést mutatott a rosszabb tuléléssel.

11. tablazat: Szérum IL-6 szint és a tulélés kiilonbozo gasztrointesztinalis

daganatokban
Tumor Esetszam SZé;ugr/Tr]n: L-6 p Hivatkozas
Gyomor 60 1,97 0,05 Ashizawa(20®)
115 6,77 0,010 Kim(7)
155 13 0,026 Liao(0%8)
Hasnyalmirigy 51 5,2 0,05 Ebrahimi©%
78 13,1 0,004 Mroczko(?10
HCC 110 10 0,05 Jang@V
330 7.1 0,015 Nakagawa(®'?
Vastagbél 40 32,8 0,05 Li®13)
164 11,9 0,05 Chung@4

6.1. Az IL-6 és a gasztrointesztinalis daganatokat kisér6 trombocitozis kdzotti

Osszefliggés

Egyre tobb megfigyelés mutat abba az irdnyba, hogy a kronikus gyulladas
gyulladas kozotti szoros kapcsolatot az is alatamasztja, hogy a gyulladascsokkentd
gyogyszerek alkalmazdsa segit a malignus betegségek megeldzésében. Szadmos
gasztrointesztinalis daganattipusban magasabb szérum IL-6 szintet észleltek (216, 217).
ben (161). Emellett az M2 makrofagok altal termel IL-6 daganat kialakulasahoz vezet
kolitisz ulcerdzaban (218). Mivel a gyulladas elésegiti a gasztrointesztinalis daganat
novekedését €s progressziojat az IL-6 altal medialt STAT3 utvonal aktivalasan keresztiil,
feltételezhetd, hogy szoros Osszefiiggés van az IL-6, a gyulladds és a daganatos

progresszio kozott.
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Stone ¢és mtsai kozleménye Ota mas vizsgalat nem tdmasztotta ald, de nem is
cafolta meg a tedrigjukat. Vizsgadlatommal univarians analizissel dsszefliggést talaltam a
magasabb vérlemezkeszam ¢és a szérum IL-6 szint kozott. Ha az 6sszefliggést tumortipus
szerint vizsgaltam, kozepesen erds Osszefliggést talaltam a nyel6cs6- ¢€s a
vastagbéldaganat tekintetében. Eredményeim szintén igazoltak, hogy a szérum IL-6 szint
magasabb volt elérehaladott stddiumban. A malignus betegségeket kisérd trombocitdzist
gyakran az anémia kovetkezményének tartjdk. Az altalam vizsgalt betegeknél negativ
korrelaciot taldltam a hemoglobin szint és a trombocitézis kozott. Emellett a
fehérvérsejtszam szignifikans Osszefiiggést mutatott az emelkedett vérlemezkeszammal.
Ez mindenképpen abba az irdnyba mutat, hogy gyulladasos folyamatok befolyéasoljak

mindkét paramétert.

6.2. Az IL-6 expresszid vizsgalata kolorektalis adenokarcinbmaban szenved6

betegeknél

Ugy tiinik, hogy az IL-6 jelentds hatassal van a kolorektalis tumorok sejtjeire.
Kimutattak, hogy az IL-6 in vitro eldsegiti a daganatos sejtek novekedését (163).
Ezenkiviil az IL-6 eldsegiti a tumor progresszidjat, mert bebizonyitottak, hogy dozisfiiggd
moédon fokozza a daganatos sejtek koloniaképzodését (219). Hatasara novekszik a
kolorektalis karcinoma sejtjeinek invazivitasa (220). A tumorokban az IL-6-t leginkabb
maguk a tumorsejtek, tumor-asszocialt makrofagok (TAM-0k), CD4 T-sejtek,
fibroblasztok és mieloid eredeti szuppresszor sejtek (MDSC) expresszaljak (221, 222).

A vizsgalatom soran a kifejezett IL-6 expressziot mutatd sejtek maguk a
tumorsejtek voltak. Eredményeim alapjan az IL-6 expresszidé mértékét nem befolyasolta
a szovettani differencialtsagi foka. Ez ellentmond Brozek ¢s munkatarsai eredményeinek,
akik kimutattdk, hogy az IL-6 szint normal human nyalkahartydban alacsony,
adenomakban, illetve jol differencialt (G1, G2) tumorokban pedig csak kismértékben nd
meg. Magas IL-6 szintet kizarolag a rosszul differencialt elvaltozasoknal (G3, G4)
figyeltek meg (223). A vizsgalat hatranya az alacsony esetszam, mely alapjan a
kovetkeztetéseiket levontak. Sajat vizsgalatomban emellett 6sszefiiggést talaltam az 1L-6

expresszio és a daganatok stddiumai kozott. A rosszabb TNM stadiumokhoz fokozottabb
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expresszid tarsult. Ezen eredményeim arra utalnak, hogy az IL-6 osszefiiggést mutat a

crer

crcr

crer

esetében (150). Belluco megallapitotta, hogy szignifikansan magasabb szérum IL-6 szint
mérheté azoknal a Kolorektalis tumoros betegeknél, akiknél az IL-6 génben -174G
polimorfizmus mutathat6 ki, mint akiknél a -174C (224).

6.3. Trombocitozis és az IL-6 KO hatasai kolitisz-asszocidlt daganatos modellben

Emelkedett IL-6 szintet figyeltek meg kiilonféle daganatokban, beleértve a
gasztrointesztinalis daganatokat is (115, 216). A trombocitézishoz hasonloan az IL-6 is
korreldl a tumor stddiumaval, méretével, metasztazisaval és a betegek talélésével CRC-
ben. Mind a tumorsejtek, mind a tumorszdvetet infiltraldo immunsejtek termelnek IL-6-ot
(95, 225).

Stone ¢és mtsai trombocitozisos, petefészekrakban szenvedd betegeket
tanulmanyoztak, és meghataroztak szamos trombopoetikus faktor (TPO, IL-1a, IL-3, IL-
4, IL-6, IL-11, G-CSF, M-CSF, SCF, Flt3-ligandum) plazmaszintjét (113). A TPO és az
IL-6 plazmaszintje korrelalt a vérlemezkeszammal: a trombocitozisos betegeknél az IL-
6 és a TPO plazma szintje szignifikansan magasabb volt, raadasul adott cut-off értékek
mellett a plazma IL-6 szint és a trombocitézis egyarant fiiggetlen prognosztikai
tényezének bizonyult. Ezen eredmények alapjan felvetették egy parakrin
paraneoplasztikus Ut lehetdségét, melyben a petefészek tumor altal expresszalt és
szekretalt IL-6 fokozza a majban a TPO termelést. Ez a csontvel6ben megakariopoezist
indukal és megnoveli a vérlemezkeszamot, végeredményben a tumor altal kivaltott
trombocitézist eredményezve. Az AOM/DSS altal kivaltott kolitisz-asszocialt daganatos
modellemben szignifikansan magasabb vérlemezkeszamot talaltam a WT CRC
csoportban, mint a WT kontroll vagy az IL-6 KO csoportokban. Egyidejiileg a WT CRC
csoportban a majban fokozott TPO-1 expressziot mértem a tobbi csoporthoz képest.

Az IL-6 KO allatok esetében fokozott mortalitast észleltem a kisérlet soran, mivel

a bélgyulladas stulyosabb volt, mint a WT allatoknal. A harmadik ciklus DSS adasa utan
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az IL-6 KO allatok 50%-a elpusztult (n=9), mig a gyulladas sulyossaga miatt csak egy
WT pusztult el. Hasonld6 megfigyelésr6l mas szerzok is beszamoltak: ha az IL-
6/gp130/STAT3 utvonal gatolt és az egereknek AOM/DSS-t adnak, akkor sulyosabb
vastagbélgyulladas alakul ki, jelentdsebb gyulladasos sejtes infiltracio figyelheté meg a
hamsejtek kifejezettebb karosodasaval és fekélyképzodéssel, (161, 174, 225). Ha az IL-6
gatolt, a bél hamsejtjeinek regeneracidja és proliferacidja zavart szenved a sériilés
tipusatol (fert6z6 vagy nem fert6z6) fliggetleniil, és a gazdaszervezet hajlamosabb a
nyalkahartya karosodasra (226, 227).

A végpontnal képalkotd vizsgalatokat végeztem mindkét kezelési csoport
allatainal. Az AOM/DSS okozta akut gyulladas ebben az idépontban mar jelentésen
alabbhagyott. Az IL-6 azonban fenntarthatja a kronikus gyulladast azaltal, hogy
befolyasolja a patogén Th sejtek differencialodasat és talélését. Ezért ebben az
idopontban a WT allatndl egyidejiileg a megndvekedett tumorterhelés és a kronikus
gyulladas jeleit is meg lehetett figyelni. A WT allatnal az endomikroszkopia soran a
nyalkahartya-gyulladasra jellemzo eltéréseket talaltam, mig PET/MRI vizsgalattal
fokozott FDG-felvétel igazolodott a vastagbélben, a peritoneumban és a nyirokcsomaéban.
Ezenkiviil a teljes FDG-felvétel szignifikansan magasabb volt a WT allatban. Az IL-6
KO allatnal a vékonybélben igazolt fokalisan fokozott, illetve a peritoneumban észlelt
mérsékelten fokozott FDG-felvétel nem gydgyuld gyulladdsos gocra és a peritoneum
kovetkezményes irritacidjara utalhat.

Osszefoglalva, a WT 4llatokban szignifikdnsan megemelkedett vérlemezkeszamot
¢s TPO expressziot mutattam ki az IL-6 KO allatokkal vald 6sszehasonlitas soran, ami
alatamasztja a korabban felvetett parakrin paraneoplasztikus utat. Eredményeim alapjan
az IL-6-nak fontos szerepe van nemcsak a tumor kialakulasaban, hanem a

vastagbélgyulladas soran fellép6 antiinflammatorikus és reparativ folyamatokban is.
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7. KOVETKEZTETESEK

A kovetkezdkben pontokba szedve 6sszefoglalom dolgozatom 0j megéllapitasait.

A kiilonbozo gasztrointesztinalis tumoroknal a szérum IL-6 szint és a vérlemezkeszam
osszefiiggésenek vizsgalatakor a kévetkezoket allapitom meg:

1. A Kkiilonb6zé gasztrointesztinilis tumorokban osszefiiggés igazolédott a
szérum IL-6 szint és a trombocitaszam kozott.

Gyenge, de pozitiv korrelacio igazolddott a kiilonboz6 daganattipusokban a
szérum IL-6 szint és a trombocitaszam kozott. Az Osszefiiggés nyelOcsO €S
vastagbéldaganat esetén kdzepesen erds volt, de a szignifikanciat nem érte el.

2. A hemoglobin és a fehérvérsejtszam szignifikians Osszefiiggést mutat a
vérlemezkeszammal a kiilonb6z6 gasztrointesztinalis daganatokban.
Multivarians linearis regresszids analizissel a vérlemezkeszam és az egyes
klinikai paraméterek kozotti sszefiiggést vizsgaltuk. Ez alapjan a hemoglobinnal
negativ, a fehérvérsejtszammal pozitiv szignifikans korrelaci6é igazolddott. Ez
felveti annak lehetdségét, hogy a daganatot kiséré trombocitozis kialakulasaban
gyulladasos folyamatok is szerepet jatszanak.

3. Szignifikans osszefiiggés all fenn a szérum IL-6 szint és a daganat stadiuma
kozott.

A daganat jellemzdi koziil a differencialtsagi fok nem mutatott osszefiliggést sem
a szérum IL-6 szinttel, sem a vérlemezkeszammal. A betegeket korai és
elérehaladott stadiumt betegség szerint csoportositva a vérlemezkeszamban nem
volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. A szérum IL-6 szint viszont
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az eldrehaladottabb stadium, azaz
nagyobb tumorterhelés esetén. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a fokozottabb IL-6

termelésért kozvetleniil vagy kozvetve a daganat a felelds.

Kolorektalis daganatban az IL-6 expresszio vizsgalata alapjan az alabbi kovetkeztéseket
tudtam levonni:
1. A daganatsejtekben szignifikinsan nagyobb aranyban van jelen fokozott

IL-6 expresszio, mint a stromasejtekben.
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Digitalizalt szovettani metszeteken 3DHistech programmal szamszerisitettem
a pozitivitdst az IL-6 antitesttel tortént festddés intenzitdsa alapjan.
Gyulladéasos sejtes besziirddés csak kis mennyiségben fordult elo a
metszeteken, és ezek sem mutattak 1L-6 expressziot, igy az immunrendszer
kiilonbozo sejtjei altal torténd IL-6 termelés kizérhatd volt. Amennyiben a
daganatsejtek és a stromasejtek Osszesitett IL-6 expresszidjat vizsgaltam, a két
csoport kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. Ha azonban az IL-6
expresszio mértékét is figyelembe vettem, akkor szignifikdnsan nagyobb
aranyban voltak kifejezett IL-6 expressziot mutatd sejtek a daganatsejtek
kozott, mint a stromasejteknél.

2. A daganatsejtek IL-6 expresszioja szignifikinsan magasabb
elérehaladott stadium esetén.
Vizsgalatomban eldrehaladott stddium esetén a tumorsejtek IL-6 expresszidja
szignifikdnsan nagyobb volt, mint korai stddium esetén. Ennek hatterében a

nagyobb tumortehelés allhat.

Gyulladas-asszocialt kolorektalis daganatmodellben az IL-6 szerepét és hatdasat
vizsgaltam |L-6 KO és WT egerekben:
1. AOM / DSS kezelést kovetéen a WT csoportban tobb gécu és nagyobb
méreti, illetve alacsonyabban differencialt daganatok fordulnak elé.
A kezelést kovetden a WT és az IL-6 KO csoportban is vastagbéldaganatok
jelentek meg, melyek szdvettanilag tubularis adenokarcindmanak bizonyultak. A
WT csoportban nagyobb méretli és nagyobb szdmu tumoros goc jelentkezett,
ebbdl kovetkezik, hogy a teljes tumor volumen is nagyobb volt. Mig az IL-6 KO
csoportban kizarolag G1 differencidltsdgi tumorok fordultak eld, addig a WT
csoportban a G1 és G2 daganatokat azonos aranyban figyeltem meg.
2. Az IL-6 KO egereknél a mortalitasi rata magasabb
Az IL-6 KO egereknél az egyes kezelési ciklusok olyan stlyos foku gyulladast
okoztak, hogy az nagy szamban a kimulasukhoz vezetett. Ez alapjan az IL-6-nak
fontos szerepe lehet a stilyos gyulladas utani regeneracioban, melynek mértéke a
génkiiités miatt jelentésen lecsokkent. Valosziniileg ez 4ll a mortalitasi rataban

¢észlelt nem vart eredmény hatterében.
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3. A Kkezelt WT egereknél a trombocitaszam szignifikinsan magasabb, a TPO

expresszio pedig fokozott a tobbi csoporthoz képest. A THBS-1 expresszié a
kezelt IL-6 KO egerekben volt szignifikinsan magasabb.
A trombocitaszam mind a kezelt IL-6 KO, mind a kezelt WT csoportban
magasabb volt a kezelést nem kapo kontrollcsoportokhoz képest. A kiilonbség
azonban csak a WT egerek esetében volt szignifikdns. A trombocitaszam
emelkedés a kezelt WT csoportban olyan mértékii volt, hogy mindharom
csoporthoz képest szignifikdns volt az eltérés. A majban a TPO expresszioja a
kezelt WT csoportban volt a legmagasabb, a masik harom csoportban az atlag
TPO expresszio kozel azonos volt. Ezzel szemben a THBS-1 expresszié az IL-6
KO csoportban volt szignifikdnsan emelkedett a tobbi csoporthoz képest.

4. Az in vivo képalkoto vizsgalatok a kezelt WT egereknél elhuzodé gyulladast
és sulyosabb daganatos érintettséget igazoltak
A kezelt WT allatnal intraluminaris fluoreszcens endomikroszkopiaval fokozott
amelyek részben a kronikus gyulladas, részben a daganatos -elfajulas
kovetkezményei voltak. Ennek hatterében az IL-6 révén a patogén Thl7 sejtek
differenciaciojanak ¢és tulélésének lehet szerepe. PET/MRI vizsgalattal
intenzivebb és kiterjedtebb FDG felvétel igazolodott a kezelt IL-6 KO egerekhez
képest.

Vizsgalataimmal igazoltam az IL-6 kozponti szerepét a daganatos progresszidban a
gasztrointesztinalis, ezen beliil is a kolorektalis daganatokban. Kimutattam, hogy a
kolorektalis daganatsejtek IL-6-t expresszalnak, amely nagyobb mértéki, mint ami a
stromasejtekben megfigyelhetd. A daganatsejtek IL-6 expresszidjanak mértéke
Osszefliggést mutat a daganatstadiummal. Igazoltam, hogy a szérum IL-6 szint szintén
korrelal az elérehaladottabb stadiummal. lgazoltam, hogy amennyiben nem termelddik
IL-6, akkor a daganatos terhelés és progresszio kisebb mértékii lesz, a TPO expresszid és
ennek kovetkezményeként a trombocitaszdm szignifikdnsan alacsonyabb. Eredményeim
alapjan azonban nem tisztazott, csak feltételezhetd, hogy hasonlé mechanizmus zajlik,

mint amit Stone vetett fel.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatdsom soran a vérlemezkék és az IL-6 szerepét vizsgaltam mind allatkisérletben,
mind embereknél gasztrointesztinalis daganatokban ¢és kolorektalis daganatban.
Gasztrointesztinalis tumorok heterogén csoportjaban a trombocitaszam és az I1L-6 szint
kozott gyenge pozitiv Osszefliggés igazolodott. A vérlemezkeszam a hemoglobinnal
IL-6 szint eldrehaladott stddiumban szignifikansan magasabb volt. Vizsgalatom soran
egyértelmi eltérést talaltunk a daganatsejtek €s a stromasejtek I1L-6 expresszidja kdzott:
a daganatsejtekben szignifikdnsan nagyobb ardnyban volt fokozott IL-6 expresszio,
illetve elérehaladott stadiumban a daganatsejtek IL-6 expresszioja szignifikansan
magasabbnak bizonyult. Egerekben egy kolitisz-asszocialt vastagbéldaganatos modellt
hoztam létre IL-6 KO és WT allatokban ugy, hogy AOM / DSS adasaval CRC
kialakulasat indukaltam. Igazoltam, hogy az IL-6 hianya esetén a daganatok kialakulasa
Kisebb szamu és méretil, jobban differencialt daganatos goc jelentkezik. Erdekes médon
az IL-6 KO allatoknal a haldlozasi arany magasabb volt, ennek azonban nem a daganatos
betegség, hanem a kialakult gyulladas sulyossaga allt a hatterében. Az IL-6 hianya ugyan
kisebb tumorterhelést jelentett, de egyidejiileg a bélham gyulladas utani csokkent
regeneracidjat is eredményezte. A CRC WT allatokban a trombocitaszam szignifikdnsan
magasabb volt a CRC IL-6 és a kontrollcsoportokhoz képest, a maj TPO expresszidja
pedig parhuzamosan mozgott a vérlemezkeszammal. Fluoreszcens intralumindris
allatban. A PET/MRI is a jelent6sebb daganat terhelésnek megfeleld képet igazolt: tobb
gocu ¢és intenzivebb volt az FDG felvétel, emellett szignifikdnsabb nagyobb volt a

vizsgalt teriiletek SUVmax-ja is.
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9. SUMMARY

| studied the role of platelets and IL-6 both in an animal study and in gastrointestinal
cancer and colorectal tumor in human. In the heterogeneous group of gastrointestinal
cancer | found weak, but positive correlation of platelets and I1L-6. | found that platelet
showed a significant negative correlation with hemoglobin and significant positive
correlation with white blood cell counts. Serum IL-6 levels were significantly higher in
advanced stage disease. | found clear-cut difference in the IL-6 expression of tumor cells
and stromal cells: significantly higher rate of tumor cells showed increased IL-6
expression, and the IL-6 expression was significantly higher in advanced stage. |
established an inflammation-induced CRC model in IL-6 KO and WT animals with the
administration of AOM / DSS. | found that the lack of IL-6 leads to the development of
smaller and fewer tumor foci with lower grade. Interestingly, the mortality rate was higher
in IL-6 KO animals, however, this phenomenon resulted not from the tumor burden but
the severity of inflammation induced. Although the lack of IL-6 lead to smaller tumor
burden, but also to reduced regeneration of the intestinal epithelia after the inflammation,
simultaneously. The platelet counts were significantly higher in the CRC WT animals
compared to the CRC IL-6 and the control groups, and the hepatic expression of TPO
followed the platelet counts in parallel. Fluorescent intraluminar endomicroscopy showed
more severe abnormalities of crypt morphology in WT animals. PET/MRI also confirmed
the picture of more pronounced tumor burden: FDG uptake was multifocal and more

intense, and the SUVmax of the regions of interest was also significantly higher.
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Abstract

Introduction: Several reports have stated that thrombocytosis is associated with worse survival and higher rate of metastasis
in solid tumours. A study in ovarian tumours implicated IL-6 produced by tumour cells as a key mechanistic factor.

Aim: To evaluate the relevance of this paraneoplastic pathway in gastrointestinal cancer.

Material and methods: After excluding thromboembolic and inflammatory disorders, 161 patients were enrolled who had
been operated due to various gastrointestinal cancer at the 15t Department of Surgery at the Semmelweis University between
2015 and 2017. Platelet counts and serum IL-6 levels were determined from preoperative blood samples. Thrombocytosis was
defined as the upper limit of normal platelet count, e.g. 400 x 10%/pl.

Results: A weak but significantly positive correlation was found between elevated platelet counts and serum IL-6 (correlation
coefficient: R = 0.214, p = 0.006), which became more pronounced in colon and oesophageal cancer if evaluated in the different
tumour types (R = 0.292 and R = 0.419, respectively). However, using a multivariant linear regression model (R? = 0.47) corrected
with haemoglobin, white blood cell count, and advanced disease stage, the analysis showed no significant correlation between
serum IL-6 and platelet counts.

Conclusions: In gastrointestinal cancer our study did not support the paracrine-mediated paraneoplastic pathway described
in ovarian tumors. Thrombocytosis showed significant correlation with white blood cells instead of serum IL-6, which implies that
the inflammatory process may influence both parameters. Further studies are needed on larger patient cohorts.

mour cells administered intravenously [5]. It is assumed
that a certain mechanistic link exists between tumour
cells and platelets. The thrombocytes often adhere to

Introduction
In recent decades several authors have reported that

thrombocytosis was associated with higher incidence of
metastases and worse prognosis in gastrointestinal tu-
mours [1, 2]. Numerous studies have shown an associ-
ation between platelets and tumours. In animal studies
correlation was found between platelet inhibition [3] or
depletion [4] and decreased metastasis formation. In
thrombocyte-depleted animals the infusion of platelet
concentrate restored the metastasising potential of tu-

tumour cells [6]. On the one hand, platelets protect
them from mechanical insults, and on the other hand,
platelets interfere with the cell-mediated immune re-
sponse: they present large amount of MHC-I antigen
on their surface, and the recognition of tumour cells is
compromised by the immune system because the plate-
lets covering the tumour cells imply normal phenotype
of the host [7]. Despite numerous studies, the exact
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Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International (CC BY -NC -SA 4.0). License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).
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Table 1. Clinicopathological data

Organ N  Male/female Stage Mean PLT Mean IL-6 PLT x IL-6
1 5 3 4 [x 103/pul] [pg/ml] correlation
Oesophagus 14 14/0 0 4 4 6 250.52 8.90 0.419
Primary liver* 10 6/4 2 2 4 2 170.20 5.29 0.153
Stomach 35 27/8 3 6 6 20 291.49 12.78 0.197
Pancreas 36 21/15 4 10 12 10 324.67 13.13 0.175
Colon 33 17/16 3 9 12 9 340.36 12.91 0.292
Rectum 29 20/9 5 6 12 6 311.41 10.85 -0.006

*Barcelona criteria. 1 =A,2=B,3=C 4 =D.

pathomechanism of the relationship between throm-
bocytosis and tumours is not clear. Stone et al. found
significant correlation not only between elevated plate-
let counts and thrombopoietin (TPO), but also with se-
rum interleukin-6 (IL-6) in patients with ovarian cancer
[8]. Based on those results, they suggested a possible
paracrine-mediated paraneoplastic pathway: the IL-6
expressed and secreted by the ovarian tumour induces
TPO synthesis in the liver, which stimulates the bone
marrow and increases the platelet count. The end-result
of this process is tumour-induced thrombocytosis. This
pathway has not been studied in other tumours.

Aim
Our aim was to uncover any correlation between
thrombocytosis and serum IL-6 in gastrointestinal tumours.

Material and methods

Between March 2015 and March 2017, 192 patients
with different gastrointestinal tumours undergoing sur-

800 A
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400 ~

PLT [x 10*/ul]

200

50 100 150
IL-6 [pg/ml]

Figure 1. Correlation between elevated platelet
counts and serum IL-6
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gical intervention were evaluated in the 15t Department
of Surgery of Semmelweis University. Exclusion criteria
were any inflammatory disease (pneumonia, wound
complication, abscess, cholecystitis, inflammation of
the intravenous line, endocarditis, urological infection,
Crohn’s disease, ulcerative colitis), thromboembolic
complications (deep vein thrombosis, pulmonary em-
bolism, heart attack), and corticosteroid therapy. A total
of 31 patients were excluded. Platelet count and IL-6
level were defined from blood samples drawn routinely
before the operation (within 4 weeks). Thrombocytosis
was defined as a platelet count exceeding 400 x 103/ul.
Serum IL-6 was measured with an ADVIA 2120 Hema-
tology Analyzer.

Statistical analysis

Multivariate linear regression was applied to deter-
mine predictors of the platelet count. The coefficient
and its 95% confidence interval (Cl) were calculated
for each variable. Pairwise associations between scale
variables were analysed by Pearson correlation. All
the statistical tests were two-sided, and p < 0.05 was
considered statistically significant. Data were analysed
by using RStudio program package (Version 1.0.143
—©2009-2016 RStudio, Inc.).

Results

In the examined time interval patients undergo-
ing surgery had a wide spectrum of gastrointestinal
tumours regarding localisation and disease stage. We
evaluated the correlation of platelet counts and serum
IL-6 in each tumour type (Table I). Because the number
of patients was relatively small in the subgroups, none
of the correlations proved to be significant. However,
a moderately strong positive correlation could be found
in colon and oesophageal cancer.

We found weak but significantly positive correlation
between elevated platelet counts and serum IL-6 (cor-
relation coefficient: R = 0.214, p = 0.006) (Figure 1).



The relationship between IL-6 and thrombocytosis accompanying gastrointestinal tumours

217

Tumour grade did not show a significant effect on
platelet counts and IL-6 level. However, if patients were
divided in two groups according to disease stage —
defined as early (stage 1 and 2) or advanced disease
(stage 3 and 4) — IL-6 was significantly higher in the
latter group (Table I).

Multivariant analysis corrected for haemoglobin,
white blood cell counts, and advanced stages showed
no significant correlation between IL-6 and thrombocy-
tosis (Table Il1).

Haemoglobin showed negative, while white blood
cell counts showed positive significant association with
the platelet counts. A total of 12 patients had a histo-
ry of thromboembolic event. We found lower platelet
counts in patients with positive thromboembolic his-
tory (251 vs. 306 x 10%/ul), but the difference was not
significant (p = 0.153). Similarly, IL-6 was lower in this
group of patients (10.3 vs. 12.8 pg/ml); however, the
difference was not significant (p = 0.717). Fifteen pa-
tients took acetylsalicylic acid on a regular basis. The
mean platelet count in patients on acetylsalicylic acid
was 293 x 10%/ul compared to 303 x 10%/ul in patients
without. The difference was not significant (p = 0.776).
Similarly, the difference was not significant between the
two groups (10.8 vs. 12.8 pg/ml) regarding the IL-6 level
(p = 0.748).

Discussion

There are an increasing number of observations that
chronic inflammation promotes malignant transforma-
tion of cells and tissues [9]. The strong relationship be-
tween tumour and inflammation is also supported by
the fact that the use of anti-inflammatory drugs helps
to prevent the development of malignant diseases.

In tumour-related inflammation tissues are infiltrat-
ed by tumour-associated macrophages (TAMs), white
blood cells, and inflammatory mediators such as tumor
necrosis factor (TNF), IL-1, IL-6, and chemokines (CCL2
and CXCL8), which facilitates tissue remodelling and
angiogenesis [10]. IL-6 is one of the most expressed
inflammatory mediators in the microenvironment of
the tumour. It takes part in the regulation of almost
every process of tumour growth, such as the inhibi-

Table II. Correlation between tumour stage and mean
platelet counts or IL-6 levels

Parameter Early stage  Advanced P-value
stage

PLT average [x 10°/ul] 294.33 310.98 0.434

IL-6 average [pg/ml] 5.4 16.2 0.0002

tion of apoptosis [11], facilitation of cell survival [12],
proliferation [13], angiogenesis [14], tumour invasion
and metastasis formation [15], and metabolism of
tumour cells [16]. In the microenvironment of the tu-
mour the main source of IL-6 are the TAMs, the CD4+
T-cells, the myeloid-derived suppressor cells (MDSC),
and the fibroblasts [17, 18]. In the microenvironment
of the tumour IL-6 directly supports tumourigenesis
with the modulation of intrinsic and extrinsic tumour
cell activity [19]. IL-6 has a potential growth-stimulating
effect in the tumour cells with the activation of several
signalling pathways. IL-6 stimulates tumour cell pro-
liferation and survival with the activation of Ras/Raf/
MEK/MAPK, PI3K/AKT, and JAK/STAT pathways via the
thyrosin phosphorylation of gp130 [13, 20]. In the in-
flammation transcriptional factors such as NF-«xB, STAT-
3 and primary inflammatory cytokines (IL-1b, IL-6 and
TNF-a) are essential [21]. NF-kB is the main regulator of
the inflammation that emerges from control in several
tumour types. IL-6 is the main effector molecule in the
NF-xB activation through the STAT-3 pathway; IL-6 is an
important element of the NF-kB/IL-6/STAT-3 cascade in
tumourigenesis [12]. STAT-3 is necessary to keep NF-«xB
activated in tumours [22], while IL-6 promotes carcino-
genesis with its proinflammatory and cell-proliferative
effect [23, 24]. IL-6-induced thrombocytosis is accom-
panied both with the mRNA expression of hepatic TPO
and the increase of plasma TPO [25].

In several types of gastrointestinal cancer, elevated
serum IL-6 was detected [26, 27]. STAT-3-dependent tu-
mourigenesis correlates with the local secretion of IL-6
in colorectal cancer [12]. Additionally, IL-6 produced by
M2 macrophages induces tumour development in ulcer-
ative colitis [28]. Because the inflammation promotes
gastrointestinal tumour growth and progression via the

Table lIl. Correlation of platelet counts and clinical parameters with multivariant linear regression analysis

Parameter Coefficient 95% Cl P-value
IL-6 [pg/ml] -0.226 -0.927-0.476 0.526
Haemoglobin [g/!] -2.213 -3.016 — —1.411 < 0.001
White blood cell count [g/l] 24.813 19.301-30.324 < 0.001
Advanced stage 19.958 -16.747-52.663 0.308

Gastroenterology Review 2020; 15 (3)
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activation of IL-6-mediated STAT-3 pathway, it may be
assumed that there is a strong correlation between IL-6,
inflammation, and tumour progression.

Elevated serum IL-6 correlates clinically with ad-
vanced tumour stage in a variety of cancers, which im-
plies that the inhibition of IL-6 signalling may result in
therapeutic benefit. In tumours that are characterised
by IL-6 overproduction, the inhibition of IL-6 signalling
or the minimisation of serum IL-6 could be a therapeu-
tic strategy.

Since the publication of Stone et al. no other study
has supported or disproved their theory in other tu-
mours. Our study does not support the paracrine-me-
diated paraneoplastic pathway in gastrointestinal
tumours, in contrast to ovarian cancer. Although, uni-
variant analysis showed correlation between elevated
platelet counts and serum IL-6, multivariant analysis
did not support this relationship. If the correlation was
evaluated in the specific tumour types, a moderately
strong correlation was found in colon and oesophageal
cancer. Serum IL-6 was more elevated in more advanced
disease, as described in the literature. The exact reason
has not been elucidated yet. Thrombocytosis accom-
panying malignancies is often postulated as the result
of anaemia. However, in our patient setting the abili-
ty of anaemia to cause reactive thrombocytosis could
not be supported. Thrombocytosis showed significant
correlation with white blood cell count instead of IL-6;
therefore, it may be implied that inflammatory process
influences both parameters.

The weakness of our study is that the study group
was heterogenous and the subgroups were relatively
small. Therefore, we think that a similar study on a larg-
er group of patients is required to support our findings.
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Bevezetés: A gyulladdsos folyamatok és a tumorok kialakuldsa, illetve progresszidja kozotti dsszetett kapesolat ismert.
Az interleukin-6 (IL6 ) egy pleiotrop gyulladdsos citokin, melynek tumorstimuldlé és -gitld tulajdonsiga is van.
Célhitiizés: Kutatdsunk célja az IL6-expresszid vizsgilata volt colorectalis adenocarcinoma miatt reszekcién atesett
betegek szovettani metszetein.

Modszer: Az Uzsoki Utcai Kérhdzban 2004 és 2011 kozott reszekdlt 64, colorectalis tumoros beteg demogrifiai,
sebészeti és patologiai adatait gydjtottiik ossze. A betegek szovettani metszeteit IL6-antitesttel festettiik. A digitali-
zalt metszeteket kvantitativ szinelemzéssel kiértékeltiik, majd az eredményeket a betegek klinikai paramétereinek
fiiggvényében elemeztiik.

Eredmények: El6rehaladott stadiumu betegekben a tumorsejtek IL6-expresszidja szignifikinsan magasabbnak bizo-
nyult linedris regresszioval. A tumorsejtek IL6-expresszidja azonban nem korreldlt a nemmel, az életkorral vagy a
tumor differencialtsagaval.

Megbeszélés: Kiillonbségek mutatkoztak a tumorsejtek és a stromasejtek 1L6-kifejez8dése kozott.

Kovetkeztetés: Az L6 hasznos marker és potencialis terdpids cél lehet az el6rehaladottabb stadiumt colorectalis tumo-
ros betegeknél.

Orv Hetil. 2021; 162(37): 1499-1504.

Kulcsszavak: interleukin-6, colorectalis tumor, expresszid

Investigation of IL6 expression in patients with colorectal adenocarcinoma

Introduction: It is well known that there is a complex correlation between inflammation and tumor development and
tumor progression. Interleukin-6 (IL6) is a pleiotropic inflammatory cytokine with both tumor stimulating and in-
hibiting effect.

Objective: The goal of our study was to evaluate the IL6 expression of histological slides from patients after resection
of colorectal adenocarcinoma.

Method: Demographical, surgical, and pathological findings of 64 patients with colorectal cancer operated between
2004 and 2011 in Uzsoki Teaching Hospital were evaluated. Histopathological slides were stained with IL6 antibo-
dy. The digitalized slides were assessed with quantitative color analysis, and the results were evaluated according to
patients’ clinical parameters.

Resnlts: Linear regression showed significantly higher IL6 expression in the tumor cells in patients with advanced
stages. However, the IL6 expression of the tumor cells did not correlate with sex, age, or tumor grade.

Discussion: There were differences between the IL6 expression in tumor cells and stromal cells.

Conclusion: IL6 may be a useful marker and potential therapeutic target in patients with advanced colorectal cancer.

Keywords: interleukin-6, colorectal tumor, expression
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Roviditések

ANOVA = (analysis of variance) varianciaanalizis; APC = ade-
nomatosus polyposis coli gén; BRAF = (rapidly accelerated fib-
rosarcoma B) a rapidan gyorsuld fibrosarcomakindz-csalad B-
tagja; CD4 = (cluster of differentiation 4) differencidcios
klaszter-4; CpG = (cytosine-phosphate-guanine) citozin-fosz-
fat-guanin; CTNNBI1 = (catenin beta 1) katenin-f1-kédolod
gén; DNMT1 = (DNA methyltransferase) DNS-metil-transz-
feraz enzim; DNS = dezoxiribonukleinsav; ERBB2 = Erb-B2
receptor tirozin-protein kindz-2; ETT TUKEB = Egészségiigyi
Tudomiényos Tanacs, Tudoményos és Kutatdsetikai Bizottsag;
IL6 = interleukin-6; MDSC = (myeloid-derived suppressor
cells) myeloid eredet(i szuppresszor sejtek; miRNS = mikro-ri-
bonukleinsav; mRNS = (messenger RNS) hirvivé ribonuklein-
sav; STAT3 = (signal transducer and activator of transcription
3) jelatvivé és transzkripcids aktivator-3; STK11 = szerin /treo-
nin kindz-11; TAM = tumorasszocidlt macrophagok; TNM =
tumor, nodus, metastasis; TP53 = tumorprotein-53

A vastag- és végbélrak vilagszerte élen all a daganatos
megbetegedések statisztikait illetGen. Eurdopaban a la-
kossag kor szerinti megoszlasaval korrigalt, 100 000 la-
kosra juté esetek szama alapjan a betegség incidencidja
térfiaknal 12,3%, ndknél pedig 13,1% [1]. A Nemzeti
Réikregiszter adatai alapjan 2015-ben hazinkban kozel
5800 férfinél és mintegy 4700 nénél diagnosztizaltak ezt
a daganattipust. A daganatos megbetegedések novekvs
gyakorisaga és az altaluk okozott fokozodd népegészség-
tigyi probléma miatt fontos az etiol6gia minél részlete-
sebb megismerése, a kialakulds mechanizmusinak akar
molekuldris szinten torténd feltérképezése. A patome-
chanizmus hatterében 4ll6 kiilonféle jelatvivs folyamatok
ismeretével olyan markerek azonositisira nyilhat lehet6-
ség, melyek segitségével sikeresebb lehet a kezelés. Sza-
mos tanulmany kimutatta, hogy a vastagbéltumorok a
kronikus gyulladas helyén alakulnak ki [2]. Gyulladdsos
sejtek, kemo- és citokinek a kisérletes és emberi tumorok
mikrokornyezetében mindig felfedezheték. A szamos
gyulladasos citokin koziil az utébbi idében egyre tobb
figyelem iranyul az interleukin-6 (IL6)-ra. Az I1L6 egy
pleiotrop hatasu citokin, melyet szimos sejttipus termel
[3, 4]. Fontos szerepet jitszik az immunszabalyozasban
és a vérképzésben. Az egyik legfontosabb hatisa, hogy
részt vesz a daganatos sejtek osztoddsaban és differenci-
4l6d4saban [4, 5]. Am mivel az IL6 clbsegiti a B- és T-
lymphocytik érését, illetve aktivicidjit, a tumorellenes
immunvalasz kialakuldsiban is szerepet jatszik. Az IL6
fokozott termel6dését irtak le myeloma multiplexben
[6], endometriumtumorokban [7], tiidérakban [8], ve-
sesejtes carcinomdakban [9], méhnyakrakban [10, 11] és
eml6rikban [12]. Ezenkivil tobb tanulmany felvetette
az IL6 szerepét a colorectalis tumorok kialakulasiban és
progresszidjaban is. Kimutattak, hogy emelkedett szé-
rum-IL6-szint mérhet§ vastag- és végbélrakokban [13,
14]. Kevés informicié 4ll azonban rendelkezésre arrdl,
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hogy az IL6-expressziohoz milyen klinikopatologiai jel-
lemz&k tirsulnak ezekben a tumorokban. Vizsgilatunk
ezen kérdés megvalaszolasara iranyult.

Moébdszer

Kutatasunkhoz az Uzsoki Utcai Kérhizban 2004 és
2011 kozott operdlt 64, colorectalis tumoros beteg de-
mografiai, sebészeti és patologiai adatait gydjtottik Osz-
sze. Vizsgalatunkba szovettanilag igazolt adenocarcino-
miés betegeket valogattunk be. A kizards kritériumai a
kovetkez6k voltak: szinkrén egyéb tumor, gyulladdsos
dllapotok (tiidSgyulladis, sebgyulladds, tilyog, epehd-
lyag-gyulladas, brantlgyulladas, endocarditis, hagyati
tert6zés, Crohn-betegség, colitis ulcerosa stb.) és sztero-
idterdpia. A betegek stadiumait két, korai (I. és II. stadi-
um) és elérehaladott (I11. és IV. stddium) csoportra osz-
tottuk. A szovettani metszeteket a Semmelweis Egyetem
I. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutaté Intézetében
Abcam® (Cambridge, Egyesiilt Kirdlysig) IL6-antitesttel
festettitk meg, a sejtmagokat hematoxilinnel tettik lat-
hatéva. A szovettani metszeteket digitalizalas utin a
Pannoramic Viewer (3Dhistech, Budapest) nevii prog-
rammal értékeltiik ki. Els¢ 1épésben metszetenként 6t
teriiletet jeloltiink ki, tigyelve arra, hogy a tertileteken a
tumor- és a stromasejtek ardnya megfeleljen az egész
metszeten latott aranynak. Ezt kovette az adenocarcino-
ma és a stroma sejtjeinek kijelolése. A tumorsejtek, illetve
a stromasejtek fest6dési intenzitdsanak kiértékeléséhez a
QuantCenter (3DHistech) programot alkalmaztuk. A
program a szinintenzitas alapjan szamszertsitette a pozi-
tivitast, és ezt erés, mérsékelt, gyenge és negativ csopor-
tokba sorolta. Az els6 két csoportot ,kifejezett”, a maso-
dik kettét pedig ,,nem kifejezett” IL6-expresszioként
hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés

A szdmitdsokhoz deskriptiv moédszereket, kereszttablit
Fisher-féle egzakt probaval, egyutas varianciaanalizist
(ANOVA), az adatok eloszlasatdl fiiggben fiiggetlen
mintis vagy paros t-probit vagy Wilcoxon-féle elGjeles
rangtesztet, Spearman-féle korreliciot, a nemlinearis
osszefiiggések vizsgalatihoz a prediktor valtozok masod-
¢s harmadfokd polinomjait is tartalmazé tobbvaltozos
regressziot, valamint keverthatas-modelleket alkalmaz-
tunk. A prediktor valtozok az életkor, a nem, a tumorsta-
dium, a differencialtsagi fok és a szovettani paraméterek
voltak. A tobb kategoriat tartalmazé valtozok hatdsszig-
nifikanciajat (példaul tumorstadium) az egyes kategériak
szintjén és egylittesen Wald-teszttel is vizsgaltuk.

A vizsgalatokat az ETT TUKEB 5022-7,/2013 /EKU
(39.214) szama engedély birtokdban végeztiik.
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Pannoramic® 250 Flash Il
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a jol és rosszul differencialt daganatok kozel hasonlo
aranyban voltak kimutathat6k.

A QuantCenter képanalizis-platform segitségével ki-
szamoltuk a tumor- és stromasejtek IL6-pozitiv tertilete-
inek szdzalékos eloszlasat. A gyulladdsos sejteket nem
jeloltiik ki, egyrészt azért, mert nem minden metszeten

1. 4bra Digitalizdlt IL6-festett metszeten a tumorsejtek lithatok kijeldlve a ROI-n belil. A stromasejtek teriileteit piros nyilakkal jeloltik
(szinelemzéssel értékeltiik ki a tumorsejtek és a stromasejtek IL6-pozitivitasat)
IL6 = interleukin-6; ROI = (region of interest) vizsgilati régio
1. tablazat A betegek klinikopatoldgiai adatai
Kor Atlag (£ SD) ¢v 64,2 (= 11,3)
Nem Férfi 40 (62,5%)
Né6 24 (37,5%)
Stadium 1. (korai) 15 (23,4%)
II. (korai) 22 (34,4%)

III. (el6rehaladott)
IV. (elSrehaladott)

19 (29,7%)
8 (12,5%)

Differencidltsig (grade)  J6l differencidlt 10 (15,6%)
41 (64,1%)

13 (20,3%)

Kozepesen differencidlt

Rosszul differencidlt

SD = standard devidcié

Eredmények

A vizsgilatba 64 beteg keriilt bevonasra (1. tdblazat).
A betegek dtlagéletkora 64,2 ¢év volt. A betegek kozel
kétharmada férfi volt. A korai stadiumu betegek ardnya
mérsékelten nagyobb volt a vizsgilati csoportban, mint
az clérehaladott stidium betegeké (57,8% vs. 42,2%).
A tumorok jelentds része kozepesen differencidlt volt,

taldltunk gyulladasos beszlir6dést, masrészt ahol volt, ott
nem ¢észleltiink IL6-pozitivitast (1. dbra).

A betegek {6 jellemzdit az egyes tumorstidiumok te-
kintetében a 2. tdblizat mutatja. A tumorstadiummal a
nem (Fisher-féle egzakt teszt, p = 0,609) és az életkor
(figgetlen mintds t-teszt, p = 0,546) nem mutatott szig-
nifikidns dsszetiiggést.

Kiilonbségek mutatkoztak a tumor- és a stromasejtek
1L6-kifejez6dése kozott. A tumorsejtek (44,8 + 22,9%)
és a stromasejtek (49,7 + 20,0%) IL6-expresszidja kozott
nem talaltunk ugyan szignifikins 6sszefiiggést (paros t-
teszt, p = 0,057), azonban a kifejezett (erGs és mérsékelt
szinintenzitds) IL6-expressziét mutatd sejtek ardnya
szignifikinsan magasabb volt a tumorsejtekben (29,5 +
22,2%), mint a stromasejtekben (22,1 + 13,2%) (Wilco-
xon-préba, p = 0,005) (2. dbra).

El6rehaladott stidiuma betegekben a tumorsejtek
IL6-expresszidja szignifikinsan magasabbnak bizonyult

2. tablazat | A betegek klinikopatoldgiai adatai a tumorstidium szerint
Tumorstadium Nem Atlagéletkor (¢év) Tumorsejt Stromasejt
(férfi/nd) 1L6-pozitivitasa (%) IL6-pozitivitasa (%)
Osszes 40/24 64,2 448 49,7
Korai (I-11.) 15/22 64,9 40,7 46,3
El6rehaladott (ITI-1V.) 9/18 63,1 50,4 54,5

Korai vs. el6rehaladott

Fisher-féle egzakt teszt
p = 0,609

Fiiggetlen mintas t-teszt

p=0,546

Fiiggetlen mintas t-teszt
p = 0,094

Fiiggetlen mintas t-teszt
p=0,107

1L6 = interleukin-6
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linedris regresszidéval. A stromasejtek IL6-expresszidja
nem mutatott osszefiiggést a tumorstidiummal (3. #ib-
ldzat).

Tobb prediktor viltoz esetén nem talaltunk szignifi-
kans osszefiiggést. Az esélyhanyadosteszt egyik regresz-
szi6s modellnél sem bizonyult szignifikinsnak (M, p =
0,407, M, p=0,272; M; p = 0,228; M, p = 0,126), ami
arra utal, hogy Osszességében a klinikopatologiai para-

A) IL6-expresszid
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p =0,062
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Korai Elérehaladott
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Hibasav: 95% megbizhatdsagi intervallum
Oszlop: &tlag (korrigalt becslés)
2. abra Az IL6-expresszié a tumorstadium figgvényében

IL6 = interleukin-6
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3. tablazat Az IL6-expressziot befolydsold tényezdk vizsgilata linedris reg-
ressziéval

Tumor

IL6-pozitiv
pixel % (M,)

Kifejezett
IL6-pozitiv
pixel % (M,)

Kor 0,08 0,06
Nem® Férfi 1,61 2,15
Stadium® El6rehaladott 12,02 12,68*
Diftferencidltsaige  Kozepesen 3,37 1,05
differencialt
Rosszul -0,17 —4.35
differencialt

“bazis = n6i nem; bézis = korai stidium; “bazis = jol differencidlt

IL6 = interleukin-6

méterek nem mutattak Osszefliggést az 1L6-expresszid-
val. Tovabbi regresszidés modellekkel azt vizsgaltuk, hogy
a tumorstadium befolyasolja-e az egyes klinikopatoldgiai
paraméterek és az 1L.6-expresszié kapcsolatit, azonban
nem sikerdilt ilyen 6sszefiiggést kimutatnunk. Az el6re-
haladott (ITI-IV.) tumorstidium esetén azonban a kife-
jezett festédést mutatd pixelek ardnya alapjin nagyobb
mértékd 1L6-expressziot taldltunk a tumorszévetben (3.
dabra).

Megbeszélés

Az IL6 fontos szerepet jatszik a tumorok kialakulasiban,
a sejtvandorldsban, az invizidban, a proliferdciéban [15],
az apoptdzisban, a progresszioban [16, 17], az angioge-

B) Kifejezett IL6-expresszid

80+

60 -

p = 0,040

40

20+

Kifejezett IL6-pozitiv pixel (%)

Ko‘rai EI6reh'aIadott
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nezisben [15, 18] és a tumoros sejtek differencialéddsa-
ban [19]. Ahhoz, hogy a tumor korlatlanul osztédasnak
induljon, ki kell kertilni a sejt szaporodasat gatlé ténye-
z6ket. Az IL6 dltal elinditott jeldtvitelnél a DNS-metil-
transzferdz enzim (DNA methyltransferase, DNMT1)
szintje megemelkedik a sejtben [20]; ennek soran a p53
tumorszuppresszor gén promoter részén a CpG-sziget
hipermetililédik, ezzel a sejt 6nregulicidja zavart szen-
ved [21]. DNS-kdrosodis felléptekor a daganatsejtekben
az 1L6-szekréci6 fokozodik, ami a STAT 3-aktivacion ke-
resztiil nemcsak a DNS-karosodas ellen hat, hanem a tu-
mor novekedését potencirozza [22]. Ezt bizonyitja,
hogy ha az 1L6/STAT3 atvonal mikodését gatoljuk —
akar az IL6-on, gpl30-on, akar a STAT3-on keresztil —,
egyuttal lelassitjuk a DNS-kdrosodasnak kitett tumorsejt
novekedését [23]. Ugy tiinik, hogy az IL6 jelentds ha-
tassal van a colorectalis tumorok sejtjeire is. Kimutattak,
hogy az IL6 in vitro elGsegiti a daganatos sejtek noveke-
dését [15]. Ezenkiviil az IL6 elGsegiti a tumor progresz-
szi6jat, mert bebizonyitottak, hogy dézistiiggd modon
fokozza a daganatos sejtek koloniaképz6dését [24]. Ha-
tasara novekszik a colorectalis carcinoma sejtjeinek inva-
zivitdsa [25]. A tumorokban az IL6-ot leginkabb maguk
a tumorsejtek, a tumorasszocialt macrophagok (TAM-
ok), a CD4 T-sejtek, a fibroblastok és a myeloid eredetd
szuppresszor sejtek (MDSC) expressziljik [26, 27].

Legjobb tudasunk szerint eddig nem kozoltek olyan
relevans tanulmdnyt, melyben az IL6-expresszid szintjét
antitesttel festett reszekalt colorectalis tumoros betegek-
ben biostatisztikai médszerekkel elemezték volna. Vizs-
galatunk sordn a kifejezett IL6-expressziot mutatd sejtek
maguk a tumorsejtek voltak. Eredményeink alapjan az
1L6-expresszi6 mértékét nem befolyisolta szovettani
differencidltsigi foka. Ez ecllentmond Brozek és mitsai
eredményeinek, akik kimutattak, hogy az IL6-szint nor-
mal humdn nyalkahdrtyaban alacsony mértékben, mig
adenomakban, illetve jol differencialt (Gl, G2) tumo-
rokban csak kismértékben né meg. Magas IL6-szintet
kizarélag a rosszul differencidlt elvaltozasoknal (G3, G4)
figyeltek meg [28]. A vizsgalat hatridnya az alacsony eset-
szam, melynek alapjan kovetkeztetéseiket levontak. Sajit
vizsgalatunkban emellett Osszefiiggést taldltunk az IL6-
expresszid és a daganatok stidiumai kozott. A rosszabb
TNM-stidiumokhoz fokozottabb expresszid tarsult.
Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az IL6 6sszefiig-
gést mutat a colorectalis tumorok invazidjaval és attét-
képz&désével. Napjainkban egyre nagyobb figyelem ird-
nyul az anatémiai lokalizacié szerepére, ez azonban nem
képezte vizsgilatunk targyat. A colon és a rectum mRNS-
és miRNS-expresszidja kozott kiillonbséget taldltak [29].
A colonrikokban a BRAF, CTNNBI, PIK3R1 és SRC
mutacioi gyakoribbak, mig a rectumtumoroknal az APC,
ERBB2, STK11 ¢és TP53 mutaciéi fordulnak elé na-
gyobb aranyban [30].

A szérum-I1L6-szint emelkedésének mechanizmusa je-
lenleg nem ismert. Ennek egyik magyarazata a G/C po-
limorfizmus lehet az IL6-gén promoter régidjanak —174.

EREDETI KOZLEMENY

pozicidjiban. A —174C-allélrdl kisebb hatékonysiggal
irodik at fehérje, mint a —174G-allél esetében [31]. Bel-
Iuco megallapitotta, hogy szignifikinsan magasabb szé-
rum-IL6-szint mérhet6 azoknal a colorectalis tumoros
betegeknél, akiknél az 1L6-génben a —174G-polimorfiz-
mus mutathaté ki, mint akiknél a —-174C [32]. Egérki-
sérletekben az anti-ILO6-receptor-antitest-kezelés csok-
kentette a colitisasszocidlt vastagbélrak incidencijjat, igy
telmeriil az IL6 mint terdpids célpont lehetSsége is [33].

Kovetkeztetés

Egyre novekvé szamu bizonyitékok alapjan az IL6 jelat-
vitele mind a sporadikus, mind a gyulladdssal 6sszefiiggs
colorectalis tumorok progresszidjiban kritikus szerepet
jatszik. Hatdsa kiemelked$ a tumor invazidjaban és me-
tastasisképzSdésében. Kiilonbségek mutatkoztak a tu-
morsejtek és a stromasejtek IL6-kifejez6dése kozott. Az
116 hasznos marker és potencidlis terdpids célpont lehet
az elérehaladott stidiumt vastag- és végbéltumoros be-
tegek kezelésében.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatébmunka anyagi timogatisban nem része-
stlt.

Szerzoi munkamegosztis: J. V.: A szakirodalom dttekinté-
se, a cikk szovegezése, statisztika. F. K.: Adatgy(jtés, mé-
rések. Z. Zs.: Statisztika. R. L.: A szovettani mérések
tervezése ¢és beallitasa. B. Zs.: A kutatas tervezése, a kor-
rektara elvégzése. A cikk végleges véltozatit valamennyi
szerzd elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.
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Abstract: There is an increasing number of studies showing that thrombocytosis—accompanying
a variety of solid tumors including colorectal cancer (CRC)—is associated with shorter survival
and earlier development of metastases. The mechanisms of cancer-associated thrombocytosis are
not completely understood yet. The aim of our study was to evaluate the role of IL-6 in tumor
development and thrombocytosis in mice with inflammation-induced CRC, using a CRISPR/cas9
IL-6 knockout (KO) strain. Adult male FB/Ant mice (n = 39) were divided into four groups: (1) IL-6
KO controls (n = 5); (2) IL-6 KO CRC model group (n = 18); (3) Wild-type (WT) controls (n = 6);
and (4) WT CRC model group (1 = 10). CRC model animals in (2) and (4) received azoxymethane
(AOM)/dextran sodium sulfate (DSS) treatment to induce inflammation-related CRC. Plasma and liver
tissues were obtained to determine platelet counts, IL-6 and thrombopoietin-1 (TPO) levels. In 1 WT
and 2 IL-6 KO mice in vivo confocal endomicroscopy and 18F-fluorodeoxyglucose (FDG) PET/MRI
examinations were performed to evaluate the inflammatory burden and neoplastic transformation.
At the end of the study, tumorous foci could be observed macroscopically in both CRC model groups.
Platelet counts were significantly elevated in the WT CRC group compared to the IL-6 KO CRC
group. TPO levels moved parallelly with platelet counts. In vivo fluorescent microscopy showed
signs of disordered and multi-nuclear crypt morphology with increased mucus production in a WT
animal, while regular mucosal structure was prominent in the IL-6 KO animals. The WT animal
presented more intense and larger colonic FDG uptake than IL-6 KO animals. Our study confirmed
thrombocytosis accompanying inflammation-related CRC and the crucial role of IL-6 in this process.
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Significantly higher platelet counts were found in the WT CRC group compared to both the control
group and the IL-6 KO group. Concomitantly, the tumor burden of WT mice was also greater than
that of IL-6 KO mice. Our findings are in line with earlier paraneoplastic IL-6 effect suggestions.

Keywords: thrombocytosis; colorectal cancer; interleukin-6; tumor model; colitis-associated cancer

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is among the most prevalent malignancies worldwide. With 1.65 million
new cases and nearly 835 thousand deaths in the industrial world in 2015, CRC is the third most common
form of neoplasia among males and the second most frequent one among females [1]. When discovered
at an early stage, CRC is often curable. The mortality rate from CRC has been following a declining
trend since the mid-eighties. This is attributable to screening, which often reveals large bowel lesions
before they transform into a tumor and to advances in therapy. As shown by an increasing number of
studies, thrombocytosis accompanying a variety of solid tumors including CRC is associated with
shorter survival and an earlier development of metastases [2—4]. Thrombocytosis in early CRC has
even been proposed as a predictive biomarker by one study [4]. However, the mechanisms between
cancer-associated thrombocytosis and aggravating systemic CRC are not completely understood.
According to some hypotheses, platelets contribute to the formation of metastases by cloaking
circulating tumor cells and thereby protecting the latter from mechanical injuries [5,6], as well as from
the immune defenses of the body [7,8]. At the same time platelets become activated while traveling
through the blood vessels of the tumor. The activated platelets facilitate tumor cell proliferation by
secreting a number of angiogenic tumor growth factors, such as thrombopoietin (TPO), platelet factor
4 (PF4), transforming growth factor beta (TGFb), vascular endothelial growth factor (VEGF) and
platelet-derived growth factor (PDGF) [9-11]. Angiogenesis accelerates the growth of the tumor [12-14].
Activated platelets release microvesicles that enhance the invasive potential of cancer cells [7]. Recently,
a paraneoplastic signaling pathway has attracted much attention, albeit in ovarian cancer. According to
the hypothesis by Stone et al., tumors increase interleukin-6 (IL-6) levels which augments TPO
production in the liver. This in turn stimulates megakaryocytes in the bone marrow and eventually
leads to thrombocytosis [15]. The increase in TPO through IL-6, coupled with thrombocytosis has not
yet been confirmed in CRC. We thus investigated the role of IL-6 in IL-6 gene knockout (KO) and in
wild-type (WT) mice with inflammation-induced CRC. We decided to apply a widely used model of
colitis-associated cancer (CAC) [16,17] whereby the cancer- inducing inflammatory stage is followed
by progression of CRC. In this model, several interleukins including more prominently, IL-6 have been
observed to drive progression and invasion [18,19].

2. Results

2.1. Verification of IL-6 Gene Knockout

We used the standard lipopolysaccharide (LPS)-provocation test which is routinely performed
for ascertaining the loss of function of the IL-6 gene. Thirty-nine mice altogether were studied in the
following four groups: (1) IL-6 KO controls (1 = 5); (2) IL-6 KO treatment group (n = 18); (3) WT
controls (n = 6); and (4) the WT treatment group (n = 10). In the IL-6 KO group, IL-6 concentration did
not increase after LPS administration, whereas WT animals showed a significant elevation of plasma
IL-6 (Figure S1).

2.2. Histopathological and Clinical Characteristics

After termination, multifocal tumors exhibiting polypoid growth were detected in azoxymethane
(AOM)/dextran sodium sulfate (DSS)-treated CRC model mice, mainly in the descendent colon.
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The number of foci ranged from 2 to 8, with equal of variances (F8,8 = 1.11, p = 0.88) and normal
distribution in the IL-6 KO and WT subgroups (Shapiro-Wilk test p = 0.88 and p = 0.88, respectively).
Mean (+SD) number of tumor foci were significantly greater (Student’s t-test, t16 = —2.79, p = 0.013) in
the WT (6.22 + 0.52) than in the IL-6 KO subgroup (4.22 + 0.49) (Figure 1A). Mean (+SD) total tumor
volume (TTV) was 13.6 (+6.2) mm3 (median 16.2, IQR: 9.3-17.3) in the IL-6 KO, while it was 21.9
(£6.6) mm? (median 18.1, IQR: 16.2-28.3) in the WT subgroup. The distribution of TTV was normal
in the IL-6-KO subgroup (Shapiro-Wilk test p = 0.475), but not in the WT subgroup (Shapiro-Wilk
test p = 0.014). Despite the greater mean TTV in the WT animals, the applied nonparametric tests did
not demonstrate significant differences between the two subgroups (Kolmogorov-Smirnov test exact
p = 0.352; Mann-Whitney p = 0.058, equality of medians test exact p = 0.157) (Figure 1B).
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Figure 1. Distribution of (A) tumor foci and (B) total tumor volume (TTV) in IL-6 KO CRC model
and WT CRC model groups. Total number in both groups was n = 9. A—number of tumor foci with
two-sided Student-test; B—TTV with nonparametric tests. * Two-Sided Student’s t-test: t1g = —2.79,
p =0.013. ns? (? not significant) Kolmogorov-Smirnov test exact p = 0.352, Mann-Whitney test p = 0.058,
non-parametric equality of medians test exact p = 0.347.

The 1st, 2nd, 3rd and 4th TTV quartiles comprised of 4 (TTV range 5.1-10.9 mm?3), 5 (TTV range
14.6-16.4 mm?), 4 (TTV range 17.0-19.6 mm?) and 5 (TTV range 22.4-29.7 mm?) animals, respectively.
Likewise, despite the shift of distribution towards greater TTV quartiles (e.g., larger tumors with more
foci) in the WT subgroup (0.0%, 33.3%, 22.2%, 44.4% of animals in the 1st, 2nd, 3rd and 4th quartile,
respectively) compared to the IL-6 KO subgroup (44.4%, 22.2%, 22.2% and 11.1% of animals in the 1st,
2nd, 3rd and 4th quartile, respectively), the difference was not statistically significant (Fischer’s exact
p = 0.157) (Figure 2A).
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Figure 2. (A) Total tumor volume (TTV) quartiles by IL-6 status (IL-6 KO CRC n =9, WT CRC n = 9)
with Fisher’s exact test; (B) tumor grade distribution.
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Histology confirmed Grade 1 to 2, Stage pTis or T1 tubular adenocarcinoma in both groups
(Figure S2). Only low-grade tumors were found in IL-6 KO mice, whereas the distribution of low and
moderate grade tumors was equal in the WT group (Figure 2B).

IL-6 KO mice exhibited an increased mortality rate compared to WT animals (Figure 3). The IL-6
KO animals showed more severe inflammation after each treatment cycle registered in the decimal
scoring system and therefore more animals were lost during the study before reaching the end point
(Figure S3).
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Figure 3. Mortality rate in WT CRC and IL-6 KO CRC groups (WT, IL-6 KO n = 9, respectively).
Mortality rate was calculated as the number of dead animals at Week 12 divided by the total number of
animals at Day 1.

Platelet counts were normally distributed (Shapiro-Wilk test p = 0.14, p = 0.71, p = 0.98, p = 0.99 in
the IL-6 KO control, IL-6 KO treated, WT control and WT treated animals, respectively) with equal
variances across subgroups (Bartlett’s test p = 0.68). Mean platelet counts differed between the four
subgroups (ANOVA F3 51 = 31.16, p < 0.001). Concerning the treatment groups, mean (+SD) platelet
count was significantly higher (Wald test F; 51 = 30.56, p < 0.001) in the WT (754 + 103 G/L) than in the
IL-6 KO animals (340 + 109 G/L). In both genotypes, platelet count was lower in the control than in the
treatment groups and this difference was significant (Wald test F; 51 = 66.39, p < 0.001) with the wild
genotype (Figure 4).
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Figure 4. Mean platelet counts of all animal groups (G/L). (IL-6 KO CONT n =6, IL-6 KOCRCn =7,
WT CONT n = 6, WT CRC n = 6,) ordinary least squares (OLS) regression, Wald test.

2.3. PCR Results

Liver thrombopoietin-1 (TPO) gene expression was higher in the WT CRC model group than
in the other groups (Figure 5). The mean TPO levels were similar in the control groups and the IL-6
KO CRC model group, although the data range was greater in the latter group. On the contrary,
the expression of thrombospondin gene (THBS-1) in liver was significantly elevated in the IL-6 KO
group compared to the other groups. There was no difference between the control groups regarding
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THBS-1 expression, whereas mice in the WT treatment group showed slightly elevated expression that
did not reach significance.
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Figure 5. (A) TPO and (B) THBS-1 mRNA expressions in the liver. mRNA expressions were measured
by quantitative real-time PCR. (WT CONT n =5, WT CRC n = 6, IL-6 KO CONT n = 5, IL-6 KO CRC
n = 6) Data represent the mean (SD). (A): * p < 0.05 (B): ** p < 0.001 (FC = fold change).

2.4. Intraluminal Fluorescent Endomicroscopy

Intraluminal endomicroscopy showed marked difference between the animals. In WT animals with
tumors, after acriflavine nuclear staining, the mucosal luminal surface in vivo images showed asymmetric
patterns of crypts. The opening of crypts was increased in diameter and their shape deflected from
circular. Crypt walls were also seemingly more infiltrated with cells, and overall cell content was higher.
Red channel revealed increased mucus production. In IL-6 KO animals, both in vivo and immediately
post-harvesting crypt morphology was similar to normal with regular crypt pattern (Figure 6).

Figure 6. Intraluminal fluorescent endomicroscopic images of WT and IL-6 KO mouse colon.
(A) In vivo intraluminal image; (B) ex vivo mucosal surface image in a WT mouse with colonic
tumor; (C) in vivo intraluminal image; (D) ex vivo mucosal surface image in an IL-6 knockout mouse
with inflammation-related colonic neoplasia. 488 nm (green) and 660 nm (red) dual band fluorescent
Cellvizio endomicroscopic images. Scale bar represent 50 microns for all images.
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2.5. Imaging Studies

Positron emission tomograph (PET)/magnetic resonance imaging (MRI) images also showed clear
differences between the WT and IL-6 KO animals (Figure 7). In the WT mouse ('®F)-fluoro-deoxy-
D-glucose (FDG) uptake in the descendent colon and transverse colon was very high corresponding
with tumor foci (Figure 7A,B,I). In the IL-6 KO mouse large intestinal uptake remained scarce, with no
signs of lymph node involvement (Figure 7C,D,G,H). Interestingly, increased peritoneal FDG activity
uptake was observed and a small bowel focus was also detected (Panel E, F).

Figure 7. Positron emission tomograph (PET)/magnetic resonance imaging (MRI) imaging of WT
(A,BI) and IL-6 KO (C-H) mouse abdominal regions in three section planes. (A) Sagittal planes of WT
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mouse; (B) horizontal section of WT mouse; (C,E) sagittal planes of IL-6 KO mice; (D,F) horizontal
planes of IL-6 KO mice; (G,H) cross-sections of IL-6 KO mice; (I) cross-section of WT mouse abdomen.
High [18F]-fluoro-deoxy-d-glucose (FDG) activity uptake regions (over 0.2 standardized uptake values
(SUV values) are circumscribed with dashed lines. Double-dashed line shows very high (over 0.4 SUV
value) FDG uptake regions. Color scales are grayscale for the background anatomic MRI images,
while the PET component shows low uptake in black (no uptake) to blue (low uptake), moderate
in purple to red and higher FDG uptake in red through yellow to white (highest uptake). Heart is
annotated in panels C and D for reference. White scale bars in each panel equal 500 microns.

Inflammatory reactions and water signal enhancements in the WT animal were also more
prominent in MRI and PET imaging, showing an enlarged retroperitoneal lymph node in MRI and
its moderate-high FDG uptake (Figure S4). The simultaneous placement of mice in the multi-animal
bed enabled to create an abdominal cross-sectional overview of the reconstructed PET/MRI images
(Figure S5).

We compared the FDG uptake in the highly avid tumorous foci in the WT animal and the two
IL-6 KO animals, by fitting a mixed effects model using a maximum-likelihood estimator, assuming
fixed effect for IL-6 status and a random effect for maximal standardized uptake values (SUVnayx) by
each animal. FDG uptake was significantly greater in the WT animal compared to the IL-6 KO animals
(p < 0.001) (Figure 8).
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Figure 8. FDG uptake comparison in the highly avid tumor foci in the WT animal and the two IL-6
KO animals, mixed effects model. Hollow markers: SUVnax values of three most avid focal regions.
Range plot: SUVmax mean, 95%CI by animal. *** Mixed effects model, fixed effect of IL-6 status (IL-6 KO
vs. WT): p < 0.001.

All in all, the WT animal presented higher FDG uptake and use, concomitantly to qualitative
image analysis showing more intense and larger colonic FDG uptake foci than observed in IL-6 KO
animals (Table 1).

Table 1. PET FDG-uptake differences. PET FDG-uptake differences in the intestinal volume of interest

containing tumorous foci in imaged mice.

Averaged Intestinal Standardized  Radioactivity Content in Intestines

Animal Uptake Value of Intestines (g/mL) vs. Whole-Body Radioactivity
Mouse 1 WT CRC 0.43 20.1%
Mouse 2 IL-6 KO CRC 0.15 5.3%

Mouse 3 IL-6 KO CRC 0.27 6.8%
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3. Discussion

It has been previously established that in many solid tumors, a relationship exists between
thrombocytosis detected at diagnosis and tumor spread or metastasis, as well as shorter patient
survival [5,6].

The principal regulator of platelet production is TPO [20,21], which is mainly controlled by
receptor-mediated uptake and destruction. The regulation of plasma TPO level is closely linked to
platelet count [22]. When the latter is low, less TPO is absorbed, and the elevation of TPO level leads to
enhanced thrombopoiesis. KASER et al. found in mice that thrombocytosis is accompanied by the
simultaneous increase in the expression of thrombopoietin mRNA by the liver, leading to elevation of
plasma TPO level [23].

IL-6 is a pleiotropic cytokine that plays a role in both normal hemostasis and immune responses.
Under physiologic conditions it is almost undetectable. It binds with similar affinity to both
transmembrane IL-6R (mIL-6R) which is expressed only on some lymphoid (monocytes, macrophages,
neutrophils, B-cells, subpopulation of T-cells) and on non-lymphoid cells (hepatocytes) and to soluble
IL-6R (sIL-6R), which is an isoform of mIL-6R without cytoplasmic and transmembrane domains
and can be detected in the plasma. Ninety percent of sIL-6R are generated in a process called
shedding: the ectodomain of the mIL-6R is released in the extracellular space by the A Disintegrin and
Metalloproteinase 17 (ADAM17). If IL-6 binds to the mIL-6R during the classic signaling pathway,
it exerts anti-inflammatory effects, including induction of fever, acute phase response and the
differentiation of B-cells to plasma cells. However, if IL-6 binds to the sIL-6R, their complex can
be bound to the transmembrane signal transducer protein gp130, which is ubiquitously expressed on
all cell types, including tumor cells. This pathway is called trans-signaling, and it has proinflammatory
effects, such as maintaining of Th17 phenotype in inflamed tissues, inhibition of lamina propria T-cell
apoptosis and the malignant proliferation of epithelial cells.

Elevated IL-6 levels have been observed in a variety of tumors, including gastrointestinal
cancer [24]. Similar to thrombocytosis, IL-6 was also found to correlate with tumor stage, size,
metastasis and patient survival in CRC. Both tumor cells themselves and immune cells infiltrating
tumor tissue produce IL-6 [25,26].

Stone et al. studied ovarian cancer patients with thrombocytosis [15] and determined the plasma
levels of several thrombopoietic factors (TPO, IL-1«, IL-3, IL-4, IL-6, IL-11, G-CSF, M-CSEF, SCF and
Flt3-ligand). The plasma levels of TPO and of IL-6 correlated significantly with platelet count: patients
with thrombocytosis had significantly higher IL-6 and TPO plasma levels, moreover, at given cutoff
values, plasma IL-6 level and thrombocytosis have both been found to be independent prognostic
factors. Based on these results, a tentative, paracrine-mediated, paraneoplastic pathway has been
postulated in which IL-6 expressed and secreted by the ovarian tumor would increase TPO production
by the liver. This in turn would stimulate the bone marrow and eventually elevate platelet count with
an end-result of tumor-induced thrombocytosis.

In our AOM-DSS-induced CAC model we found significantly higher platelet counts in the WT
CRC group than in the WT control or the IL-6 KO groups. Parallelly, increased liver TPO-1 expression
was detected in the WT CRC group compared to the other groups.

Data obtained in our model are consistent with other reports presenting IL-6 KO mouse constructs
and various roles of IL-6 in behavior, systemic inflammation, and most importantly, in the course of
inflammation-related local tumor induction [27-29]. As in other reports, our results also show more
homogenous and lower grade tumors in IL-6 KO animals than in WT animals. The systematically
positive effect of IL-6 on tumor survival must be accounted for: IL-6 binds to soluble IL-6R (sIL-6R),
which interacts with gp130 on tumor cells. This activates Janus kinases resulting in the phosphorylation
of signal transducer and activator transcription 3 (STAT3). STAT3 induces target gene transcription
in the nucleus leading to proliferation, cell growth and the inhibition of apoptosis [30]. What is
unfavorable during tumor development is favorable in acute inflammation. Expression analysis of
intestinal epithelial cells showed that ADAM17 was highly upregulated on tumor tissue while the
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mlL-6R was strongly downregulated [27,31]. In a murine model of colitis-associated premalignant
cancer, elevated expression of ADAM17, IL-6, gp130 and sIL-6R in lamina propria macrophages were
reported [31]. It suggests that these cells shed the IL-6R from the cell surface, and at the same time they
were the source of IL-6 (Figure 9).
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Figure 9. Hypothetical role of IL-6 in oncogenesis and tumor-associated thrombocytosis. IL-6 is
produced in the tumor microenvironment both by mononuclear and tumor cells. Elevated levels
of IL-6 induce thrombopoietin production in the liver, which in turn activates the maturation of
megakaryocytes and the production of platelets resulting elevated platelet count. Simultaneously,
IL-6 binds to the soluble form of IL-6 receptor (sIL-6R) and activates the gp130/JAK/STAT3 pathway
leading to the translocation of phosphorylated STAT3 homodimer to the nucleus in the tumor cells
and to the transcription of different genes inducing proliferation, cell growth and the inhibition of
apoptosis. mIL-6R—membrane-bound IL-6 receptor, TPO—thrombopoietin, ADAM17—a disintegrin
and metalloproteinase 17; STAT3—signal transducer and activator transcription 3.

Surprisingly, the IL-6 KO animals had an increased mortality in our model due to intestinal
inflammation being more severe than in WT animals. After the third cycle of DSS administration 50%
of IL-6 KO animals were lost (n = 9), whereas only one WT mouse had lethal outcome due to the
severity of the inflammation.

Several reports are in in line with our results: if IL-6/gp130/STAT3 pathway is impaired and mice
are exposed to AOM-DSS, more severe colitis with more pronounced epithelial damage and ulceration,
more prominent infiltration with inflammatory cells can be observed, while tumor load is decreased
due to a reduction in size and frequency [26-28]. Irrespectively from the type of injury (infectious or
non- infectious), epithelial proliferation and repair are impaired, and the host is more susceptible to
mucosal damage if IL-6 is inhibited [32,33].

At the endpoint we performed imaging studies in animals from both treatment groups. By this
time, the acute inflammation subsided significantly. However, IL-6 can maintain chronic inflammation
by affecting the differentiation and survival of pathogenic T helper cells. Therefore, at this time point
the WT animal showed signs of chronic inflammation and increased tumor burden simultaneously.
The limitation of the findings during in vivo combined microscopy and PET/MRI imaging is, that only
three animals were examined. The differences between the groups are marked, but it cannot be
ruled out, that certain characteristics may be found only in the individual animal. The WT animal
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showed characteristics of mucosal inflammation during endomicroscopy, whereas PET/MRI presented
increased FDG uptake in the large intestines, peritoneum and lymph node. Furthermore, the overall
FDG uptake was significantly higher in the WT animal. The increased focal small bowel uptake and
slightly elevated peritoneal uptake in the IL-6 KO animal may refer to a non-healing inflammatory
focus and the consecutive irritation of the peritoneum.

In conclusion, we demonstrated significantly elevated platelet counts and TPO expression in
WT animals compared to IL-6 KO animals, which supports the previously proposed paracrine
paraneoplastic pathway. We have also shown the importance of IL-6 not only in tumor development,
but also in the anti-inflammatory and reparative processes during colitis.

4. Materials and Methods

4.1. IL-6 Gene Knockout

Anew IL-6 knockout mouse strain was established using the CRISPR/CAS9 method. Further details
on the applied molecular biologic techniques to produce this mouse strain are available in the
Supplementary Information.

4.2. Animals Used in the Experiments

Adult (8-10-week-old) male FVB/Ant and IL-6 KO FVB/Ant mice were then obtained from the local
colony bred at the Medical Gene Technology Unit (specific pathogen-free (SPF) level) at the Institute of
Experimental Medicine in Budapest, Hungary. Animals were housed at the Minimal Disease (MD)
level, 3-5/cage, under controlled environmental conditions: temperature, 21 °C + 1 °C; humidity, 65%;
light-dark cycle, 12-h light/12-h dark cycle, with the lights switched on at 07:00 a.m. Mice had free
access to rodent food and drinking water. A DSS solution admixed to water was provided according
to the experimental protocol. All procedures were conducted in accordance with the guidelines by the
European Communities Council (86/609/EEC/2 and 2010/63 Directives of European Community) and
the protocol of the experiment was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of
the Institute of Experimental Medicine, Budapest, Hungary (8 May 2013) with the permit number:
PEI/001/29-4/2013.

4.3. Experimental Protocol

We used the AOM [34]/3% DSS model to induce inflammation-based colorectal cancer. AOM is
a chemical agent, which initiates neoplastic transformation by DNA methylation and thereby
facilitates base mispairing. DSS is a sulfated polysaccharide of variable molecular weight that induces
inflammation, resembling ulcerative colitis in humans [35,36]. At baseline, the mice received a single
AOM dose (7.4 mg/kg BW) by the intraperitoneal route. This was followed by 3 cycles of treatment
with DSS-containing water for one week and then, administering normal drinking water for two weeks
(Figure 10). During the 9-week treatment period the weight, water consumption, fecal consistency and
condition of the perianal region of the animals were recorded regularly. The severity of the inflammation
was estimated based on these measurements and it was presented in a decimal scoring system. At the
end of the experiment, the animals were decapitated, their blood was collected in pre-cooled EDTA
tubes, and the plasma was stored at —20 °C until analysis. Liver and colon tissue were obtained for
histology, and some of the specimens were frozen on dry ice for RT-PCR. In each animal the complete
colon was examined both macroscopically and under microscope with hematoxylin—eosin staining by
a single pathologist to control inflammation, tumor formation and stage.
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Figure 10. Timeline description of colorectal cancer induction using the AOM/DSS inflammation-related
model. AOM—azoxymethane; DSS—dextran sodium sulfate; water—drinking water. Black arrow:
administration of AOM intraperitoneally.

4.4. Quantitative Real-Time PCR

Frozen blood and liver tissue samples were homogenized in TRI Reagent Solution (Ambion, USA)
and total RNA was isolated with QIAGEN RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to
the manufacturer’s instructions. To eliminate genomic DNA contamination, DNase I treatment was
used and 100 uL. RN Ase-free DNase I (1 unit DNase) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) solution
was added. Sample quality control and the quantitative analysis were carried out by NanoDrop
2000 (Thermo Scientific). Amplification was not detected in the RT-minus controls. The cDNA
synthesis was performed with the high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA). Primers for the comparative Ct experiments were designed by Primer Express
3.0 Program and Primer Blast software. The primers (Microsynth, Balgach, Switzerland) were used in
the real-time PCR reaction with Fast EvaGreen® qPCR Master Mix (Biotium, Fremont, CA, USA) on
ABI StepOnePlus instrument. Gene expression was analyzed with the ABI Step One 2.3 program
(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/technical-resources/software-downloads/StepOne-and-
StepOnePlus-Real-Time-PCR-System.html). The amplicon was tested by Melt Curve Analysis
on ABI StepOne Plus Instrument (https://www.thermofisher.com/hu/en/home/technical-resources/
software-downloads/StepOne-and-StepOnePlus-Real-Time-PCR-System.html). The experiments were
normalized to rplp1 expressions.

The following (forward and reverse) primer pairs were used:

rplpl for TAAGGCCGCGTTGAGGTG

rplpl rev GATCTTATCCTCCGTGACCGT
thbs1 for CAT GCC ATG GCC AAC AAACA
thbs1 rev TTG CAC TCA CAG CGG TAC AT
thpol for CTT CTC CAC CCG GAC AGA GT
thpol rev CTG GCC AGG GTG TCT AAC TG

4.5. In Vivo Imaging Using PET/MRI and Intraluminal Fluorescent Confocal Endomicroscopy

Colonic mucosal surface was imaged invivo, using intraluminal fluorescence confocal
endomicroscopy. Eventual differences in colonic mucosal crypts in WT and IL-6 KO mice were
imaged with a nuclear counterstaining and mucus autofluorescence. One WT mouse and two KO
mice were anesthetized using 3% v/v isoflurane gas (Isoﬂuran—KP®, Medicus Partner, Ltd., Budaors,
Hungary) and maintained on a heated bed. Then, after 1 mL of saline enema application, a 6% m/v
acriflavine solution in water for injection (Sigma-Aldrich Ltd., Budapest, Hungary) in 0.5 mL volume
was rectally applied to each mouse. Acriflavine, a green fluorescent DNA-binding molecule is a
general cell-staining intravital dye to obtain fluorescent contrast of luminal mucosal cells. Thereafter,
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the S1500 fiberoptic microscope probe tip (resolution 3.3 microns, field-of-view diameter, 600 microns)
of the Cellvizio Lab Dual Band imaging system (Mauna Kea Technologies, Inc., Paris, France) was
intrarectally applied into the descending colon of the mice and dual band (480 nm green and 660 nm
red) live microscopic images of the mucosal walls were collected. After terminal euthanasia of the
same animals with Euthasol ad us. vet solution (Medicus Partner, Budatrs, Hungary) colons were
opened, and mucosal surfaces were investigated ex vivo also within the same animals. Cells in crypts
fluoresce in green, with an especially prominently stained nucleus. Mucus in the crypts can be present
as red fluorescent dots (from autofluorescence).

To further assess whole-body tumor and inflammatory burden, one WT and two IL-6 KO mice
were used in a series of imaging experiments.

Mice were first scanned with a dedicated nanoScan® PET/MRI system (Mediso, Ltd., Budapest,
Hungary) for small animals with a 3 Tesla magnetic field, using FDG as probe for increased glucose
transport and utilization rate and glucose transporter protein expression in cells of tumorous or inflamed
tissue foci. The MRI imaging sequence was chosen with regards to increased water concentration of
edematous inflamed tissues. Water signals in lymph nodes or intestinal walls are visualized as areas
with lower brightness in gray (among brighter fat signals).

Sixty minutes prior to imaging mice were intraperitoneally injected with 3-4 MBq of FDG solution
(FDG—KEDOI®, Pet-Medicopus, Ltd., Kaposvar, Hungary). Then, mice were anesthetized with 5%
isoflurane as an induction and 2% as maintenance inhalation dose in medical oxygen. Mouse PET/MRI
measurements were performed in a MultiCell™ heating, positioning and monitoring multi-animal bed
for simultaneously holding 3 mice in the same imaging session (Mediso, Ltd., Budapest, Hungary).
Ninety minutes after FDG injection, a 20-minute static PET data acquisition was obtained, immediately
followed by a 2D spin echo MRI sequence with 0.3 mm slice thickness to obtain anatomic background.
Quantitative radioactivity PET data were reconstructed using a Monte-Carlo-based iterative algorithm
(Tera-Tomo™, Mediso, Ltd., Budapest, Hungary) using the MRI as anatomic and attenuation priors,
with 0.3-mm voxel size for a whole-body PET/MRI image with a resolution of 1 mm.

4.6. Image Analysis

For the Cellvizio images, qualitative analysis of crypt forms (green channel) and red mucus dots
were performed by three of the authors (N.H., D.S.V., D.M.) in a blinded fashion.

The PET/MRI images were qualitatively assessed from a radiologic point of view and enlarged
lymph nodes or bowel luminal tumors were identified using both the MRI and PET images. PET images
were then quantitatively analyzed with the vivoQuantTM software (inviCRO, Ltd., Boston, USA)
by defining the whole intestinal volume in a three-dimensional volume of interest and calculating
the standardized FDG uptake value and the radioactivity concentration percentage to whole body
radioactivity for each animal in the intestinal volume of interest.

4.7. Statistical Analysis

We compared tumor growth in the IL-6 KO and WT subgroups AOM/DSS-treated CRC model
mice in terms of the number of tumor foci and TTV. TTV was calculated by adding the volume of
all tumor foci within each animal. We tested the normality of distributions using the Shapiro-Wilk
test. In case of normal distribution and equal variances, we compared subgroups via the Student’s
t-test. If we detected non-normal distribution in either subgroups, we performed nonparametric tests,
such as the Kolmogorov-Smirnov test, the Mann-Whitney U test and the equality of medians test.
When applicable, p-values were determined using exact methods. We also grouped animals into TTV
quartiles and compared their distribution between IL-6 KO and WT subgroups using cross-tabulation
and the Fischer’s exact test. Furthermore, platelet count was compared via ANOVA. Pairs of subgroups
were compared using Wald—tests on OLS regression coefficients.

We quantified the radiographic results of a WT and two IL-6 KO animals by comparing the
FDG uptake in the three most avid tumorous foci displaying highest SUVmax per animal. We fitted
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a mixed effects model using a maximume-likelihood estimator, assuming fixed effect for IL-6 status
and a random effect for SUVmax by each animal. Statistical analysis was conducted using Stata
version 14 (StataCorp. 2015. Stata Statistical Software: Release 14. College Station, TX: StataCorp LP.
https://www.stata.com/support/fags/resources/citing-software-documentation-faqs/)

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/17/6218/s1.
IL-6 gene knock-out; Figure S1: LPS-induced IL-6 plasma concentrations (mol/L) measured in the individual
groups with ELISA, Figure 52: Histology of pTis colon carcinoma in a WT mouse colon (H&E staining, 100x
magnification), Figure S3: Decimal scoring system to measure the severity of inflammation, Figure S4: MRI and
PET imaging, showing an enlarged retroperitoneal lymph node in MRI, with water signal enhancements and its

moderate-high FDG uptake in a WT animal, Figure S5: '8F-FDG PET/MRI image of two IL-6 KO and one WT
animals in an abdominal cross-sectional plane, placed in the multi-animal mouse holder bed. Supplementary Table

S1:18E-FDG uptake comparison in the highly avid tumorous foci in the WT animal and the two IL-6 KO animals.
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