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Semmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, '11. Belgy6gyaszati Klinika
?Transzplanticids és Sebészeti Klinika, Budapest

Hattér: A vastagbéldaganatok kialakuldsanak és progresszidjanak molekuldris folyamata, valamint az enncek hétterében all6 fehérje-
szint( valtozdsok nem ismertek. A microarray-rendszerek alkalmazdsa tobb szdz vagy ezer fehérjekomponens parhuzamos vizsgila-
taval Gjabb informacidkat adhat ezeknek a kérdéseknek a megvilaszoldsihoz. Célkitiizés: A daganatkialakulds és -progresszié fehér-
jeszintl markereinek azonositdsa ellenanyagesipekkel, valamint validaldsa szoveti microarray-rendszerrel. Célunk tovabbd olyan
fehérjeszintl markerkombindciok azonositdsa, amelyek lehet6vé teszik a korai és kései vastagbéldaganatok molekularis modszerek-
kel torténd elkiilonitését és diagnosztizalasit. Anyag és modszer: Tiz Dukes B, valamint 6 Dukes D stadiuma beteg sebészi titon
cltavolitott, friss fagyasztott daganatos és ép mintdit vizsgaltuk meg. A homogenizalt mintdkbol nyert nyers fehérjepreparatumokat
Clontech AB500 array-re hibridizéltuk. Tizenkét kivdlasztott gén validdldsa szoveti microarray (TMA) -technoldgidval tortént.
Evedmények: A makroszképosan ép és daganatos teriiletek kozott 67 szignifikdns, fehérjeszinten eltérd expressziot mutatd gént
azonositottunk (p < 0,05), amelyek az apoptézis (5), sejtciklus-szabalyozas (7), transzkripcidszabalyozas (4) és DNS-replikacié (6),
illetve mds olyan, mint transzport, sejtadhézi6 (45) sejtfunkcidiban vesznek részt. Immunohisztokémiai alapt TMA-val igazoltuk
12 marker: a CYCA1, HSP60, TOP1, APC, CBP, ERK, EGFR, C-myc, Cald, DARPP32, MRE11A, AR, EPS8 génekben kapott
cltéréseket morfoldgiai szinten is. Megbeszélés: Eredményeink szerint a tumoros kialakulas fehérjecsippel meghatarozott, morfologi-
ai szinten ellenérzott markerei a sejtfunkcié széles spektrumat érintik. A daganat progresszids markerei az apoptézis, sejtciklus
szabdlyozdsa és a jeldtviteli utak sejtfunkciéit érintik. Sikertilt egy olyan 6 fehérjébdl dll6 markerkombindciét meghatiroznunk,
amely lehet6vé teszi a korai és késSi daganatok elkiilonitését.

Kulcsszavak: vastagbéldaganat, proteomika, ellenanyag-microarray, szoveti microarray, diagnosztika

Tissue microarray (TMA) validated progression markers in colorectal cancer
using antibody microarrays

Background: The exact molecular biological background of colorectal cancer development and progression are not hitherto known.
Using microarray systems, hundreds or thousands of parameters could be examined simultaneously for answering the mentioned
questions. Azm: To identify possible protein markers of colorectal cancer development and progression using antibody array, and
the validation of these markers on tissue microarrays done with colorectal cancer samples. Furthermore, to determine colorectal
cancer diagnostic marker combination in protein level. Materials and methods: Surgically resected samples from ten Dukes B and
six Dukes D stage patients containing both diseased and un-involved parts of the colon were freshly frozen. The samples were ho-
mogenized and the extracted proteins were used for Clontech AB500 arrays. Twelve selected genes were validated on tissue mi-
croarrays. Results: The expression of 67 proteins was altered (p < 0.05) between the normal colon and cancerous samples. These
genes are related to apoptosis (n = 5), cell cycle regulation (n = 7), transcription (n = 4), DNA replication (n = 6) and other cell
functions, such as transport and cell adhesion (n = 45). Twelve potential markers were immunohistochemically validated on mor-
phological level by using tissue microarrays (CYCAL, HSP60, TOP1, APC, CBP, ERK, EGFR, C-myc, Cald, DARPP32, MREI1A,
AR, EPS8). Conclusion: Based on these results, validated colorectal cancer development related protein markers are involved in a
wide spectrum of cell functions such as apoptosis, cell cycle regulation, and signal transduction. A set of six proteins has been de-
termined, which helps to differentiate between normal specimen, early and late stage colorectal cancer with high sensitivity and
specificity.
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A CRC a fejlett orszigok masodik leggyakoribb neo-
plasztikus halaloka [1, 2], amelynek molekularis hatte-
rében kiilonb6zd genetikai ttvonalak kirosoddsai mu-
tathatok ki. Az uatvonalak karosodasanak kiilonb6zd
molekularis okai lehetnek, mint példaul: egyrészt a DNS-
ben bekovetkezett viltozdsok (SNP, inszercié, deletio,
duplikicio, metilacid), masrészt a transzkripcionalis és
transzlicids szabdlyozdsban bekovetkezett véltozasok
(splicing, miRNA, foszforilacié, glikozilacid, komplex
képzés és kilonféle interakcidk), valamint ezek kombind-
cidja. Azonban ezeknek a fehérjeszinttel val6é osszefiig-
gései még nem tisztazottak. Ebben a kozleményben azt
vizsgiljuk, hogy a betegség kialakulasa és fejlédése soran
hogyan valtozik tobb szaz fehérje szintje, valamint ez a
megvaltozott fehérjeszint alkalmas-e molekularis klasszi-
fikaciora.

A jelenlegi molekularis patolégiai csoportositis alapja
a kromoszomalis vagy a mikroszatellita instabilitds, il-
letve a CpG-sziget metilator fenotipus megléte vagy
hidanya. A mikroszatellita instabilitds bizonyos DNS hi-
bajavité enzimek funkciéjinak (mismatch repair, MMR)
karosodasa (mutacié vagy metilacié) kovetkeztében els-
fordulé jelenség, amelynek sordn genomdtrendez&dés
kovetkeztében gének, miRNS-ek aktivilédhatnak és
inaktivalodhatnak [3, 4, 5, 6]. A muticiok szdmanak
novelésével tumorszuppresszor gének inaktivicioja tor-
ténhet (IGF2R, BAX) [7, 8, 9]. A megviltozott meti-
liciés status is fontos szerepet jitszik a vastagbélrak
kialakulasiban és a genomidlis instabilitassal is Ossze-
fiiggésbe hozhat6. A daganatos sejtekben levé gének
kodolorégidjanak 5° promoter régidiban a hipermetild-
cié jellemzd, ezzel elSidézve bizonyos gének, esetleg
tumorszuppresszorok (pl6, RB1, E-kadherin) inaktivi-
cidjat. Az adenoma-karcindéma szekvencia soran kromo-
szomilis instabilitds, aneuploidia kialakuldsa figyelhet§
meg. Els6 1épésben az APC gén muticidjanak kovetkez-
tében a normal epitheliumbdl diszplasztikusan aberrans
kriptak, majd kezdeti adenoma alakul ki [10, 11, 12].
Ezt koveti a K-Ras gén mutdcidja, ami atmeneti adenoma
kialakuldsahoz vezet. Az dtmeneti adenomdakbdél a DCC
gén, valamint az MMR gének germline mutaci6javal
kései adenoma alakul ki. A folyamat a p53 gén muti-
cidjaval folytatédik, és vezet a karcindma kialakuldsidhoz
[13, 14].

Az elmult években tobb szdz vagy ezer sejtalkotd
parhuzamos vizsgilatira alkalmas, agynevezett array-
technikak jelentek meg, el6szor mRNS-expresszid, majd
SNP- és DNS-metildcié és végiil fehérjeszinten torténd
valtozasok kimutatasira [15, 16].

A teljes genomvizsgilati modszerek lehet&séget ad-
tak gjfajta molekuldris expressziés mintdzaton alapuld
vastagbélrak-csoportositas létrehozasara [17, 18, 19, 20,
21, 22]. A mintazatok diagnosztikai alkalmazasa is fel-
meriil [17, 18, 23] munkacsoportunk korabbi eredmé-
nyei alapjan.

Jelent6s kiilonbségeket sikeriilt azonositani jobb és
bal oldali daganatok kozott, amelybdl szarmazé minta-
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zat alapjan egyértelmten elkiilonithetS a két csoport.
Olyan géneket sikeriilt igy azonositani, mint a RAD52 és
UBLI1, amelyek a DNS-javité mechanizmusban vesznek
részt. Ez az eredmény erdsiti azt a megfigyelést, hogy a
jobb oldali daganatok esetében gyakoribbak az MSI tu-
morok. Negyvenot daganatos mintit megvizsgilva 58
expresszios kilonbséget mutatd gént azonositottak jobb
és bal oldali daganatok kozott [24]. Azt taldltdk, hogy a
kreatin-8, -19 ¢és -20, valamint a karbon anhidraz-I1,
-IV és -VI a bal oldali tumorokban alulreguldltak, mig
a teratocarcinoma growth factor és a ciklooxigendz-2 a
bal oldali tumorokban feliilexpresszaltak.

A daganatos progresszid, vagyis a tumor metasztati-
zaloképességének megitélésére huszonkét tumoros szo-
vetet vizsgilt meg Bertucci és munkacsoportja. A me-
tasztatizdl6 és nem metasztatizalé daganatok kozott 224
génben talaltak szignifikins eltérést [25]. Microarray fel-
haszndldsdval azt taldltdk, hogy az oszteopontin szintje
adenomikban megemelkedik, mig tumorban 15-sz6ros,
metasztazisokban pedig 27-szeres expresszids noveke-
dést mutat [26, 27].

A daganatkialakulishoz vezet6 molekularis elviltoza-
sok felderitésére fehérjeszinten is van lehetGség array-
modszerek alkalmazasira [23]. Az elmualt években a
hagyomdnyos MS ¢és 2-D ELFO eljarasok mellett a pro-
teincsipek (antitesteket tartalmazé array a szoveti lizd-
tumban lev§ fehérjemarkerek kimutatdsara) is elérhetévé
viltak. Ez a technolégia nem csupédn kvalitativ expresz-
szi6s mintdzatokat eredményez, hanem a konkrét fe-
hérje mennyiségének meghatdrozdsira is alkalmas lehet.
Tovabbi elénye a fehérjecsipeknek, hogy a két klasszikus
proteomikai technolégiandl egyszer(ibb mintael6készi-
tést igényel.

Vizsgalataink célja a vastagbéldaganatok kialakuldsi-
nak és progresszidjanak fehérjeszintl markereinek azo-
nositasa volt proteincsipekkel. Eredményeinket szoveti
szinten immunhisztokémiaval verifikdltuk. A proteincsip
és RNS-expresszios csip eredményei kozotti Osszeflig-
gést ugyanabbol az esetbdl szirmazd ép és beteg min-
tak fehérje- és RNS-prepardtumaibdl vizsgaltuk.

Anyagok, modszerek
Mintagyiijtés

A vizsgalatokat 16 CRC-s (10 Dukes B és 6 Dukes
D stadiuma) (1. tablazat) beteg sebészeti Gton eltivo-
litott mintdin végeztiikk. A reszekcié utin legfeljebb 10
perccel a parhuzamosan az ép, reszekcios véghez kozeli
nyalkahdrtydbol, valamint a beteg szovetbdl vett 1 g sz6-
vetet helyeztiink folyékony nitrogénbe. A mintikat ezt
kovetSen —80 Celsius-fokon taroltuk. Az egészséges és a
beteg szovetbdl FFPE-mintik is késziiltek a patoldgiai
feldolgozds sordn a patoldgiai diagndzis, valamint a
TMA-k elkészitéséhez.
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1. tiblazat

| Szévettani és betegadatok
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Azonositd Kor Nem Diagnoézis Dukes-beosztis Szovettan Attét

5 80 F Tu. recti B jol differencidlt adenokarcinéma -

8 58 F Tu. sigmatis D mérsékelten differencidlt adenokarcinéma mij

11 66 M Tu. sigmatis B mérsékelten differencilt adenokarcinéma -

12 56 F Tu. sigmatis D mérsékelten differencialt adenokarcinéma -

13 69 M Tu. sigmatis D rosszul differencidlt adenokarcinéma mdj, tids

15 72 M Tu. recti D rosszul differencidlt adenokarcinéma mdj, tids, agy

16 82 M Tu. recti B mérsékelten differencidlt adenokarcinéma maj

18 55 M Tu. recti B jol differencidlt adenokarcinéma -

20 62 M Tu. recti B mérsékelten differencidlt adenokarcinéma -

22 64 F Tu. sigmatis B jol differencidlt adenokarcinéma -

31 52 M Tu. recti B jol difterencialt adenokarcinéma -

32 59 F Tu. recti B mérsékelten differencidlt adenokarcinéma -

33 70 F Tu. recti D mérsékelten differenciilt adenokarcinéma mdj

39 62 M Tu. sigmatis D rosszul differencidlt adenokarcinéma maj

45 59 M Tu. sigmatis B jol differencidlt adenokarcinéma -

46 83 M Tu. recti B mérsékelten differencidlt adenokarcinéma -
thé;fjgizolpilpi; A szaraz lemezeket a fluoreszcens leolvasisig (scan) sotét

A fagyasztott mintikat lizispufferben homogenizaltuk,
majd jégen minden gramm kiindulasi szovethez egy
gramm aluminat (Sigma Aldrich) adtunk. Ezt erSteljes
keveréssel (vortex) homogenizaltuk, majd 10 percen ke-
resztiil 25 000 g-vel centrifugiltuk. A felilaszét, ami a
nyers fehérjepreparitumot (crude extract) tartalmazza,
100 ul-es adagokban —80 Celsius-fokon taroltuk a fel-
hasznalasig.

Clontech AB 500 arrayanalizis

A nyers fehérjepreparitumok koncentriciéjit BCA-
modszerrel hatiroztuk meg, majd 1 mg/ml koncentri-
ci6ji munkaoldatokat készitettiink a tumoros és normal-
mintdkbol egyarint. A jeloléshez monoreaktiv Cy3 és
Cy5 fluoreszcens festékeket (Amersham, GE Helthcare)
hasznaltunk a gyarto el6irasa szerint. A jelolést keresztje-
161és (dye swap) modszerrel végeztiik, ahol az ,,A” reak-
ciéban a tumoros mintit pirossal (Cy5), a normalt zold-
del (Cy3) jeloltiik, majd a pairhuzamos mintak jelolése a
,»B” reakcioban szincserével tortént. A jelolt fehérje tisz-
titdsat és a nem kotédott festékek eltavolitasait CD10-es
oszlopon (Amersham, GE Helthcare) végeztiik.

A jelolt és tisztitott fehérjék koncentricidjat ismétel-
ten meghatiroztuk BCA-moédszerrel, majd ckvivalens
mennyiségben dsszekevertitk (100-100 ug), és 30-30
ug-ot felhasznalva elkészitettiik a hibridizdciés koktélt.
Ezt Clontech AB500 array-re (Clontech) hibridizaltuk
az alkalmazott kit leirasa szerint. A hibridizacié utan a
nem kot6dott molekulakat abszolat etanollal torténd
mosassal tavolitottuk el, majd szaradasig centrifugaltuk.

helyen tiroltuk.

A lemezeket Axon 4000B tipust szkennerrel (Axon
Instruments, Amerikai Egyesiilt Allamok) digitalizaltuk
532 és 635 nm-en. A gyarto altal javasolt 33%-os 1ézer-
erd, valamint 560 és 670 PMT-erdsités, valamint 20
um/pixel felbontds mellett és GenePix 4.1 szoftverrel
értékeltik ki (Axon instruments). Az arrayhdlé (Lot:
5010317) illesztése utin meghatiroztuk a fluoreszcen-
ciaintenzitdsokat, valamint a hattérintenzitisokat mind-
két csatorndn. Ezt kovetSen helyi hattérkorrekciot
végeztiink. Az adatokat gpr és csv formatumban rogzi-
tettiik (exportaltuk). Az elemzést R kornyezetben vé-
geztiik, Bioconductor programcsomagok felhasznalasa-
val. A hattérkorrekciot elvégzése utin (RMA, normexp),
a csiperedmények normalizacidjara quantile metddust
alkalmaztunk.

Az expresszids kiilonbséget mutaté gének azonosi-
tdsa a normalizalt M értékek alapjin tortént:

M = log,(R/G),

vagyis M a piros (R) és a zold (G) csatornidn mért fluo-
reszcenciaintenzitasok kettes alapt logaritmusainak kii-
l6nbsége.

A szignifikdns eltérést mutaté hatdrfehérje-markerek
esetén M = £0.,5 értéknél van, vagyis 30%-ndl nagyobb
valtozis esetén mir megbizhatonak tekinthetd a valto-
zds.

Szoveti microarray-analizis

A fehérjecsip eredményeit TMA (szOveti microarray)
technolégiaval igazoltuk tovabbi, fiiggetlen mintak be-
vondsdval. A validiciéba 15 egészséges teriiletrdl szdr-
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mazo6 minta mellett 36 kilonboz6 lokalizaciéj, diffe-
rencialtsigt, valamint Dukes (B, D) stidiumt mintdkat
is bevontunk. A szoveti microarray 2 mme-es mintakat
tartalmazott 24-es blokkokban. A TMA-blokkokbdl 5
um-es sorozatmetszeteket készitettiink, majd a kovet-
kez6 fehérjékre specifikus ellenanyagokkal immunhisz-
tokémiai festéseket végeztik el: APC, Caveolin, CBD,
cyclinA, ERK, HSP60, Cox2, EGFR, C-myc, Cald,
Topl, DARPP32, MRE11A, AndrogenR, EPS8. A meg-
festett sorozatmetszeteket Mirax Desk rendszerrel di-
gitalizaltuk (3DHISTECH Kft., Budapest), majd TMA
virtudlis mikroszkoppal értékeltik ki (3DHISTECH
Kft., Budapest).

Immumnohisztokémin

A paraffinmentesitést kovetGen 20 perces hdindukcids
antigénfeltarast végeztiink citritpufferben. A kot6dott
ellenanyagokat standard indirekt immunoperoxidiz
reakcidval tettiik lithatéva, kromogénként diaminoben-
zidint haszniltunk (Dako). Az immunohisztokémiai
festéseckhez Abgene ¢és Dako ellenanyagokat hasznal-
tunk, a gyartd utasitasai alapjan.

Statisztikai kiértékelés

Az ellenanyagarray és az immunohisztokémiai alapt
szOveti microarray-vizsgalatok kiértékelése R kornyezet-

2. tiblazat

EREDETI KOZLEMENYEK

ben Bioconductor programcsomagok felhaszndlisaval
tortént.

Eredmények

Normadl és tumoros csoportok
(normal vs. Dukes B és Dukes D) elkiilonitése

A tumoros csoportokat Osszevontan a normdlhoz ha-
sonlitottuk, majd meghatiroztuk a kiilonbozGen ex-
presszalo fehérjék listdjat (1. abra).

A két csoport kozott 67 szignifikinsan valtozd gént
sikeriilt azonositanunk fehérjeszinten. Ezeket a géne-
ket a funkciondlis csoportositds alapjin apoptézis (5),
sejtciklus-szabdlyozas (7), transzkripciészabilyozis (4),
DNS-replikacié (6) és molekularis transzport, sejtad-
hézi6é (45), sejtfunkcié teriiletére tudtuk lokalizalni.
Az expresszios kiilonbségeket mutatd gének koziil a 10-
10 leginkabb novekedést és csokkenést mutatd fehérje
sejtfunkcid szerinti csoportositasit a 2. tdblazat szem-
1élteti.

AB array evedmények verifikiciojn
TMA-technologiaval

Normal-tumor
Normal- és tumoros mintak kozott a TOP1, CCNAL
és a HSP60 géntermékek fokozddasit, mig az APC

| 20, szignifikins (10 lefel¢ és 10 felfel¢) viltozdst mutat6 fehérje a daganatos és ép teriiletek kozott, sejtfunkei6 szerint csoportositva

Génnév SwissProt ID  Sejtfunkcié M-érték P-érték
Ubiquitin-conjugating enzyme E2E 1 (UBC4 /5 homolog, yeast) P51965 fehérjelebontds -1,319 0,002
Sequestosome 1 Q13501 sejtdifferenciicio -1,044 0,005
KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 1 Q07666 sejtproliferacio -0,733 0,008
Branched chain aminotransferase 1, cytosolic P54687 sejtproliferacié -0,719 0,008
Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1B QINNWI  jelatvitel -0,616 0,035
(dopamine and cAMP regulated phosphoprotein, DARPP-32)
Syntaxin 8 Q9UNKO  transzport -0,541 0,029
Plectin 1, intermediate filament binding protein 500kDa Q15149 sejtviz-kialakitds -0,478 0,005
Nitric oxide synthase 1 (neuronal) 29475 sejtek kozotti kommunikacié  —0,408 0,025
Adenomatosis polyposis coli P25054 jeldtvitel -0,397 0,026
Caldesmon 1 Q05682 izom-0sszehtizodds -0,392 0,022
Proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 (PA28 gamma; Ki) Q12920 immunvilasz 0,389 0,033
Serine /threonine kinase 24 (STE20 homolog, yeast) Q9Y6EOD jelatvitel 0,431 0,003
Topoisomerase (DNA) I P11387 DNS-térszerkezet 0,435 0,008
Thioredoxin-like, 32kDa 043396 apoptozis 0,474 0,001
Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1 04901 jelatvitel 0,478 0,004
F11 receptor Q9Y624 gyulladds 0,529 0,005
Cyclin Al 120248 sejteiklus 0,543 0,002
Nuclear mitotic apparatus protein 1 Q14980 sejtciklus 0,571 0,004
CDC-like kinase 1 P21127 sejtproliferacio 0,578 0,003
Heat shock 60 kDa protein 1 (chaperonin) P10809 fehérjeszerkezet 0,635 0,004
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fehérje csokkenését sikeriilt TMA-val visszaigazolnunk
(2. abra). A v-myc esetében ugyan szignifikins (p =
0,019), de nagyon kismértékd csokkenést (M = —0,16)
tapasztaltunk fehérjecsipen. Immunohisztokémidval je-
lent6s mértékd csokkenést sikeriilt igazolnunk. Az AR
esetében proteincsip alapjan csokkenést tapasztaltunk,
de az immunohisztokémia novekedést igazolt a tumoros
mintakban.

Validacids eredmények
Kordbbi eredményeinkkel egybecsengenek azok az iro-
dalmi megfigyelések, amelyek szerint egyetlen marker

1. 4bra Az ellenanyag microarray (AB array) hibridizdcios képe és
2 fluoreszcens festéket alkalmazé keresztjelolés eredménye
2. ibra
(EGFR) fehérjék expresszidja morfologiai szinten.
csol6dé asszocidcids plot (2E).
kapcsolddé asszocidcios plot (3E).
plot (4E)
3. dbra

elkiilonitésére

A kivélasztott fehérjemarkerck TMA-validdciéja. Az adenomatosus PC, cyclin Al, topoisomerase-1 ¢és az epidermalis novekedési faktor receptor
APC immunohisztokémia egészséges nydlkahdrtya (1A), Dukes B (1B), Dukes B (1C) és Dukes D (1D) stidiumu vastagbéldaganat-metszeteken,
valamint a festés eredményeit 6sszegz§ asszocidcios plot (1E), ami a fest6dések erdsségének gyakorisigat mutatja.

Cyclin Al immunohisztokémia normilis (2A), Dukes B (2B), Dukes B (2C), Dukes D (2D) stidiumu vastagbélmintiak metszetein, valamint a kap-

Topoisomerase-1 immunohisztokémia normilis (3A), Dukes B (3B), Dukes B (3C), Dukes D (3D) stidiumt vastagbélmintdk metszetein, valamint a

EGFR-immunohisztokémia ép (4A), ép (4B), Dukes B (4C), Dukes D (4D) stadium vastagbélmintik metszetein, valamint a kapcsol6dé asszocidcios

Hierarchikus clusteranalizis a TMA-vizsgélat utin kivilasztott 6 expresszids kiilonbséget mutat6 fehérjemarkerrel a vastagbéldaganat-tipusok
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nem alkalmas a CRC betegségcsoportok elkiilonitésére.
Ezért olyan markerszetek (kombinaciok) meghatiroza-
st terveztiik, amelyek alkalmasak lehetnek a probléma
megoldasara.

A marker szetek diszkriminalé erejének teszteléséhez
fiiggetlen mintakat vontunk be a kisérletbe, amelyeket
TMA-n végzett immunohisztokémiaval festettiink meg.
A score-értékek alapjan végzett clusteranalizis altal
meghataroztunk egy hat markerbdl all6 kombindciot
(CycA, Ar, Topl, TGEB, Hsp60, ERK), amellyel egyér-
telmden elkiilonithet6k a tumoros és normalcsoportok

(3. abra).

Megbeszélés

A proteincsipeket leginkabb jelatviteli utakban szerepet
jatszo6 molekuldk expresszios valtozasinak mérésére és
a fehérjék aktiviciés dllapotinak (foszforilacid) vizsga-
latara hasznaltdk. A technolégia fejlédésével azonban
egyre inkdbb eltérbe keriil az expresszids profilok meg-
hatarozasa is. RPA (reversephase array) segitségével
lézermikrodisszektdlt mintakon 29, szignltranszduk-
ciéban részt vevd gén foszfoproteomikai profilja alap-
jan sikerdilt elkiiloniteni a primer tumormintikat a
metasztazisoktdl [28]. Fontos megjegyezni, hogy ko-
rabbi AB array-vel végzett tanulmdinyok alapjin szin-
tén kevés gén mutatott kétszeresére novekedett vagy
felére csokkent expressziot fehérjeszinten. Ezért az
expresszid valtozdsinak mértéke helyett célszertibb a
csoporton Dbeliili varianciat figyelembe venni, amit a
p-értékkel jellemeznek az elemzések sordan. Mas tapasz-
talatok is azt mutatjak, hogy a 0,5-0,7-es M-értékek el-
fogadhato fehérjeszintd viltozasokat jelentenek, vagyis a
fehérjeexpresszid 140%-ra torténd novekedése és 70%-ra
torténé csokkenése jelentds valtozasnak tekinthets [1].

A Klasszifikiciéban szignifikinsnak talilt CCNEL és
CCNDI1 génekrdl leirtik, hogy vastagbéldaganatokban
emelkedett expressziot mutatnak, s6t, a CCNDI1 emel-
kedett szintje a betegek plazmajabdl is kimutathaté.
Ezzel a megfigyeléssel egybecseng Ab array eredmé-
nyiink, miszerint a tumorokban a CCNALI felilexpresz-
szdl. Ezt TMA-val is sikertlt igazolnunk. Az MRE11A
gén egy olyan sejtmagi fehérjét kodol, amelyik a RAD50
és NBS1 fehérjékkel alkotott komplexei a homolog
rekombindcioban, valamint a telomer régidk fenntarti-
saban, tovabbd a dupla szila DNS toréseinek kijavitasa-
ban vesz részt, tehit az MMR gének kozé sorolhatod
(MSI Oncogen 2004). Ab array-n végzett megfigyelé-
seink egybecsengenek Giannini és munkatirsai ered-
ményeivel, miszerint a MRE11 gén a vastagbéldagana-
tokban csokkent expressziot mutat, feltehetSen a gén-
ben bekovetkezett muticié kovetkeztében képz&ds
trunkalt fehérje miatt. Azonban ezt a megfigyelést im-
munohisztokémidval nem sikertlt megerdsitentink, mi-
szerint ennek a fehérjének az expresszidja nem valtozik
sem korai, sem késéi staidiumt daganatokban.

EREDETI KOZLEMENYEK

A caldesmon-1 ugyan alacsony szinten expresszalodik
a colorectalis adenokarcinémakban (GeneAtlas), de ki-
mutattdk, hogy ennek az aktinkot§ fehérjének fontos
szerepe van a sejtek invazivitisiban [29]. A caldesmon-1
ectopicus expresszidja gitolja az ECM-degradaciot, va-
lamint csokkenti a podoszomakat és az invadopodiat.
Tehat a caldesmon-1 és a vele kolesonhatdsban 4ll6 fe-
hérjék vizsgalata fontos lehet a tumorprogresszié meg-
itélése szempontjabodl. A caldesmon esete a microarray-
rendszerek egy specidlis hibalehet6ségére hivja fel a
figyelmet, mégpedig a szovetspecifikus expresszié mér-
tékének mérésére, valamint a minta homogenitasara.
Azon talmenden, hogy a caldesmon nem a himban
expresszalodik, hanem a simaizmokban és a stromaban is
jelen van, leginkdbb a cryptakat koriilolels sejtrétegek-
ben. Az AB array-n mért M = 0,39 azt sugallja, hogy
ez a fehérje a tumorokban csokkent expresszidéval md-
kodik. Az immunohisztokémiin pedig egyértelmtien
latszik, hogy a tumorok bizonyos stromilis sejtcso-
portjaiban sokkal kifejezettebben mtikodik. Az ellentétes
expresszids érték oka lehet, hogy a tumor stromalis ré-
szeiben erdsebben fejezddik ki, de ezek a régiok fajla-
gosan ritkibbak. Valamint az is elképzelhets, hogy a
mintavétel sordn az ép nydlkahartya simaizommal konta-
minalédott. Ezért nagyon fontos visszaellenérizni a
marker lokalizaciéjat és szovetspecifikus expresszidjat.

A cluster és a TMA alapjan késziilt asszociacios plotok
azt mutatjak, hogy a két klinikai csoport kozott nincs
olyan nagy molekuldris eltérés. Felmeriilhet egy moleku-
laris szempontbdl torténd csoportositas sziikségessége
és lehetGsége a klinikai szempontok figyelembevétele
helyett. A tumor progresszidja soran azonban bizonyos
fehérjék folyamatos emelkedést (Topl, HSP60) és csok-
kenést (APC) mutatnak. Az EGFR szintén stidium-
fiiggd expressziét mutatott, ugyanis a tumor noveke-
dési szakaszdban igen erdteljes expresszié mutatkozik,
ami a metasztatizaloképesség megjelenésekor latvanyo-
san csokken.

Az antibody microarray technoldgia mint potenciilis
nagy ateresztGképességli modszer (high througput) al-
kalmas lehet fehérjeszint(i biomarkerek és diagnosztikus
mintizatok azonositdsira. A markerkombindcidk azono-
sitdsa és a napi gyakorlatban torténd felhasznaldsa igen
fontos feladat, ahol az antibody microarray jelentSs elG-
relépést jelenthet. A technolégia érzékenységébdl ado-
dodan alkalmas lehet az egyes stadiumokban torténé vél-
tozdsok screenelésére és nyomon kovetésére. Mindezek
figyelembevételével a proteincsipek alkalmazasival egy 4j
lehetSség nyilik meg a daganat- és a biomarker-kutatas
teriiletén.
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