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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.
Célkitiizés: Kutatdsunk célja az IL6-expresszié 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 ssze. 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: Killonbségek mutatkoztak a tumorsejtek és a stromasejtek 1L6-kifejez8dése kozott.

Kovetkeztetés: Az L6 hasznos marker és potencialis terdpids cél lehet az elérehaladottabb stadiumt colorectalis tumo-
ros betegeknél.
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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 (ILO6) 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.
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Roviditések

ANOVA = (analysis of variance) varianciaanalizis; APC = ade-
nomatosus polyposis coli gén; BRAF = (rapidly accelerated fi-
brosarcoma B) a rapidan gyorsulé fibrosarcomakindz-csalad
B-tagja; CD4 = (cluster of differentiation 4) differencidcids
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 Tanics, Tudoményos és Kutatdsetikai Bizottsig;
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. Eurdpaban 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 diagnosztizaltik 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 lehetd-
ség, melyek segitségével sikeresebb lehet a kezelés. Sza-
mos tanulmany kimutatta, hogy a vastagbéltumorok a
krénikus 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-
lymphocytdk 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 carcinomakban [9], méhnyakrakban [10, 11] és
emlérikban [12]. Ezenkivil tobb tanulmdany felvetette
az IL6 szerepét a colorectalis tumorok kialakulasiban és
progresszidjaban is. Kimutattak, hogy emelkedett szé-
rum-1L6-szint mérhet§ vastag- és végbélrakokban [13,
14]. Kevés informiacié 4ll azonban rendelkezésre arrdl,
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hogy az IL6-expressziohoz milyen klinikopatoldgiai jel-
lemz&k tirsulnak ezekben a tumorokban. Vizsgilatunk
ezen kérdés megvalaszolasara iranyult.

Mobdszer

Kutatasunkhoz az Uzsoki Utcai Kérhizban 2004 és
2011 kozott operdlt 64, colorectalis tumoros beteg de-
mografiai, sebészeti és patologiai adatait gydjtottiik Osz-
sze. Vizsgalatunkba szoévettanilag igazolt adenocarcino-
méiban szenvedS betegeket valogattunk be. A kizdras
kritériumai a kovetkez6k voltak: szinkron egyéb tumor,
gyulladasos dllapotok (tiiddégyulladas, sebgyulladas, ti-
lyog, epehdlyag-gyulladis, brantlgyulladas, endocardi-
tis, hagyati fertézés, Crohn-betegség, colitis ulcerosa
stb.) és szteroidterapia. A betegek stidiumait két, korai
(L. és 1II. stadium) és elérehaladott (III. és IV. stidium)
csoportra osztottuk. A szovettani metszeteket a Sem-
melweis Egyetem 1. Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutat6
Intézetében Abcam® (Cambridge, Egyesiilt Kirdlysig)
IL6-antitesttel festettitk meg, a sejtmagokat hematoxi-
linnel tettiik lathatéva. A szovettani metszeteket digitali-
z4las utan a Pannoramic Viewer (3DHistech, Budapest)
nevii programmal értékeltiik ki. Els6 1épésben metsze-
tenként ot teriiletet jeloltiink ki, igyelve arra, hogy a te-
ritleteken a tumor- és a stromasejtek arinya megfeleljen
az egész metszeten latott ardnynak. Ezt kovette az ade-
nocarcinoma és a stroma sejtjeinek kijelolése. A tumor-
sejtek, illetve a stromasejtek fest6dési intenzitasanak ki-
értékeléséhez a QuantCenter (3DHistech) programot
alkalmaztuk. A program a szinintenzitds alapjan szam-
szer(sitette a pozitivitast, és ezt erds, mérsékelt, gyenge
és negativ csoportokba sorolta. Az els§ két csoportot
Hkifejezett”, a masodik kettét pedig ,,nem kifejezett”
IL6-expresszioként hatiroztuk meg.

Statisztikai elemzés

A szamitdsokhoz 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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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. dbra 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%)
N6 24 (37,5%)
Stadium 1. (korai) 15 (23,4%)
II. (korai) 22 (34,4%)

III. (el6rehaladott)
IV. (elSrehaladott)

19 (29,7%)

8 (12,5%)
10 (15,6%)
41 (64,1%)
13 (20,3%)

Differencidltsig (grade)  Jol differencidlt
Kozepesen differencidlt

Rosszul differencidlt

SD = standard deviicié

Eredmények

A vizsgalatba 64 beteg kertilt bevondsra (1. tablizat).
A betegek atlagéletkora 64,2 év volt. A betegek kozel
kétharmada férfi volt. A korai stadiumu betegek ardnya
mérsékelten nagyobb volt a vizsgalati csoportban, mint
az elGrehaladott stidiumi betegeké (57,8% vs. 42,2%).
A tumorok jelentds része kozepesen difterencidlt 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
1L6-expresszidja szignifikinsan magasabbnak bizonyult

2. tablazat | A betegek klinikopatoldgiai adatai a tumorstidium szerint
Tumorstadium Nem Atlagéletkor (¢év) Tumorsejt Stromasejt
(férfi/nd) IL6-pozitivitasa (%) IL6-pozitivitasa (%)
Osszes 40/24 64,2 448 49,7
Korai (I-11.) 15/22 64,9 40,7 46,3
El6rehaladott (ITI-IV.) 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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2. ibra A kiilonboz8 TL6-expressziot mutatd sejtek ardnya a tumorban

és a stromdban

IL6 = interleukin-6

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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3. 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

1L6-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*
Difterencidltsaige  Kozepesen 3,37 1,05
differencialt
Rosszul -0,17 —4.35
differencialt

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

1L6 = interleukin-6

méterek nem mutattak Osszefliggést az 1L6-expresszid-
val. Tovabbi regresszidés modellekkel azt vizsgaltuk, hogy
a tumorstadium befolyasolja-e az egyes klinikopatologiai
paraméterek és az 1L.6-expresszié kapcsolatit, azonban
nem sikerdlt 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 tumorszovetben (3.
abra).

Megbesz¢lés

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

B) Kifejezett IL6-expresszid
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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 gatl6 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
hipermetilalédik, 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 IL6/STAT3 ttvonal miikodését gitoljuk
— akar az IL6-on, gpl30-on, akir a STAT3-on keresz-
til —, egyuttal lelassitjuk a DNS-karosoddsnak kitett tu-
morsejt novekedését [23]. Ugy tiinik, hogy az IL6 jelen-
t6s hatassal van a colorectalis tumorok sejtjeire is.
Kimutattdk, hogy az IL6 in vitro elGsegiti a daganatos
sejtek novekedését [15]. Ezenkiviil az IL6 elGsegiti a tu-
mor progresszidjat, mert bebizonyitottak, hogy dozis-
fiiggd mddon fokozza a daganatos sejtek koloniaképz6-
dését [24]. Hatasara novekszik a colorectalis carcinoma
sejtjeinek invazivitisa [25]. A tumorokban az IL6-ot
leginkdbb maguk a tumorsejtek, a tumorasszocidlt mac-
rophagok (TAM-ok), a CD4 T-sejtek, a fibroblastok és a
myeloid eredetdi szuppresszor sejtek (MDSC) expresz-
szaljak [26, 27].

Legjobb tudasunk szerint eddig nem kozoltek olyan
relevans tanulmdanyt, melyben az IL6-expresszié szintjét
antitesttel festett reszekalt colorectalis tumoros betegek-
ben biostatisztikai mddszerekkel elemezték volna. Vizs-
galatunk sordn a kifejezett IL6-expressziot mutatd sejtek
maguk a tumorsejtek voltak. Eredményeink alapjan az
1L6-expresszi6 mértékét nem befolydsolta szovettani
differencidltsagi foka. Ez ellentmond Brozek és mtsai
eredményeinek, akik kimutattik, hogy az IL6-szint nor-
mdl human nydlkahdrtydban alacsony mértékben, mig
adenomidkban, illetve jél differencidlt (G1, G2) tumo-
rokban csak kismértékben n§ meg. Magas IL6-szintet
kizarolag a rosszul differencidlt elvaltozasoknal (G3, G4)
figyeltek meg [28]. A vizsgilat hatrinya az alacsony eset-
szam, melynek alapjan kovetkeztetéseiket levontik. Sajat
vizsgalatunkban emellett Osszefiiggést taldltunk az IL6-
expresszid és a daganatok stadiumai kozott. A rosszabb
TNM-stadiumokhoz fokozottabb expresszié tarsult.
Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az 116 6sszefiig-
gést mutat a colorectalis tumorok invazidjaval és attét-
képz&désével. Napjainkban egyre nagyobb figyelem ird-
nyul az anatémiai lokalizicié szerepére, ez azonban nem
képezte vizsgalatunk targyat. A colon és a rectum mRNS-
és miRNS-expresszidja kozott kiilonbséget taldltak [29].
A colonrikokban a BRAF, CTNNBI1, PIK3R1 és SRC
mutacidi gyakoribbak, mig a rectumtumoroknal az APC,
ERBB2, STK11 és TP53 mutaciéi fordulnak elé na-
gyobb aranyban [30].

A szérum-IL6-szint emelkedésének mechanizmusa je-
lenleg nem ismert. Ennek egyik magyarazata a G/C po-

EREDETI KOZLEMENY

limorfizmus lehet az IL6-gén promoter régidjanak —174.
pozicidjiban. A —174C-allélrdl kisebb hatékonysiggal
irédik dt fehérje, mint a —174G-allél esetében [31]. Bel-
Iuco megdllapitotta, hogy szignifikinsan magasabb szé-
rum-I1L6-szint mérhet$ azoknal a colorectalis tumoros
betegeknél, akiknél az IL6-génben a —174G-polimorfiz-
mus mutathat6 ki, mint akiknél a —174C [32]. Egérki-
sérletekben az anti-ILO6-receptor-antitest-kezelés csok-
kentette a colitisasszocialt vastagbélrak incidencidjat, 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 gyulladassal 6sszefliggé
colorectalis tumorok progresszidjaban kritikus szerepet
jatszik. Hatdsa kiemelked$ a tumor invazi6jaban és me-
tastasisképzédésében. Kiilonbségek mutatkoztak a tu-
morsejtek és a stromasejtek 1L6-kifejez6dése kozott. Az
1L6 hasznos marker és potencidlis terapids célpont lehet
az el6rehaladott stddiuma vastag- és végbéltumoros be-
tegek kezelésében.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csolodd kutatdmunka anyagi timogatasban nem része-
stilt.

Szerzot munkamegosztds: . V.: A szakirodalom attekinté-
se, a cikk szovegezése, statisztika. F. K.: Adatgy(jtés, mé-
rések. Z. Zs.: Statisztika. R. L.: A szovettani mérések
tervezése és bedllitasa. B. Zs.: A kutatds tervezése, a kor-
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