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Bevezetés

A colorectalis carcinomak eredete multifaktorialis, kialakulasukban kornyezeti és
oroklodo tényezok egyarant valtozd mértékli szerepet jatszanak az egyes betegekben. Az
érintettek 70-80%-anak sporadikus tumora van, Oroklott tényezének nincs bizonyitéka. A
tovabbi 20-30 %-ban mutathaté ki csaladi halmozodas, ahol 6roklott géneknek is szerepe
lehet a daganat kialakuldsaban. A CRC a maésodik leggyakoribb daganat viladgszerte és
valoszinlileg az egyik legtobbet vizsgalt tumoros elvaltozds is. A teljes human genom
Mmegismerése nagy momentumot adott a tumor asszocialt gének jelentds részének
megismeréséhez. Ma mar 4ltaldnosan elfogadott nézet, hogy a CRC kialakulasa soran mintegy
60-80 gén mutacidja kovetkezik be, melynek kb. egy negyede magaért a daganat
gének mutacioi adddnak 4t részben, vagy teljesen a kovetkezd nemzedéknek. Szinte nincs
olyan aspektusa az anyagcserének, mely ne valtozna meg a daganat progresszidja soran, a Sejt
¢letciklusat a talélés és tovabbi osztddas felé tolva el. Egyidejlileg a valtozasok mindségi és
mennyiségi jelei a plazma membran fehérje és lipid dsszetételében és a receptorok egymashoz
viszonyitott elhelyezkedésében (a receptor topografidban) is megnyilvanulnak, melyek

funkciondlis kovetkeztetések levonasara adnak lehetdséget.

Az értekezésben Osszefoglalt kozleményekben a CRC-vel két megkozelités alapjan
foglalkoztunk. Klinikai munkank soran a Lynch szindromas betegek vizsgalatara
koncentraltunk. Nem foglalkoztunk a FAP és varidansaival (AFAP, Gardner és Turcot
szindroma), sem a Peutz-Jeghers-, vagy a Familiaris juvenilis polip6zissal, a hyperplasztikus
polipozis szindromaval csak olyan mértékben, hogy elkiilonithessiik o6ket az LS-tdl.
Motivacioként szolgalt az, hogy a LS a leggyakoribb 6roklédé CRC forma, ennek ellenére a

klinikai gyakorlatban vilagszerte kevéssé keriil felismerésre, a csaladtagok genetikai
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vizsgalata hidnyos ¢és a daganatok kezelésében a megeldzés lehetdsége messze nincs

kihasznalva.

Ertekezésem masodik részében azon vizsgalatainkrol szeretnék beszamolni, melynek
soran egy CRC sejtvonal epithelsejtjei (LS-174-T) és colon tumoros, valamint Crohn
betegekbdl szarmazo limfocitak sejtfelszini (plazma) membranjanak bizonyos receptorai
altal alkotott mintazatat elemeztiik. Ezen vizsgdlatok paradigmdajaul azok a kozlések
szolgaltak, melyek alatamasztjdk, hogy a membran fehérjék nem véletlenszeriien
helyezkednek el a sejtmembranban, hanem hierarhikus rend mutathatdé ki a molekularis
(nanoscale), a ,,mesoscale” (akar tobb szdz nanométer) €s a mikrométeres tartomanyban. A
membran altal hatarolt sejt koncepcidja mintegy 175 évre tekint vissza. A mai elképzelés
alapja az 1970-es évek elején publikalt Singer-Nicolson folyékony mozaik membran modell
(Singer 1972). Bar alapvetden folyadék jellemzdokkel bir a mai membran modell is, a legujabb
ismeretek szerint a proteinek nem random moédon helyezkednek el a lipid kettdsrétegben,
hanem szamos Kitiintetett teriilet, ,,microdomain” létezik, melyek inkabb ,,gél” allapottal
jellemezhetdk. Ezek a specidlis lipid Osszetételi membran teriiletek néhany 10 nm-tdl
mikrométer nagysagig is terjedhetnek, a membran akar 60-80% boritva (Lombard 2014). A
microdomain (,,lipid tutaj”, vagy ,.lipid raft”) fehérje komponensei jellemzéek egy-egy raft
tipusra, a térbeli kozelség miatt kapcsolatba 1éphetnek egymassal és/vagy ligandjaikkal az
adott receptor alegységek, ill. a nagy koncentracioban jelen levd fehérjék erdsithetik a sejt-sejt
kapcsolatok kialakulasat és a stimulus altal kivaltott reakciot (de Bakker 2007). A lipid tutaj
kitlintetett szerepére utalnak azok az eredmények is, melyek szerint, ha koleszterin
kivonasaval megbontjuk a raft szerkezetét, a korabban rendezetten elhelyezkedd MHC
molekula komplexek random eloszlast mutatnak a membran egyéb teriiletein is (Anderson

2000, Vereb 2000, Lebedeva 2004, Vamosi 2004,)
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Membran vizsgalataink soran két f6 modszert alkalmaztunk, az dramlési citometrids
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert (FRET, FCET) (Szoll6si 2002) a nanométeres
skaldn az intra- és intermolekularis proximitds mérésekre és a konfokalis 1ézer pasztazod
mikroszkopiat, a mikrométeres tavolsagi tartomanyban. Méréseink soran olyan molekuldk
jelenlétét, mintazatat vizsgaltuk, melyek egy bizonyos tipust lipid tutajban helyezkednek el
¢s szamos limfoid és nem limfoid sejtvonal esetében bizonyitott szereppel rendelkeznek az
immunfelismerés, antitumor immunitas (MHCI, ICAM-1), a limfocita homing,
metasztazisképzés (ICAM-1, CD44s) és a differencialodas-sejthalal folyamataban (IL-2/15R
a és vy alegységek, CD59-komplement inhibitor). Az egyes receptorok abszolut szaménak
kontrollhoz képest mért eltérésein kiviil, korabban limfomas és mas tumoros sejtvonalakon
leirt receptor mintazatokhoz hasonl6 kolokalizacidt tudtunk megfigyelni az altalunk vizsgalt
receptorok kozott az LS-174-T colon tumoros sejtvonal epitéliumon is. IFN-y stimulusra
adott, reprodukélhatdé mintazatvaltozast is meg lehetett figyelni az ICAM-1 és az MHCI
alegységek kozott. Tovabbi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy ez a kivaltott reakcidé ICAM-1
siRNS alkalmazasaval quantitativ modon blokkolhaté volt. Nem csak tumoros epitheliumot,
hanem vastagb¢l daganatos €s Crohn betegségben szenvedd betegek periférids vérébdl,
valamint nyirokcsomo6ibol szarmazo CD4" limfocitakat is vizsgaltunk. Célunk egy
komplexebb receptor kolokalizacio vizsgalata volt. A kapott ,,mintdzatok™ eredményei alapjan
azt gondoljuk, hogy a CD4" sejtek felszinén gyulladasos és tumoros betegségekben a vizsgalt
receptorok altal alkotott lipid raft szerkezete atalakul. Az IFN-y hat4sara 1étrejott molekularis
atrendezO0dés arra mutat, hogy specifikus célzott terdpia esetén nem csak az adott target
molekula jelenléte és megfeleld szamossdga, hanem més molekulakhoz viszonyitott

topografiaja is szerepet jatszhat a kivaltott hatasban.

Az értekezés befejezéseként egy 1) klinikai vizsgald eljarasrol adok szamot, mely

jelentdsen hozzajarulhat az intraoperativ tumor diagnosztikdhoz, akdr mar a kozeljovoben.
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Tobb sebész munkatarsammal egyiitt lehetdségiink volt csatlakozni egy fizikusokbol,
matematikusokbol, orvosokbodl allé munkacsoporthoz, akiknek mar jelentds tapasztalatuk volt
biologiai szovetek tomegspektrometrias elemzésében. A sebészi elektromos vagod-koagulald
eszkoz (,,elektromos kés”) hasznalata kozben keletkezd fiistot elvezetve, a lipid komponensek
spektralis eltéréseit elemezve jellemzd kiilonbséget lehetett kimutatni tumoros és normal
szovetek kozott. Az azonositott molekulak kozott foszfatidiletanolamin, foszfatidilkolin,
foszfatidsav, foszfatidilszerinek, foszfatidilinozitolok, szfingomielinek kardiolipinek,
plazmalogének és szulfatidok szerepeltek. Az eljards nagyon gyors, szinte ,real time”
lizemmodot tesz lehetévé és a mérések szerint atlagosan 95-100% szenzitivitassal, valamint
92-100% specificitassal dolgozik. A szamos mérés koziil elsésorban a CRC és azok maj
attéteinek vizsgalatdban vettem részt. A mérések a miitét menetét gyakorlatilag nem
befolyasoljak. Az eddigi eredmények alapjan ez a mérési modszer a nehéz anatdmiai
viszonyok kozott végzett beavatkozasok kozben segitheti a dontéshozatalt az Gn. RO
reszekciok (teljes tumormentesités) kivitelezésben. A moddszer kiilondsen sokat jelenthet
olyan nehéz helyzetekben, amikor nagyon kicsi a mozgési lehetdség arra, hogy a sebészi
metszésvonalat ,,messze” az ép szOvetben vezetve operaljunk, azaz a tumor szabad szemmel

jol lathatdan, teljes egészében eltavolithato legyen.
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Célkituzések

HNPCC/LS betegek vizsgalata

1. Az LS szlirés bevezetése a klinikai gyakorlatunkba, HNPCC/LS adatbazis 1étrehozasa

2. Az THC ¢és MS alapjan kiszirt betegek genetikai eltéréseinek vizsgalata

3. Csaladfa analizisek, a genetikai eltérések elemzése

4. A betegek és mutacid hordozo6 csalddtagjaik gondozasba vétele, tanacsadas

CRC sejtvonal epithel sejtjeinek és CRC betegek limfocitainak

plazma membran vizsgalata

LS-174-T CRC sejtvonal plazma membranjanak vizsgalata IFN-y hatasara az MHCI és
ICAM-1 vonatkozéaséban

LS-174-T CRC sejtvonal plazma membranjanak vizsgalata ICAM-1 siRNS hatasara az
MHCI és az ICAM1 vonatkozasaban

CD4+ T limfocitdk plazma membran Osszehasonlito vizsgalata CRC betegek
nyirokcsomoiban és periférias vérében

CD4+ T limfocitak plazma membran Osszehasonlitd vizsgalata Crohn betegek
nyirokcsomaiban és periférias vérében

CRC betegek primer tumordnak és m4j metasztazisainak vizsgalata tomegspektrometrias

mérésekkel
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Eredmények és megbeszélés

I. 1-2. HNPCC/LS adatbazis létrehozasa, genetikai eltérések vizsgalata

A HNPCC adatbazisunk alapjait 2003-ban hoztuk 1étre. Az 1997-t61 2003-igterjedd iddszakot
retropsektiven, kérddivek segitségével elemeztik. A CRC miatt miitéten atesett betegeink
csaladfajat az Amsterdam ¢és a Bethesda Kritériumoknak megfelelden vettiik fel. A lekérdezés
2004-6ta prospektiven zajlik, még a primer mitét bentfekvése idején. Az adatbazisunk 1576
betegét kérdeztik le, 1341-et (84%) mindsitettiink sporadikus el6fordulasi  CRC-nak.
Valamennyi betegiink koziil 69 (4.4%) teljesitette az AC, 166 beteg (10.5%) a BG feltételeit.
Osszesen 153 betegnél végeztiik el az IHC és MSI vizsgalatokat a 235 potencidlisan pozitiv
betegbdl (48-AC, 105-BG aranyban). A vizsgalatok szdma a megfelel6 mintak hianya miatt
lett kevesebb a tervezettnél (kezdeti, retrospektiv vizsgalati fazis). Az Amszterdam pozitivak
koziil 15 (31%), a Bethesda pozitivak koziil 19 (18.1%) bizonyult MSI-H-nak. A 34 mutacio

analizis és szekvenalas soran az elsé csoportbol 9 csaladban (az AC pozitivak 60%-a)

I.4. 4bra Colon tumorbdl metszet. A tumor sejtek magfestddésének hianya (barna, DAB) az

MSHG6 fehérje hianyat jelzi.
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igazoltunk 8 kiilonb6zd patogén mutaciot, masodik csoportbol 5 csalddban 5 kiilonbdzo
patogén mutaciot (a BG pozitivak 26%-a) (Kamory 2006, Tanyi 2014). A feltart patogén
mutaciok koziil 5 bizonyult eddig még ismeretlennek, ill. a vizsgalataink természetesen
feltartak mar leirt allél varidciokat is (Tanyi 2014). A 14 mutaciébol minddssze egy mutatott
ismétlodést 3 kiilonbozd, genetikailag fliggetlen csalddban, idében egymastdl tavol végzett

vizsgalatok soran (Tanyi 2012).

Esetszamaink nemzetkdzi 0sszehasonlitasban nem nagyok, de kordbban hazai viszonylatban
csak Papp és mtsai adtak hirt nagyobb anyagrol (Papp 2007). Hisz HNPCC-s és 16 HNPCC
gyanus csalad vizsgalatardl szamoltak be. A 18 rokoni kapcsolatban nem levé betegben 18
mutaciot észleltek. Ezek kozott 16 patogénnek mutatkozott, valamint 9 még nem szerepelt az
adatbazisokban, igy 0j mutacioként kozolték. Ismétlodé varianst ez a munkacsoport sem
talalt. Timar és mtsai 2009-ben a Nemzeti Onkologiai Konzorcium nevében megjelentetett
Osszefoglalojukban 57 csalad vizsgalatarol adnak jelentést (Timar 2009). Tizennyolc patogén
mutéciot talaltak, 9 MLH1 és 9 MSH2 megoszlasban. Ismétlddés, azaz ,,founder” mutacio itt
sem mutatkozott. Az eltérések fele 01 volt, valamint 7 besorolatlan varidnst is talaltak. A fenti
vizsgalatokkal negativnak bizonyult, de anamnesztikusan pozitiv csaladok tovabbi vizsgalata
soran 5 EPCAM mutaciohoz kothetd, epigenetikus MSH2 elnémulast is kimutattak. Erdekes
az Osszehasonlitds a hazai és a finn, valamint balti populdciokkal, ahol a Iélekszam
nagysagrendi hasonlosdga mellett egyértelmili founder mutaciot is taldltak (Chapelle 1998.
Nystrom-Lahti 1994, 1996.) ,,Founder mutaciora” sajat vizsgalataink soran sem bukkantunk,
az egyetlen ismétlédo varians az MLH1 ¢.143A>C (p.Q48P) volt, harom genetikailag nem

rokon csaladban talaltuk meg, kiilonb6z6 vizsgalatsorok alkalmaval (Tanyi 2012).
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I.3. Csaladfa analizisek, a genetikai eltérések elemzése

A csaladfa analizisek, és az egyes csaladok, csaladtagok betegség szemlélete szamos
tanulsaggal szolgaltak a hazai helyzetre vonatkozoan. Hazank foldrajzi mérete ellenére sok
esetben egy csalad ellatdsa tobb egészségiigyi intézményben torténik, a beteg érdekében
torténd adathozzaférés pedig sajnalatosan esetleges. A csaladi anamnézis megfeleléen
részletes felvétele intézményeinkben nem altalanos. Szomort példak soraval talalkozhatunk a
lakossag egészségtudatossagat illetden is. A kdvetkezé nyolc csaladon keresztiil a jellemzd
eseteket mutatom be. A csaladfak elkészitéséhez standardizalt jeleket hasznaltunk (Bennett

2008).
1. Csalad

A 31 éves férfibeteg flexura lienalis carcinoma miatt keriilt miitétre. Csaladi anamnézisében
¢desanyja 43 évesen, anyai nagyapjanak testvére 56 évesen, ¢és az index személy
unokatestvére 34 évesen szenvedett vastagbél daganatban (I.5. 4dbra). Osszesitve az anyai
agon 4 vastagbél ¢s 1 emlddaganat fordult eld els6foku rokonok kozott, az apai ag egy
gyomor ¢és egy tlidddaganat altal volt érintve. Immunhisztokémidval az MSH2 festddés
hianyat tapasztaltuk, mig az MLH]1 pozitiv maradt. Az MSI statusz magas instabilitast igazolt.
Mindkét gén valamennyi exonjat szekvenaltuk, melynek sordn az MLHI1 génben nem
talaltunk eltérést az immunhisztokémidhoz hasonléan. Az MSH2 esetében két muticiot
sikertilt igazolni, a 7. exon 422.kodon Glu — STOP cserét kialakitd nonszensz mutaciot,
valamint a 3. exon 127. kodon Asp — Ser valtozast kivalté misszensz mutaciot. A sziikséges
felvilagositas utdn 12 csaladtag vérmintajabol izolaltunk DNS-t. Vizsgalataink alapjan az
anyai agon 5 személy hordozza a 7. exonban taldlhatd nonszensz mutéciot, kozottik 3
személy vastagbél daganatban szenvedett. A 3. exon mutécioja két apai agi csaladtagban volt

kimutathato, valamint az anyai agon is két személyben. A két mutacio egyiittes eléfordulasa 3
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csaladtagban volt fellelhetd. Az emld, tiid6- és gyomordaganatos rokonokat elhalalozéas miatt

nem sikeriilt kivizsgalnunk.

Eredményeinket Osszevetettiik az akkor legaktudlisabb nemzetkdzi mutédcids adatbézissal
(The Human Gene Mutation Database, Cardiff, International Society for Gastrointestinal

Hereditary Tumors)

A 7. exon nonszensz mutacidja 1j eredménynek bizonyult. Mivel a mutaci6 STOP kodon
kialakuldsdhoz vezet, mely trunkalt fehérjét eredményez, a véltozast patogén eltérésnek
tartjuk. Ezt az elképzelést tdmasztja ala a 4 vastagbél daganatban szenvedd beteg hordozo

allapota.

A 3. exon misszensz mutacidja mar tobb szerzo altal kozlésre keriilt, mint nem patogén
polimorfizmus (Samowitz 2001). Az amerikai populacioban valo el6fordulasat 0.02-nek adja
meg a ,, The National Institute of Environmental Health Sciences Genome Project”, mely 4 %-

0s heterozigota el6fordulast jelent.
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1.5. abra Az 1. csaladfa
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A csalad két tagja csak a patogén mutacidt hordozta, a CRC 43 és 56 éves korukban alakult
ki. Bar a 3. exon mutacidja polimorfizmusként ismert, a csalad masik 2 tagjaban, akikben
mindkét mutacié jelen volt, a CRC 31 és 34 éves korban jelentkezett. A jelenség okaként
esetleg szoba johet a nem patogén mutacio jelenléte is, illetve olyan egyéb mutécio, vagy
epigenetikus valtozas (Valeri 2010) az MMR csaladhoz tartoz6 mas génekben, melyet nem
vizsgaltunk tanulmanyunkban. Az index személy dccsét 28 éves kordban vizsgaltuk, mindkét
mutaciot hordozza, de valdszinilileg fiatal kora miatt még nem alakult ki benne daganat.
Valamennyi mutacié hordoz6 személy magas rizikojunak tekintendd, akik rendszeres
gondozast igényelnek. Ennek tulajdonithatd, hogy colonoscopia soran az index személybdl 4

év alatt tubulo-villosus adenomat tavolitottunk el.

2. Csalad

A 25 éves fiatalember szinkron rectum €s mucinosus coecum adenocarcinoma miatt subtotalis
colectomian esett at klinikdnkon. A csalddi anamnézis szegényes, mindossze a 77 éves
nagyapa volt érintett CRC altal az apai agon (1.6. dbra). Mas carcinoma nem fordult el6 ebben
a csaladban. Az index személy 28 éves batyjabol egy tubulo-villosus adenomat tavolitottunk
el. A Bethesda kritériumok alkalmazésa vetette fel a gyantt az LS-re. Immunhisztokémidval
az MLH1 és az MSH2 expresszié negativnak bizonyult. Az MS statusz nagyfoku instabilitasa
tamogatta a diagnozist. Az MLH1 promdter hypermetilacigjat ki tudtuk zarni. Ezek utan
veégeztiik el a két gén 35 exonjanak a szekvenaldsat, mely az MLHI1 19. exon 716. kodonjaban
Val — Met cserét, valamint az MSH2 13. intron 2210 + 1 G >C nukleotidjanak cseréjét

mutatta ki. 15 csaladtagot vizsgaltunk meg Osszesen, akik koziil az anyai 4gon 8 személyben

crer

crer

munkatarsai ugy véltek, hogy az eltérés patogén, Cederquist ¢és munkatarsai

polimorfizmusnak vélik a mutaciot. (Hutter 1998, Cederquist 2004). Sajat adataink jobban
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alatamasztjak a mutaciéo polimorfizmus jellegét tekintve, hogy 8 hordozo csaladtagbol
minddssze 1 volt beteg a vizsgalatunk idején. Az MLHI1 fehérje vizsgalat szerint a mutécid
egy nem konzervativ szakaszon helyezkedik el, ¢s az adatbazisok ebben a régidban tobb mas

polimorfizmus leirasat is tartalmazzak.

6 I

| @

II.O 2 1 1 1
A Vd 4

54CRC”7" 52CRC

| ]
ll. 1,2 1,2

28 ZSCRcl\

I.6. abra. A 2. csaladfa

Az MSH2-ben feltart 13. intron 2210 + 1 G >C patogén mutacioként mar korabban leirasra.
(Kurzawski 2002). A mutacio leolvasasi kereteltolast okoz az exon-intron hataron. A masodik
csaladban ez az elvéltozas 5 személyben volt kimutathatd. Az adatok gondos értelmezésére
hivja fel a figyelmet, hogy az apai nagyapa aki 77 évesen CRC-ben szenvedett ezt a mutaciot
nem hordozta, azaz sporadikus vastagbélrakos betegnek tekinthetd. Az index személy
batyjabol szlirés soran adenomatosus polypot tavolitottunk el endoszkdposan. A tobbi
csaladtag gondozasba vételével kapcsolatban sajatos problémaba iitkdztliink, a kooperacid
hianya miatt. A részletes felvilagositas ellenére sem sikeriilt érzékeltetniink a betegség
kialakuldsanak veszélyét, és sziirésre a testvérparon kiviil tobben nem jelentkeztek. Az index
személy édesapja kertilt tiinetek miatt vizsgalatra CRC miatt, egyidejii prostata daganattal. Az

elébbi még reszekabilis volt, a prostata carcinoma, viszont kiterjedt paraaorticus nyirokcsomo
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metastasist adott, melynek kovetkeztében a beteg 9 honappal késébb elhunyt. Az édesapa

testvére mas intézetben keriilt elérehaladott végbéldaganat miatt rectum exstirpatiora.
3. Csalad

A proband 44 éves koraban endometrium, majd 56 évesen colon descendens
adenocarcinomaban szenvedett. Sziilei ekkor mar nem voltak ¢€letben, édesanyja 48 évesen
endometrium, édesapja 69 évesen gyomor daganat miatt halt meg (I.7. dbra). A nagysziilokrol
idevagd informacidval nem rendelkeztek. A csalad kis 1étszdma és a szegényes anamnézis
ellenére a jellegzetes, fiatal korban jelentkezd CRC és EC egyiittese LS lehetdségére hivta fel
a figyelmet. IHC soran MSH2 negativnak bizonyult a tumor szdvet és a mikroszatellita
vizsgalat MSI-H statuszt igazolt. A szekvenalds sordn az MSH2 13. exon 711. kodon
Arg—STOP valtozast sikeriilt igazolnunk. A patogén mutacidé a nemzetkodzi adatbazisokban
mar szerepelt, lengyel és koreai csaladokban keriilt leirasra. Az utobbiakban gyomorrakkal
egylitt eléfordulva mutattdk ki, amely az endometriumrdk helyett a mésodik leggyakoribb

daganat a CRC utan Koreaban (Kim 2001). A csalad 6sszesen 8 tagjanak DNS-¢ét sikertiilt
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1.7. abra. A 3. csaladfa
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megvizsgalnunk, tovabbi 3 személyben mutattunk ki mutaciot. Ellentétben a masodik
csaladdal itt a felvilagositds rendszeres ndgyogyaszati €s colonoscopos vizsgalatokhoz
vezetett, mely tobb adenomatosus polyp eltavolitdsa révén megakadalyozta a malignus

betegség kialakulésat.

4. Csalad

A 49 éves férfi flexura hepatica adenocarcinoma miatt keriilt miitétre. Csaladi anamnézise
azonnal felkeltette a figyelmet LS iranyban (1.8. abra). Két hugat 23 és 36 évesen veszitette el
endometrium carcinoma kovetkeztében. Edesanyjanak 49 évesen endometrium, édesapjanak
71 évesen végbélrakja volt. Az anyai agon fordult még elé 3 hugyuti daganat, endometrium,
¢s vastagbél daganat. Az IHC vizsgalat az MLH1 fest6désének a hidnyat mutatta ki, MSI-H
segitségével, mely az adatbazisok szerint (ij mutacionak bizonyult (INSIGHT). A delicio 1786
bp veszteséget okozott a 11. exon 301. kodonjaban kezdddve, 11. intronban végzddve
(0.28756-2.305429). A kereteltolasos mutacido a fehérje heterodimer képzésért (MLHI-

PMS1/2) felelds szakaszanak funkcidjat sziinteti meg.
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I.8. abra. A 4. csaladfa
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A nagy szamu csaladtag vizsgalataval, az anamnézis feltarasaval tipusos LS csalad kertilt
latétertinkbe, akikben azonban elsdsorban a LS asszocialt daganatok dominaltak. A genetikai
vizsgalatba itt sem sokan egyeztek bele, és a szlirésben, gondozasban vald egyiittmiikodés is

sajnalatosan alacsony foku volt.
5. Csalad

Az 57 éves férfi anaemia tiineteivel keriilt colonoscopiara, melynek soran a coecum
mucinosus adenocarcinomadja igazolddott. Kivizsgdlas soran CT a pancreasban is térfoglalast
irt le. Mindemellett a tadvolabbi anamnézisben ,,bdrkindvések eltavolitdsa szerepelt”. Sajat
vizsgalatunk idején az index személy nyakdn helyezkedett el borelvaltozas. Elokészités utani
miitét soran a coecum daganat miatt jobb oldali hemicolectomia tortént, de sajnos a pancreas
folyamat inoperabilisnak bizonyult. Figyelmiinket azonban mar felkeltette a tobbszords tumor
eléfordulas és biopsidt vettlink a hasnydlmirigy daganatbodl és a bérelvaltozas teljes egészében

eltavolitasra kertilt (1.9. abra). Az IHC vizsgalat negativ volt MLH1 fest6dés tekintetében, az

crer
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A csaladfa analizis az index személy édesanyjaban 49 évesen, lanyaban 25 évesen fedezett fel
CRC-t, édesapjaban 60 évesen, ndvérében 48 évesen deriilt fény gyomor tumorra, és
ugyancsak a névérében 54 éven endometrium daganatra. Az ismert mutdcid birtokéban
elvégeztiik a csaladtagok mutacids vizsgalatat is, 0sszesen 5 személy esetében. Koziiliik 4-ben
mutattuk ki a genetikai eltérést. Tovabbi 3 tumoros csaladtagok elhaldlozés miatt nem tudtunk

vizsgalni.

A tumoros halmozddas a csaladtagokban és a tobbszords bor tumor jelenléte az index
személyben vetette fel a Muir-Torre szindroma lehetdségét, melyet ma az LS szindroma egyik
variansanak tekintenek. Az elso leirasok 1967-bdl és 1968-bol szarmaznak (Muir 1967, Torre
1968). A betegség az LS egyéb megnyilvanulasaitol a faggyamirigyekben megjelend bor
tumorokkal kiilonithet6 el, melyre elsé alkalommal Lynch utalt 1981-ben (Lynch1981). Az
MTS eldfordulasi ardnya az LS-en beliil 1-10 % koriil mozog (Ponti 2006, Lynch 2006), és a
CRC megjelenését a borelvaltozasok idoben jelentésen megeldzhetik (60 % koriil).
Amennyiben a recidivaléo bér tumorok felhivtdk volna a vizsgéalatot korabban végzd orvos
figyelmét az 0Oroklodo jellegre, egy jol kivitelezett sziird programban vald részvétel
potencialisan megmenthette volna a beteg ¢életét. A hasnyalmirigy daganat HNPCC
asszocialta el6fordulasar6l kevés kozlés szerepel az irodalomban, MTS-ben pedig nem

talaltunk erre valo utalast.

A klinikai kép hatterében all6 MLH1 10. exon ¢.794 G—C cserével jard6 misszensz mutaciod
Arg—Pro helyettesitéssel jar. Mivel nem taldltunk erre utalast a vizsgalt adatbazisokban, a
mutaciot Uj patogén mutacioként tartjuk szamon. Hasonld pozicidban kialakult misszensz
mutacid kozlésére talaltunk adatot egy szlovak LS csalad leirdsdban (MLH1 ¢.793 C—A,
Arg—Ser) (Zavodna 2006). A 29 éves probandban colon ascendens daganat, csaladjaban
endometrium daganat, vastagbél polyp és malignus melanoma fordult eld. A szerzé a

mutaciét a csaladi kép alapjdn patogénnek gondolja. Szintén a 793 pozicioban C—T,
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Arg—Cys valtozast okoz6é mutdcidt irtak le egy cseh LS csaldd esetén, melyet szintén
patogénnek véltek (Plevova 2004). Ezt a patogén mutaciot 1999-ben mar madasok is

megerdsitették.

Erdekes és sokszor nem konnyen elddntheté kérdés, hogy egyes, vagy tobbszords mutaciok
el6fordulasa esetén melyik tekinthetd patogénnek. Az LS-rél boviilé informacié halmaz a
kérdés megoldasa helyett sokszor tovabbi kérdéseket vet fel, mint amilyen az epigenetikus
modifikaciok lehetdsége, példdul microRNS-ek altal (Valeri 2010, Hutchinson 2013). A
genetikai valtozds sem biztosan okoz kovetkezményes funkcidé valtozast, ha a fehérje
konformécioja nem valtozik meg alapvetéen. A kérdés megkdzelitésére az aminosav cserék
okozta funkciondlis valtozasokat vizsgdld szoftvereket hoztak Iétre kiilonbozo
munkacsoportok (Win 2014). A szamitasok figyelembe veszik az aminosav csere
enzimatikusan aktiv vagy ko6zOmbos régiokban vald lokalizaciojat, az 1j aminosav
tulajdonsagait, mely egyértelmiien megvaltoztathatja a fehérje funkcidjat. Harom kiilonb6zo
programot probaltunk ki az ) mutacid patogén jellegének eldontésére: ,artalmas™ (SIFT),
,»pathologias” (PMut) illetve ,,valoszintileg karos” (PolyPhen) véleményezést kaptunk. Azt
gondoljuk, hogy ezek az eredmények is megerésitik az Arg265Pro cserét okozd mutacio

patholégias voltat.
6. Csalad

A 39 éves ndbetegnél vérszékelés miatti kivizsgaldsa sordn sigma daganat igazolodott.
Csaladi anamnézisében halmozottan fordult elé daganatos megbetegedés, édesapja 53 évesen
CRC, majd 68 évesen metachron rectum tumor miitétén esett at (I.10. abra). Apai nagyanyja
43 évesen EC-ben halt meg. Anyai agon nagyanyja 64 évesen, nagynénje 70 évesen kozponti

idegrendszeri tumorban halt meg. Edesanyja mésik lednytestvére 62 évesen endometrium, egy
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tovabbi lednytestvér 66 évesen tiido carcinoma miatt keriilt kezelésre. A csaladi halmozddas

felderitése utan elkezdtiik az LS irany0 kivizsgalast.
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1.10. abra. A 6. csaladfa

A proband miitéte utan vizsgalt tumor szévet MSI-H-nak bizonyult, az MLHI1 és az MSH6
csaladtagok koziil 0sszesen 4 fot tudtunk megvizsgalni. Az index személy és édesapja
hordozta a genetikai elvaltozast. Az édesanya és a filgyermek normalis allél jelenlétét
mutatta. A tovabbi vizsgalatok objektiv akadalyokba iitkdztek az apai oldalon elhaldlozasok

miatt, az anyai 4g pedig nem hordozta a koros gént, igy nem is torekedtiink vizsgalatokra.

A 6. csaladban talalt 3.8 kb-s nagy delécié az MLHI1 gén 11. exonjanak teljes egészét érinti.
Az adatbazisokkal vald egyeztetés utan ez szintén Uj mutacionak mutatkozott (INSIGHT).
Tipusosan a deléciot szenvedett gén altal kodolt fehérje funkcidoképtelen és hamar lebomlik a
sejtben létrehozva az MMR kaszkadban a miikodésképtelenséget. Ennek a csaladnak is a
példaja felhivja a figyelmet arra, hogy a tobb forrdsbol szarmaz6 informacidt gondosan
értekelni kell, mieldtt felallitjuk az LS diagnoézisat. Bar nagyszdmu daganat fordult eld a
csaladban az anyai 4g nem hordozza az elvaltozast, igy a fokozott kockézat az ¢
leszdrmazottaikban nem valosziniisithetd, az ezzel jar6 pszichés terhet nem kell hordozniuk.

A boviilo ismeretek tudatadban azonban az sem kizarhato, hogy pl. az alacsony penetranciaju
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(onko)génekben felhalmoz6dd mutéciok hozzak létre a daganatok csaladi halmozodésat

(Wood 2007).
7. Csalad

A 47 éves férfi puffadas, széklethabitus valtozas miatt keriilt kivizsgéalasra, mely a harant
vastagb¢l mucinosus adenocarcinomajat igazolta. Kiterjesztett jobb hemicolectomiat
végeztiink. A csaladi anamnézis feltarasa soran jellegzetes LS csaladfat sikeriilt rogzitentink
(I.11. abra). A proband édesanyja 46 évesen gyomordaganatban szenvedett, majd 59 évesen
epeuti daganatba belehalt. Az édesanyja ndvére 41 éves kordban hunyt el, majattéteket okozo
vastagbél daganat miatt. Az édesapa testvére 68 évesen horgérakban halt meg. A beteg 38
éves huga bal oldali vastagbél és sigmabél szinkron daganata miatt keriilt ellatasra, 52 évesen
pedig petefészek tumor miatt Wertheim miitéten esett at. Az index személy egyik gyermeke

21 éves koraban endometrium carcinoma miatt conisatiora kerilt.
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I.11. abra A 7. csaladfa

Az index személy vastagbél tumoranak IHC vizsgalat MLH1 expresszio hianyt mutatott, az

MSH2 és az MSH6 pozitiv volt. A nagyfoku mikroszatelita instabilitds tovabb erdsitette az
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eddigi adatokat, ezért elvégeztilk az MLH1 gén szekvenalasat. A 2. exon 143. kodon A —C
tobbi tagjanak sziirését terveztiik, melyet vallasi okokra hivatkozva megtagadtak. A szoftveres
elorejelzést alkalmazva egy ,,egyértelmiien pathogén” (PMut) és két , feltehetdleg karos”
(SIFT, PolyPhen) véleményt kaptunk. Roviddel sajat vizsgalataink utan jelent meg Hardt és
munkatarsainak nagy dsszefoglald kozleménye a Német HNPCC Konzorcium nevében, mely
ezt a mutaciot, mint 0j és patogén elvaltozast emliti (Hardt 2011, Tanyi 2012). Az index
személy kovetése soran adenomatosus polipok eltavolitdsa tortént szovodménymentesen a

vastagbélbdl. Tobb csalddtag nem volt hajland6 a szlirésben, diagnosztikdban részt venni.
8. Csalad

A 44 éves ndbeteg intézetiinkben vald ellatasa eltt egy évvel kordbban mar bal oldali
hemicolectomidn esett at flexura lienalis tumor miatt mas intézetben. Az altalunk végzett
miitéte soran a hasfalra tord rectosigma daganatot észleltiink, a kismedencei hashartya apro6
gocos érintettségével. A folyamat lathatd tumor visszahagyasa nélkiil eltavolithato volt, ezért
Hartmann miitétet végeztiink. A beteg kemoterapidban részesiilt, tumormarkerei csdkkend
tendenciat mutattak. Egy évvel késébb a rekonstrukcid reményével 0jabb miitét tortént,
recidivat nem észleltiink, igy a bélfolytonossagot helyreallitottuk. A csaladi anamnézisben
tovabbi 4 vastagbél daganatos betegre, 1 bdr, 1 hematologiai és egy rosszindulati
majelvaltozasra deriilt fény (I.12. abra). Valamennyi CRC az anyai agon fordult el6 30,44, 50,
52 és 55 éves életkorban. Az Amsterdam kritériumok teljesiilése egyértelmiien LS irdnyaba
mutatott, igy kelld tajékoztatds és belelegyezés utan elkezdtiik a kivizsgalast. A proband
tumor szdvetébdl végzett immunhisztokémia az MSH2 jel6lédés hidnyat mutatta, az MLH1

¢s MSH6 pozitiv volt, mindemellett a tumor MSI-H-nak mutatkozott.
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1.12. abra. A 8. csaladfa

Az MSH2 gén valamennyi exonjanak szekvenaldsa soran a 6. exon két nukleotidjat érintd kis
deléciot talaltunk (delTC ¢.969-970 ) (Insight). Tovabbi 6 csaladtag célzott vizsgalata soran 4
személy bizonyult hordozonak. Az Gsszesen 5 delécidhordozd csaladtagbol 4-ben CRC
fordult eld. A proband anyai nagyanyja szintén vastagbélrakban szenvedett, de 6 vizsgalatunk
idején mar nem volt életben, igy a genetikai stdtusza nem ismert. Adataink ellendrzése soran
ezen eredményiink 0j mutdcionak bizonyult, mely kereteltolast okoz, ¢s egyértelmiien
patogénnek tekinthetd. A csaldd tagjai nagyon jol egylittmiitkodnek a szlirésben, kovetésben,

ujabb daganatot egyel6re nem észleltiink (Tanyi 2012).
A csaladfa vizsgalatok dsszefoglalasa:

Osszesen 14 patogén mutacié hordozé csaladot sikeriilt azonositanunk, akikben 12 kiilénbzd
géneltérést talaltunk. Hét mutacio az MLHI1 génben volt (2 delécio-egy esetben teljes 11.
exon-, egy ,,splice site error” és 4 misszensz mutacio), 5 az MSH2 gént érintette (1 delécio, 1
,»splice site error”, 3 nonszensz mutacio). A mutécio ,taldlati ardnya” eddigi vizsgalatainkban
magasabbnak mutatkozik, mint egyes nagy esetszamli munkak alapjan varhato lenne. Egy
6628 beteget feloleld vizsgalat soran az AC pozitiv betegek minddssze 3.1%-a bizonyult LS

szindromasnak, a sajat 4.4%-os talalati eredményiinkkel szemben. Azt gondoljuk, hogy ezt az
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eredményt az [HC és MS vizsgalat nagyobb aranyu elvégzése okozta, mig az USA-ban az MS

statuszt csak a szekvenalas eldtti [épésként alkalmazzak rutinszertien (Tanyi 2014).

Tanulsdgos maga a szdmtalan formaban megjelend tumor variacid. Valamennyi esetén fel kell
meriiljon a vizsgalé orvosban a kozos genetikai hattér lehetdsége, mely néhany rovid
kérdéssel tisztazhatd. Fontos a csalad hozzaallasanak, a csaladtagok egyiittmiikodésének a
megnyerése (sajat érdekiikben). Sokkal hatékonyabb a prospektiven elvégezett
csaladfakutatds, még a bent fekvés alatt, mint utdlag kérddivek segitségével (Tanyi 2004,

2006).
1.4. A betegek és mutacio hordozo csaladtagjaik gondozasba vétele, tanacsadas

A tipizalt mutacié hordozok esetében az észlelt mutaciora és az altaluk okozott tumorok
spektrumara lebontott részletes utmutatok keriiltek kidolgozasra eurdpai ¢és amerikai
szakértOcsoportok altal (Vasen 2013, Giardiello 2014). Legfontosabb megéallapitasaik kozott
is els6 a CRC colonoscopos sziirésének effektivitasa. Az 1-2 évente rendszeresen ismételt
tiikkrozések egy 2000-ben publikalt finn tanulmany szerint a mortalitast 65, a morbiditast 60%-
kal csokkentette, egy 15 éves megfigyelési periodus alatt, a nem sziirt populacidhoz képest.
(Jarvinen 2000). A gyomorrak, bar joval ritkabb a CRC-nél, szintén eredményesen sziirhet6 2-
3 évente végzett endoszkdpidval. Mindkét vizsgalatot rendszeresen felajanljuk az érintett
csaladtagoknak. A CRC esetében szamos vélemény a profilaktikus szubtotdlis vastagbél
reszekcid mellett foglal allast, de a jelentds életmindség romlast (gyakori hig székletiirités,
gyengiild kontinencia), feltétleniil szamitasba kell venni az életkor és az esetleg eleve
gyengébb sphincter funkcio fiiggvényében (Mecklin 2008). Sajat gyakorlatunkban is
kiterjesztett reszekciora toreksziink, de legaldbb a szigmabélig érdemes megtartani a distalis
colont, a jobb kontinencia érdekében. Az igy megkimélt, révidebb vastagbél konnyebben

ellendrizhetd.
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Az endometrium- és ovariumrak sziirése nem hozta meg a remélt eredményt, de a
profilaktikus miitéti beavatkozas lehetdségét ebben az esetben is javasolt felajanlani a 40 év
feletti, csaladtervezésen tallévé ndk szamara. Kifejezett a kockdzat MSH6 mutacid esetén.
Az 1-2 évente végzett vizelet-vér vizsgalat nem megterheld, hatdsfoka azonban alacsony,
ezért nem része az ajanlott vizsgalatoknak, ahogy a tobbi LS asszocialt tumort sem lehet még
eredményesen sziirni. Jelentds elérelépést tehetiink azonban az idevagd ismeretek
terjesztésével, valamint az egyes daganatok korai tiineteinek ismertetésével. Sokan nem értik
meg a ,,hordozo statusz” veszélyeit, sem sajat egészségiik, sem a tovabbadas szempontjabol.
Val6szintl, hogy inkabb a szlirdvizsgalatok kellemetlensége all elétérben, mintsem az altaluk
szerezhetO ,,egészségnyereség”. Tapasztalataink szerint a hazai lakossagban nem elsdsorban a
pszichés teher, hanem a betegség lényegének meg (nem) értése jatszik fontos szerepet.
Ugyanakkor az elsé néhany kisziirt daganat, polip bizonyitja a csalad szamara is a gondozas
elényét, ami hosszi tavon mindenképpen eldnyt jelent az egyiittmiikodésben. Az Egyesiilt
Allamokban a legnagyobb az irodalma a diagndzis jogi és etikai kovetkezményeinek.
Jelentések a vélemény kiilonbségek a felvilagositasi kotelezettség €s a maganélet szentsége
kozott. Sokan az egészségiigyi biztositasuk, vagy munkdjuk miatt aggddnak. Politikai
reagalasként mar torvény is sziiletett a genetikailag érintettek diszkrimindcidja ellen (Hudson

2008).

Nagy gondossaggal és alapos megfontolds utdn szabad fiatalokat vizsgalni. Hisz éves kor
alatt még igazolt HNPCC-s csaladban sem javasoljak a szlirdvizsgalatokat. A sziilokkel
tortént egyeztetés utan a hordozé statusz felmérhetd kiilonosebb megterhelés nékiil, de az
eredmény kozlésének lelki hatasaira gondolni kell. Javasolt azonban a csaldd index betegében
megjelent daganat felfedezési ideje eldtt elkezdeni a szlirést a hordozo, de még tiinetmentes

tobbi csaladtagban.



dc_1009 15

Fontos az ismeretanyag propagilasa az orvos kollégak felé is: idoben-térben elkiiloniild
rendeléseken lathatjdk ugyan annak a betegnek és/vagy csalddnak a bdr, endometrium,
gastrointestinalis (CRC, gyomor, vékonybél, pancreas) és idegrendszeri tumorat, amig valaki

Osszekapcsolja a halmozodas hatterében allo genetikai lancszemet.

A csaladi halmozodast mutato, de a jelenleg még nem tisztazott hatterd beteg csoportokra
is ki kell terjeszteni a szlirést, ill. annak lehetdségét fel kell ajanlani. Az adatbéazisokbol
kisziirt AC ¢és BG pozitiv, de THC és/vagy MSI negativ betegeket és csaladtagjaikat az
FCRCTX kategoraba sorolja a mai irodalom, és az atlagosnal magasabb riziko6ju betegeknek
kell tekinteni oket, ugyanigy mint az LLS és a ,,Constitutional MMR deficiency”

szindromakhoz tartozé betegeket.

MSI statuszt kivanatos lenne ismerni a genetikai hattér pontos azonositasatol fliggetleniil, a
sporadikus esetekben is. Az MSI-H daganatok ugyanis, az 5-FU alapt kezelésre masként
reagalnak, felesleges, s6t karos is lehet a ,klasszikus” kezelési sémék alkalmazasa.

Mindemellett a talélés esélyei jobbak, mint az MSS tumorok esetében (Boland 2010).
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I1. Sejtfelszini membran receptor mintazatok vizsgalata
CRC epithelialis sejtvonalon és betegekbdl szarmazo
limfocitakon

11.1-2. LS-174-T CRC sejtvonal plazma membrian mintazatianak
dinamikus vizsgalata IFN-y és [CAM-1 siRNS hatasara az MHCI és

ICAM-1 vonatkozasaban

Az immunrendszer megfeleld miikdodésének egyik alapvetd kovetelménye, hogy
kiilonbséget tudjon tenni sajat és idegen fehérjék kozott, valamint az antigént észleld és a
megfeleld immunvalaszt kivaltd receptorok miikodése dsszehangolt legyen. Szamos esetben a
receptor €s a specifikus ligandja kozotti kapesolat kis affinitdsu, igy a valasz kivaltasahoz a
fehérjéknek elegendden nagy szdmban és koncentraltan kell jelen lenniiik a sejtfelszin egy
kitlintett teriiletén. Ugyanakkor, a jelatviteli kaszkadokban résztvevd kiilonbozo proteineknek
is egymas fizikai kozelségében kell lenni (Damjanovich 2002, Vamosi 2005). Korabban
bizonyos T és B lymphoma sejtvonalak (JY human limfoblaszt, HUT 102 B2 human T
limfoma) (Matk6 1994), valamint uvedlis melanoma (Bene 2004) membranjaban
egyértelmiien kimutatasra keriilt az MHCI ¢s ICAM-1 molekulak szoros, rendezett
terliletein, a GM1 gangliozid és magas koleszterin tartalommal jellemezhetd lipid tutajban

volt megfigyelhetd.

Az LS-174-T hamsejtek vizsgalata soran elsddleges célunk az volt, hogy kimutassuk van-e
jellemzd receptor asszociacid, valamint a mintdzat reagal-e citokin hatdsra. Az LS-174
sejteken hasonld mintdzatot talaltunk, mint amely korabban limfoid sejteken leirasra kertilt.

Mindkét receptor a GM1 ganglioziddal jellemezhetd lipid tutajban helyezkedett el, az MHCI
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molekuldk nagyfoki homoasszociaciot mutatva. A 48 oras IFN-y kezelés egyértelmd,
reprodukalhato valtozasokat okozott, kozel kétszeresére novelte az MHCI és tizszeresére az
ICAM-1 receptor szamot (II.1. abra). A negativ kontrollként hasznalt transzferrin receptor,
mely mas tipusi membran teriileten (,,coated pit”) helyezkedik el és nem asszocialodik egyik
altalunk vizsgalt receptorral sem, szamaranya szignifikansan nem valtozott. Az energia
transzfer mérések eredményét intermolekuléris tavolsag mérésre konvertalva, a sorozatos

triangulatio médszerét alkalmazva (Szentesi 2004), azt tudtuk megallapitani, hogy IFN-y
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¢s az MHCI molekulak heteroasszociocioja nott az ICAM-1-hez. Bar a molekularis
atrendezddés bioldgiai jelentdsége nem ismeretes, korabbi mérések alapjan egyértelmii, hogy
mindkét altalunk vizsgélt molekula oligomereket képez kiilonbozd tumoros limfocitak
felszinén. Az MHCI nehéz és konnyii lanca kozott végzett energia transzfer mérésekkel az is
kimutathat6 volt, hogy a molekuldk polarizaltan, egy meghatarozott iranyban dallnak
egymashoz képest. Nem észleltiink valtozast a kontrollként hasznalt transzferrin receptorok

abszolut szaméban és az eldbbi 2 receptorhoz valé tavolsdgaban. Az IFN-y kezelés nem csak
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a receptorok szamossagat ¢s egymashoz vald viszonyat, hanem az dket befogadd lipid raft
méretét is megvaltoztatta. Ez utdbbira a koleratoxin-GM1-gangliozid energia transzfer
mérésekbdl lehetett kovetkeztetni. A  tavoli, ,coated pitben” elhelyezked6 TrfR
homoasszociacid tovabbra is nagyfoku volt (azaz az energia transzfer értékek tovabbra is
magasak voltak a TrfR-ok kozott) és nem csokkent a tavolsag a GM1 ganglioside-dal
jellemzett rafthoz. Az LS-174-T sejtek mérete, alakja és proliferacios rataja a vizsgalat id6
periodusa alatt valtozatlannak mutatkozott. A két receptor kolokalizaciojat megerdsitettiik
konvencionalis fluoreszcens mikroszkoépos ¢és CLSM vizsgélatokkal is. Ennek a
vizsgalatsornak az Gsszefoglalasa a I1.2 abran lathatd vazlatosan: bar az MHCI receptor szdm
kozel kétszeresére no, az ICAM-1 kozbeékelédése miatt az MHCI homoasszociacid foka

csOkken IFN-y stimulacié utan (Bacs6 2002).

I1.2. abra. IFNy hatasa LS-
174-T sejtek plazma

membranjanak receptor

konfiguraciéjara. Az MHCI

Control szamossag jelentdsen nd, de a

.....

az ICAM1 kozbeékelddése
miatt (Bacs6 2002).

INF-y-treated

Az IFNy hatasara kialakult receptor mintazat valtozast az LS-174-T sejtre gyakorolt
komplex hatdsok egyikének is tulajdonithatjuk, de az is feltételezhetd, hogy a két receptor
nem random szerlien, pl. a receptorszdm ndvekedése miatt keriilt egymas molekularis

kozelségébe. A kérdés tovabbi vizsgalataira RNS interferencia vizsgalatokat alkalmaztunk.
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Az ICAM-1 mRNS transzlacidjat gatlé siRNS 8142 és 8233-t alkalmazva azt észleltiik, hogy
a plazma membranban jelentdsen lecsokkent ICAM-1 jelenlét mellett az MHCI
homosszociaci6 foka ismét megnétt, azaz ,visszarendez6dott” a IFN-y kezelés el6tti
helyzetbe. A megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az ICAM-1 iranyitott médon is
keriilhet az MHCI molekuldk kozelségébe. A két gatlo RNS koziil az siRNS 8233 expressziot
csokkentd hatasa erdteljesebbnek bizonyult. A kivaltott jelenség specificitasat az irrelevans
GFP siRNS hatastalansdga ¢és a TrfR (ebben a kisérletben is irrelevans, tavoli molekula)
szamossaganak (I1.3. abra). és térbeli eloszlasanak (I1.4. abra) valtozatlansaga is erdsitette. Az
IFNy és az siRNS fokozatos kombinalt alkalmazasaval kozel linearis ICAM-1 expresszio
novekedést sikerlilt kivaltanunk. A receptor membranban valé reprezentaciojanak

novekedésével parhuzamosan lehetett kivaltani az MHCI molekuldk koz¢é torténd

,,beékelodését”, ami egy dinamikusan
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I1.3. abra. Az ICAM-1 siRNS hatasa az LS-174-T sejtekre. Két kiilonb6z6 siRNS-sel
transzfektaltuk a sejteket, a GFP siRNS negativ kontrollként szolgalt. A receptor expressziot
aramlasi citometriaval hataroztuk meg, IFN-y kezelés elott és utan. A referencia alapnak a
GFP siRNS-sel kezelt sejtek ICAM-1 expresszidjat vettiik.

szabalyozott folyamatra és nem véletlenszer(i torténésre utal (Nagy 2006). Az ICAM-1 tumor

metasztazis képzésben betdltott szerepérdl egyre tobb informacié halmozddik fel. Szerepet
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tulajdonitanak az ér- és nyirokér felszinén elhelyezkedd molekuldknak a kissejtes tiidorak és
emlérak metasztazisainak kialakulasaban (Finzel 2004, Kawai 2009), valamint CRC és
pancreas tumor sejtek mesotheliumon valé megtapadasaban (Ksiazek 2010). Kinai szerzok az
ICAM-1 polimorfizmus és a gyomorrak rizik6ja €s progndzisa kozott talaltak Osszefliggést
(Tian 2012). A kiilonboz6 citokinek célzott terapidban jatszott hatdsmoddositd, adjuvans
szerepe szintén jelentds irodalommal rendelkezik (Waldmann 2007, Steel 2012).
Vizsgalataink egyértelmiien arra hivjak fel a figyelmet, hogy nem csak egyes receptorok
jelenléte, vagy hidnya lehet fontos ezen terapias modozatok hatékonysagaban, hanem a
kaszkadban résztvevé molekuldk egymdshoz vald térbeli viszonya, orienticidja is. A
citokinek klinikai alkalmazédsa esetén valdszinlileg azok tOobblépesds, esetenként sok

tamadéspontu szerepét is kell figyelembe venni.

MHC-I he

GFP siRNA

MHC-I hc

ICAM-1 siRNA-1

MHC-I hc

non-transfected ICAM-1 siRNA-2

MHC-I hc

non-transfected
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I1.4. abra. IFNy-val kezelt LS-174-T sejtek vizsgalata konfokalis mikroszkoppal. A két
receptor egylittallasat a narancs szini foltok jelzik (1. sor). Mindkét siRNS gétolta az ICAM-1

rrrrrr

piros teriiletek, 2., 3. sor). Pozitiv kontrollként az MHCI nehéz lanca és a B2 mikroglobulin
egylittesét vizsgaltuk (teljes atfedés, narancs szinben tiinik fel, 4. sor). Negativ kontroll a TrfR
¢s az MHCI nehéz lanc egyideju jelolése (jol elkiilonithetd piros €s zold jelolodés, 5. sor)
(Nagy 2006).

11.3-4. CD4+ T limfocitak plazma membran mintazatanak
osszehasonlito vizsgalata colon tumorban és IBD-ben szenvedo

betegekben

A CD4+ limfocitaknak koézponti szerepiik van az adaptiv immunvalaszban, hiszen
ezek a sejtek segitik a citotoxikus T sejtek és az antitestek altal medialt valaszt is.
Sziikségesek az immuntolerancia fenntartdsaban és a sajat szervezet szamara karos reakciok
gatlasdban is. Kiemelt szerepiiket mi sem bizonyitja jobban, mint a HIV virus hatisara
kialakulé sulyos deplécidjuk, mely opportunista fertézésekhez ¢és gyakoribb daganat
kialakuldshoz vezet. A korabbi felfogas szerint két {6 tipusra oszlott a CD4+ sejtek csaladja,
az IFN-y termeld Thl, intracellularis patogének ellen hatdo és a Th2, IL-4 termeld,
extracellularis parazitak ellen aktivalodo sejtekre. A kozelmultban deriilt fény arra, hogy a
mely szdmos specifikus patogén ellen aktivalodik és a regulatérikus (Treg) sejtek irdnyédban,
melyek az immuntoleranciat szolgaljak, a follikularis helper sejtek (Try) pedig a B sejtek
antitest termelését iranyitjdk. Az Gssejt jellegli sejtek szinte barmely effektor, memoria és
regulatorikus iranyban tudnak differencidlodni. Szamos alcsoport azonban megtart bizonyos
foku ,,rugalmassdgot”, mely lehetévé teszi, hogy Ujabb antigén stimulus hatasara tovabbi,

vagy mas fajta citokineket termeld sejtekké alakuljanak at (Geginat 2014).
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A helper T limfocitak a tapcsatorndban vannak kitéve a legnagyobb antigén kindlatnak, annak
ellenére, hogy az emésztérendszer minden szakasza specialis mechanikus barierrel van
ellatva. Szamos bizonyiték szo6l amellett, hogy a téves immunfelismerés és reakcid Szerepet
jatszik az olyan gyulladasos betegségek kialakuldsdban, mint a colitis ulcerosa és a Crohn
betegség (Maynard 2009). A hibds immunfelismerés lehetésége fennall akkor is, amikor
viszont az immunrendszer nem képes felismerni a megvaltozott sajat sejteket, mint pl. a
colonban kialakulé daganat esetében. A plazma membran mikrodomén szervezddésérdl
szarmazo adatok elsOsorban sejtvonalakon tortént mérések eredményei. Vizsgalataink
kozéppontjaban az allt, hogy ki tudunk-e mutatni konzisztens kiilonbségeket az altalunk
korabban is vizsgalt raftok mintdzataban a colonban zajl6é tumoros és gyulladasos folyamatok
hatasara, betegekbdl szarmazé CD4+ helper sejteken. Méréseink soran az MHCI és MHCII
alegységeit, az IL-2a és IL-15a elegységeket és az ICAM1 molekuldk egymashoz viszonyitott

topografiajat néztik.

Tumoros esetekben méréseinket jobb hemicolectomian atesett betegek drenald
nyirokcsomdjabol és ugyanazon beteg periférids vérébdl izolalt sejteken végeztiik.
Kontrollként 6nkéntesektdl szarmazd periféras vért hasznaltunk. Aramlasi citometriaval
elészor az abszolut receptorszamokat hataroztuk meg. A betegek periférids vérmintai nem
mutattak jelentds eltérést a kontrollhoz képest. Ezzel ellentétében a tumor drenald
nyirokcsomok CD4+ sejtjein az MHCI, az ICAM1 és az IL-15Ra 40-50%-0s, az MHCII és az
IL-2Ra 28-35%-0s csokkenést mutatott (I1.5. abra). A statisztikai szignifikancia minimum
szintjét messze meghaladd cs6kkenés minden vizsgalt proteint érintett. A jelenség Gnmagéaban
is felveti a lokalis ,,immunparalizis” lehetdségét, hiszen a T sejtek aktivacioja IL-2Ra
alegység szdmbeli novekedésével és a nagyaffinitast afyy receptor komplexum kialakuldsaval

jarna, az MHCII pedig az antigén prezentacidban nélkiilozhetetlen.



Konfokalis mikroszkopos vizsgalataink az abszolut receptorszam csokkenés mellett azt
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mutattak, hogy a receptorok tovabbra is a jellemzd lipid tutajban helyezkednek el
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IL5. abra. CD4+ sejtek receptor expressziéja. A megadott szamértékeket 10°-nal
szorozva kozelitdleg az abszolut receptorszdmot kapjuk meg, a zardjelben levé szdmok a
fiiggetelen mérések szadmat jelentik. A csillaggal jelezett értékek szignifikdnsan
kiilonboznek a kontrolltdl (p<0.05).
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I1.6.A és B abra. CRC betegek nyirokcsomojabol és periférias vérébdl szairmazo
limfocitak konfokalis mikroszkopos vizsgalata. A jobb sz¢élsd oszlopban lathatok az egy
mikrodoménben elhelyezkedd receptorok jelolésébdl szarmazo kevert szinek.

(I.6.A és B abra). A paronkénti aramlasi citometrias energiatranszfer mérések tavolsag
valtozasra konvertalt eredményei, azonban jelentés molekularis atrendezédést igazoltak.
Ezek a valtozasok lényegileg a raftnak a kontrollhoz viszonyitott fellazulasat mutattik, a
receptor slirliség csokkenés alapjan kalkulalt értékhez képest joval nagyobb mértékben. Ezt a
feltételezést a FRET mérések akceptorszamra korrigalt eredményei is igazoltak (Bene 2007).
Az aramlasi citometrias energiatranszfer méréseink arra is utaltak, hogy a receptorszdm
csokkenés mellett az egyes molekulak rafton beliili elhelyezkedése mutat igazan jelentds
kiilonbséget a periférian talalhat6 limfocitdkhoz képest (I1.7. abra). A 11.7. B, D, F, H dbrakon
mind az atlagos fluoreszcencia intenzitds, mind az akceptor jelenlétében mért intenzitds
csOkkenés kisebb mértékil, mint a kontroll esetén, ami a vizsgalt molekuldk kisebb szaméra és

egymashoz viszonyitott nagyobb tavolsdgara utal. Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést
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vontuk le, hogy a tumor kozvetlen kornyezetében cirkulald limfocitak receptor mintazata
megvaltozik a periférids és az egészséges egyedekbdl szarmazd sejteken kimutathatohoz
képest. Az altalunk megfigyelt jelenség biologiai jelentdsége még nem ismert, de
elképzelhetd, hogy az egymas mellé¢ rendelt molekuldk befolyassal vannak az asszocialodott

receptor funkcidjara. Ramalingam és mtsai 1997-ben az MHCI és az inzulin receptor
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I1.7. abra. Receptor paronkénti FRET hisztogrammok periférias vérbol (Control) és
tumor drenalé nyirokcsomokboél (DLN) szarmazé CD4+ limfocitakon. A halvany vonal
az akceptor jelenléte nélkiili fluoreszcencia intezitast (Cy3), a vastag vonal az akceptor (Cy5)
jelenlétében végzett vizsgalat eredményét mutatja. A, B: pozitiv kontrol a 2 mikroglobulin és
az MHCI nehéz lanc k6zotti FRET mérés, C, D: MHCII és MHCI nehéz lanc k6zotti FRET
mérés, E, F: IL-2a és MHCI nehéz lanc k6zo6tti FRET mérés, G, H: ICAM-1 és MHCI nehéz
lanc kozotti FRET mérés eredménye. A vastagabb vonal altal jelzett gérbék balra tolodasa
kisebb transzfer hatasfokot, azaz nagyobb tavolsagot jelent a molekula parok kozott.



dc_1009 15

kolcsonhatasara mutattak ra B-sejtes limfoma vonalakon. Az IR mesterséges lipid
membranban is az MHCI mellé asszocialodik, az asszocidcid €16 sejtmembranban is
megtorténik. Az MHCI - IR ardny novekedésével 1:1-tdl 1:20-ig n6 az inzulin receptor ligand
iranti affinitasa, az IR autofoszforilacioja és az MHCI molekula foszforilacidja, valamint a
foszfoinozitol 3-kinaz aktivitasa. Az IR altal mutatott funkcidvaltozasokat a szerzok

egyértelmiien az MHCI-gyel tortént asszociacioval kapcsoljak 6ssze.

A tumoros betegekbdl szarmazé limfocita mintak utan kivancsiak voltunk, hogy a
Crohn betegség 0koz-e receptor mintazat valtozasokat a CD4+ limfocitak felszinén
(Damjanovich 2012). A tumoros mintakhoz valé hasonlitas relevanciajat a betegség
immunologiai hattere szolgéltatta, melyet szdmos korabbi eredmény tamaszt ald. Bar a
betegséget kivaltd specifikus antigén-antiest kolcsonhatds még nincs azonositva, az
eredmények itt is a helper T limfocitdk megvaltozott szerepére utalnak. Az el6zdekben
vizsgalt receptor panelt (MHCI P2-mikroglobulin/nehéz lanc, ICAM-1, IL-2/15R a, vy
alegységek) kibdvitettiik a CD44s hyaluronsav receptor és CD59 komplement inhibitor
molekulakkal. A két utobbi molekula szintén igazoltan fontos szereppel bir a sejt-sejt
kolcsonhatdsokba, a homingban és a sejthaldl folyamatdban, emellett mindketté alkotdja az
MHCI koré szervezddd raft protein mintdzatnak. Kontrollként nem tumoros egyedekbdl
szarmaz6 nyirokcsomokat hasznaltunk, akikben jelentds gyulladasos paraméter emelkedés

sem volt kimutathato.

Az abszolut receptor szamok mérése soran az MHCI alegységek tekintetében kozel
50%-o0s csokkenést észleltiink, mig az IL-2/15R a alegységek 50-70%, a kozos y-lanc 130%
emelkedést mutatott a nyirokcsomokbol szarmazé CD4+ limfocitdkon. A CD44 és a CD59
molekuldk molekuldk szdma emelkedett a legjelentdsebben, mintegy kétszeresére a
kontrollhoz képest. A GM1 gangliozid jelenléte is szignifikansa nétt utalva a raft méretének

novekedésére. A Trf szdma kozel valtozatlan maradt. A paronként intermolekularis FRET
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mérések eredményei a Crohn betegség esetén is jelentds atrendezddést mutatottak a rafton
belil. Az MHCI molekuldk homoasszociacidjanak csokkenését az ICAM-1 hasonlo
tavolodasa kisérte az MHCI-t6l. Az IL-2Ro, az IL-15Ra, a CD44 és CD59 molekulak
ugyanakkor az MHCI-hez valo6 kozeledést mutattak (I1.8. abra) . A rafton kiviil elhelyezkedd

Trf helyzetében nem talaltunk valtozast (negativ kontroll).
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I1. 8.abra. Jellemz6 paronkénti FRET hisztogrammok Crohn betegekbdl és egészséges
kontrollokb6l szarmazé nyirokcsomé CD4+ limfocitikon. A: pozitiv kontroll (MHCI
nehéz lanc €s B-2 mikroglobulin kozotti mérés). B: negativ kontroll (MHCI és Trf receptor).
C,D: az MHCI-MHCI ¢s az MHCI-ICAM-1 gorbék balra tolodnak. A csokkend transzfer
hatasfok tavolodasra utal. E,F,G,H: A gorbék jobbra toldodasa az IL-2Ra, IL-15Ra, CD44 és
CD59 esetén magasabb energia transzfer hatasfokot, azaz a molekuldk MHCI-hez vald
kozeledését jelzi.
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A nagyszami mérés eredményeibdl kétdimenzids abrat készitettiink, figyelembe véve a

receptorok abszolut szamat és a molekuldk egymashoz viszonyitott tdvolsagat (I1.9. abra).
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I1.9. abra. A paronkénti receptor tavolsag mérés és az abszolut receptorszamok vazlatos
abrazolasa Crohn betegekbdl és kontroll nyirokcsomokbol szarmazéo CD4+
limfocitakon. A jelek aranyosak a receptorszammal, az MHCI molekula azonban a nagy
szamossaga miatt  sziikségszerlien alulreprezentdlt. A  hangsuly paronkénti a
tavolsagmérésekbdl szarmaztatott térbeli elhelyezkedés bemutatasan van.
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A tumoros ¢és Crohn betegekbdl szarmazo CD4+ limfocitak vizsgalati
eredményeit Osszehasonlitva a kovetkezd megallapitasokat tettiikk. A receptor paronként
végzett FRET mérési technika alkalmas a lipid rafton belilli finom molekularis
atrendezddések kimutatasara. A két vizsgalt csoportban hasonlésag volt az MHCI és az
ICAM-1 szamossagéanak jelentds csokkenése, a két molekula eltdvolodasa egymastol és a raft
fellazulédsa. Ellentétes valtozast mutatott az IL-2/15R a alegységek, CD44 és CD59 molekulak
szambeli reprezentdcidja, jelentds csokkenést mutatva tumoros mintdkon, mig Crohn-0s
sejteken ezen receptorok szama szignifikdnsan nétt. Ugyanezen molekuldk elrendez6désében
is ellentétes tendenciat tudtunk kimutatni a két csoport kozott, mig a tumoros sejteken
csokkent az asszociacio az MHCI-gyel (,,Jazabb” receptor konfiguracio), addig a Crohn-0S

sejteken egyértelmii kozeledést észleltiink az MHCI iranyéaban.

A FRET vizsgélatok nagy felbontasa mellett kiemelendd a kifejezett koltség és
munkaigénye, ezért nem valdszinii, hogy jelen formajaban rutin vizsgalé eljarassa valhatna. A
»micropatterning” (Sunzenauer 2013), a ,,nanoscale” vizsgalatokkal (de Bakker 2007)
azonban szamos munkacsoport foglalkozik. Kiilonb6zé utakon probéljak elérni azt, hogy a
molekularis mintdzatrol képet alkothassunk, funkciondlis jelentdségiikrél informacidval

rendelkezziink és a molekuléris folyamatokba beavatkozhassunk.
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I1.5. Intraoperativ szovetanalizis gyors ionizalo vaporaciot felhasznalo
tomegspektrometria modszerével

Biologiai szovetek tomegspektrometrids analizise tobb évtizede intenziv kutatds targya. A
gyors vaporizaciét felhasznald ionizacids tomegspektrometria (REIMS) egy olyan fejlesztés
alatt all6 technika, mely alkalmasnak latszik arra, hogy kozel valds idejli molekularis
felbontasu ,,szOvetanalizist” tegyen lehetévé. A moddszer intraoperativ alkalmazasahoz az
elektromos kés hasznalata kozben keletkezo ,,filist” elvezetése sziikséges. A flistben jelenlévo
ionizalt molekuldk (9 kiilonbozo lipid, elsésorban foszfolipidek) analizise teszi lehetévé a
szOveti azonositast. Az eldvizsgalatok soran egy olyan adatbazis keriilt felvételre mely 1624
daganatos, 1231 egészséges és 78 gyulladdsos szovetminta spektrumat tartalmazta. Ezen
vizsgalatok azt mutattdk, hogy inkdbb az alkotérészek aranya jellemzd az egyes szoveti

tipusra, nem pedig egy specifikus molekula.

Az adatbazisra alapozva végeztiink méréseket 156 vastagbélrdkos, adenomads, és IBD-S
betegben, mérést végezve a makroszkoposan ép teriileteken is. Tovabbi 16 CRC m4j
metasztazist és 21 ,,egészséges” maj mintat analizaltunk. A daganatos esetekben 5.8-6.8%
volt a tévesen negativnak itélt tumor, metasztazis esetében minden mérés a valos statusznak
megfeleld volt. Tizenegy IBD-s beteg 20 spektruma és 7 adenoma 34 spektruma esetén nem
volt téves eredmény. Nem volt kiillonbség az in vivo és az ex vivo felvett spektrumok kozott.
A nem vastagbél eredetli szoveti analiziseket is figyelembe véve, a 81 betegbdl felvett 864
spektrum eredményeit elemezve a modszer szenzitivitasa 97.7%, a specificitasa 96.5%-nak

bizonyult. A fals pozitiv arany 3.5%, a fals negativ arany 2.3 % volt.

Primer m4j ¢és tiidé tumorok esetében azonban kissé csokkent a specificitas 95%-ra, a fals

pozitiv arany pedig 6 és 8% lett. A jovobeli alkalmazhatdsagot potencidlisan novelheti az a
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megfigyelés, hogy nem csak a szdvettani tipussal, hanem a valtozo citologiai gradussal is
eltéré spektrum vehetd fel. A modszer taldltai pontossagadt mindenképpen befolydsolja a
koliinb6z6 szovettani tipusu betegségekrol felvett adatbazis, mely viszonyitasi alapja lehet az

aktualis mérésnek.

Electrosurgical

unit Air jet pump \=—

\ ( —

Electrode on the
end of the handpiece
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Atmospheric
interface

I1.5.1 abra A REIMS intraoperativ miikodésének modellje. Az elektromos kés hatdsara
keletkezo fiistot tefloncsovon a tomegspektrométerhez vezetjiik. A minta beérkezésétol
szamitva mintegy 0.5 sec-on beliil a mérés lezajlik. (Balog J. 2013)

Hasonlo kovetkeztetésekre jutottak tobbek kozott Eberlin €s munkatarsai (Eberlin 2014),
deszorpcios elektrospay ionizacids tomegsepktrometria alkalmazasa soran, agy tumorok 1ill.,
gyomor tumorok esetében. A vizsgéalat nem kivan eldkészitést, gyorsabb mint a fagyasztott

szoveti vizsgalat és az értékelés nem mulik a vizsgalo szubjektiv véleményén.
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Osszefoglalas

I. HNPCC/LS betegek vizsgalata
A Debreceni Egyetem Sebészeti Klinikajan ellatott CRC betegekbdl 1étrehoztunk egy
adatbazist, melyet elsd 1épésben 1997-2010 kozott retrospektiven, kérddivek segitségével

vizsgaltunk.

Bevezettiik a prospektiv lekérdezést 2010-t0l, valamint az anamnézis (Amsterdam, Bethesda
kérddivek) alapjan gyanithatéan pozitiv betegek anyagdn immunhisztokémiai ¢és

mikroszatellita vizsgalatokat végeztiink.

Az THC és MS vizsgalatok révén kisziirt betegeket genetikai vizsgalatoknak vetettiik ald. A
mutaciokeresés soran 16 hordoz6 csaladot sikeriilt felderiteniink, akik 6sszesen 12 kiilonbdzo
pathogén mutacidt hordoztak. A 5 ujonnan feltart mutaciobol 1 misszensz, 3 keret eltolasos és

1 nonszensz mutacid volt, valamint szdmos mar leirt polimorfizmust is kimutattunk.

Az egyiittmiik6dd csaladtagokat gondozasba vettiik. Ennek kdszonhetden vastagbél polipok
kertiltek eltavolitasra, még a malignus novekedési fazis eldtt. A genetikai eltérést nem mutato,
de anamnesztikus adatok alapjan nagy rizikdji betegeknek és csaladtagjaiknak is

folyamatosan felajanljuk a kovetés lehetdségét €s az altala nyujotta eldnyoket.

1. CRC sejtvonal epithel sejtjeinek és CRC betegek limfocitainak plazma
membran vizsgalata

Kisérletes munkdink soran CRC sejtvonal (LS-174-T) és betegekbdl szarmazd CD4+ helper

crcr

vizsgaltuk az MHCI, MHCII, ICAM-1, IL-2/15 a-, y-alegységek, CD44s, CD59

vonatkozasaban.
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Kimutattuk, hogy konzisztens receptor mintadzatok talalhatok a vizsgalt sejtek felszinén. Az
LS-174-T sejtek esetében IFN-y hatasara az MHCI és ICAM-1 relacidjaban dinamikus

atrendez6dés megy végbe, mely ICAM-1 siRNS-sel kvantitative befolyasolhato.

Mind a CRC-s, mind a Crohn betegek drenald nyirokcsomoibol szarmazé CD4+ limfocitak
mutattak receptor szambeli és mintdzatbeli kiilonbségeket a kontroll periférds vér CD4+
sejtjeihez képest, a nanométeres és a mikrométeres tartomanyban is (nano- és mesoscale). Az
eredmények elsOsorban arra mutatnak, hogy célzott molekularis therdpia esetén nem
feltétleniil elegendd a ,target” molekula megcélzasa, de a molekularis kdrnyezet figyelembe

vétele ugyszintén fontos lehet.

A REIMS technikaval végzett méréseink eredményei igéretesek a kozeljovoben kifejlesztendd
szOvetanalizald eszkoz tekintetében. A mérés gyors €s pontosnak mutatkozik. A sejtek lipid
Osszetvoinek tomegspektrometrias analizise lehetdvé teheti az intraoperativ diagnosztika
fejlodését és a fagyasztott metszet szOvettani vizsgdlata mellett tovabbi segitség lehet a

daganatok tipusanak ¢és dignitdsanak eldontésében.
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Koszonetnyilvanitas

Altalanos orvoskari diplomam megszerzése Ota az a szerencsés helyzet kisért, hogy olyan
munkahelyeken dolgozhattam ahol a daganatkutatas, a diagnosztika és késébb a daganatos
betegek ellatasa kiemelkedd szerepet jatszott. Ez a nagyon kiterjedt és izgalmas teriilet engem
is magaval ragadott €s a mai napig is személyes kihivasnak tekintem, ha egy daganatos beteg
gyogyulasa reményében hozzam fordul segitségért. Palyam elején 1984-ben, fiatal
patologusként Gomba Szabolcs Professzor Intézetében kezdtem dolgozni, majd, a
philadelphiai Wistar Intézetben, Prof. Dr. Clayton A. Buck laboratoriumaban kaptam 3 éves
Osztondijat. FO6 témank az integrin kutatas volt. Legtobbet fonokomnek és Dr. Steven
Albeldanak kdszonhetek.

Hazatérve, 1992-ben a klinikum felé fordultam Balazs Gyorgy Professzor Sebészeti
Klinikajan. Téle kaptam lehetdséget, hogy az Erlangeni Egyetem Sebészeti Klinik4jan is
tanuljak onkologiai sebészetet Prof. Dr. W. Hohenbergert6l. Mindemellett probaltam az
elméleti intézetekben adodo lehetdségeket (Debreceni Egyetem Biofizikai Intézet, Orszagos
Onkologiai Intézet) kihasznalni és a kutatdsi tevékenységemet is folytatni. Edesapamnak,
Prof. Dr. Damjanovich Sandornak koszonhetek ezen a téren a legtobbet. EKkor is a daganat
progresszid soran kimutathatd eltérések vizsgalata volt a f6 cél. Tumorsejtek és limfocitak
sejtmembran receptor klasztereit vizsgaltuk, els6sorban Dr. Bene Laszlé segitségével.

A klinikum feldl kozelitve szamunkra j teriileten is elkezdtiink dolgozni és az 6roklodo
vastagbél daganatok egyik formajat, a HNPCC-t kezdtiik el tanulmanyozni Dr. Tanyi Miklos
kollegammal, az Orszagos Onkoldgiai Intézet Molekularis Genetikai Laboratériumanak-Dr.
Csuka Orsolya, Dr. Olasz Judit - majd késébb a Debreceni Egyetem Patholdgiai és
Laboratoriumi Medicina Intézeteinek- Dr. Antal-Szalmas Péter, Prof. Dr. Kapplemayer
Janos- hathatos segitségével.

Az értekezésben nem targyalt klinikai onkologiai munkank soran emlé és gyomor daganatok

crer

lehet kihat4sa. Ezen a teriileten Dr. Toth Dezsével miikddtiink egyiitt a legtobbet.

Halasan koszonom valamennyi tanirom, mentorom ¢és tarsszerz6 munkatarsam
segitségét.
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