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Roviditések jegyzéke

5-FU: 5-Fluorouracil

A: Adenin

AC: Amszterdam Kritériumok

AFAP: Attenualt FAP

APC: Adenomatous polyposis coli

BG: Bethesda guidelines

C: Cytosin

c: codon

CIMP: Cytosin island methylation phenotype
CLSM: Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop
CRC: Colorectalis carcinoma

DAB: Diaminobenzidin

DLN: Draining lymph node

EPCAM: Epithelial cell adhesion molecule
FAP: Familiaris adenomatdzus polipdzis

FCET: Aramlasi citometrias energiatranszfer
FCRCTX: Familial colorectal carcinoma type X
FITC: Fluoreszcein izotiocyanat

FJP: Familiaris juvenilis polip6zis

FRET: Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
G: Guanin

HDA: Heteroduplex analysis

HNPCC: Hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma
HPS: Hyperplastic polyposis syndrome

IBD: Gyulladasos bélbetegség
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ICG-HNPCC: International collaborative group on HNPCC
IDL: Inszercid, delécid (mutacio)

IFN-y: Interferon gamma

IGF-II R: Insulin-like growth factor Il receptor

IR: Inzulin receptor

LS: Lynch syndrome

LLS: Lynch-like syndrome

MAP: MYH Associated polyposis

MLPA: Multiplex ligation dependent probe amplification
MLH: MutL homolog

MMR: Mismatch repair

MS: Mikroszatellita

MSH: MutS homolog

MSI: Mikroszatellita instabilitas

MSI-H: Nagyfokt mikroszatellita instabilitas

MSI-L: Alacsonyszintli mikroszatellita instabilitas
MSS: Mikroszatellita stabil

MTS: Muir-Torre szindroma

MUTYH: MutY homolog

nt: nukleotid

PMS: Posztmeiotikus szegregacio

PJS: Peutz-Jeghers szindréma

REIMS: Rapid evaporative ionizing mass spetrometry
RER: Replication error

SIRNS: Kis interferald RNS

SSCP: Single strand conformation polymorphism

T: Timin



dc_1009 15

TACSTDI=EPCAM (korabbi megjelolés)
TGF-BRII: transforming growth factor-f receptor II
TfrR: Transzferrin receptor

TRITC: Tetrametil rodamin izotiocyanat

TS: Turcot szindréma
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Bevezetés

A colorectalis carcinomak eredete multifaktorialis, kialakulasukban kornyezeti és
oroklédo tényezOk egyarant valtozd mértékii szerepet jatszanak az egyes betegekben. Az
érintettek 70-80%-anak sporadikus tumora van, 6roklott tényezének nincs bizonyitéka. A
tovabbi 20-30 %-ban mutathaté ki csaladi halmozodas, ahol 6roklott géneknek is szerepe
lehet a daganat kialakulasaban. A CRC a masodik leggyakoribb daganat vilagszerte és
valdsziniileg az egyik legtobbet vizsgalt tumoros elvaltozas is. A teljes human genom
megismerése nagy momentumot adott a tumor asszocialt gének jelentds részének
megismeréséhez. Ma mar altalanosan elfogadott nézet, hogy a CRC kialakuldsa soran mintegy
60-80 gén mutacidja kovetkezik be, melynek kb. egy negyede magaért a daganat
gének mutacioi adodnak at részben, vagy teljesen a kovetkez6 nemzedéknek. Szinte nincs
olyan aspektusa az anyagcserének, mely ne valtozna meg a daganat progresszidja soran, a sejt
¢letciklusat a tulélés és tovabbi osztddas felé tolva el. Egyidejiileg a valtozasok mindségi és
mennyiségi jelei a plazma membran fehérje és lipid 6sszetételében és a receptorok egymashoz
viszonyitott elhelyezkedésében (a receptor topografiaban) is megnyilvanulnak, melyek
funkcionalis kovetkeztetések levonasara adnak lehetdséget, megalapozva késébbi

diagnosztikai és terapias Iépések kezdeményezését.

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 variansaival (AFAP, Gardner és Turcot
szindroma), sem a Peutz-Jeghers-, vagy a Familiaris juvenilis polipozissal, a hyperplasztikus
polipdzis szindromaval csak olyan mértékben, hogy elkiilonithessiik 6ket 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 megel6zés 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
betegekb6l  szarmazé limfocitak  sejtfelszini (plazma) membranjanak az
immunvalaszban fontos receptorai altal alkotott mintazatat elemeztiik. Ezen vizsgalatok
paradigmajaul azok a kozlések szolgaltak, melyek alatimasztjak, hogy a membran fehérjék
nem véletlenszerien helyezkednek el a sejtmembranban, hanem hierarhikus rend mutathat6 ki
a molekularis (nanoscale), a ,,mesoscale” (akar tobb szdz nanométer) és 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 jellemzdékkel bir a mai membran
modell is, a legujabb ismeretek szerint a proteinek nem random modon helyezkednek el a
lipid kettOsrétegben, hanem szdmos kitiintetett teriilet, ,,microdomain” létezik, melyek inkabb
,»2¢l” allapottal jellemezhetk. Ezek a specidlis lipid dsszetételi membran teriiletek néhany 10
nm-t6l mikrométer nagysagig is terjedhetnek, a membran akar 60-80% boritva (Lombard
2014). A microdomain (,,lipid tutaj”, vagy ,lipid raft”) fehérje komponensei jellemzoek egy-
egy raft tipusra, a térbeli kozelség miatt kapcsolatba Iéphetnek egymassal és/vagy
ligandjaikkal az adott receptor alegységek, ill. a nagy koncentracioban jelen levé fehérjék
erdsithetik a sejt-sejt kapcsolatok kialakulasat és a stimulus altal kivaltott reakciot (de Bakker
2007). A lipid tutaj kitiintetett 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) (Sz6ll6si 2002) a nanométeres
skalan az intra- és intermolekularis proximitas mérésekre és a konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkopiat, a mikrométeres tavolsagi tartomanyban. Méréseink soran olyan molekulak
jelenlétét, mintazatat vizsgaltuk, melyek egy bizonyos tipust lipid tutajban helyezkednek el
¢és 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 abszolit szamanak
kontrollhoz képest mért eltérésein kiviil, korabban limfémas €s mas tumoros sejtvonalakon
leirt receptor mintazatokhoz hasonld kolokalizaciot tudtunk megfigyelni az altalunk vizsgalt
receptorok kozott az LS-174-T colon tumoros sejtvonal epitéliumon is. IFN-y stimulusra
adott, reprodukalhatd mintazatvaltozast is meg lehetett figyelni az ICAM-1 és az MHCI
alegységek kozott. Tovabbi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy ez a kivaltott reakci6 ICAM-1
siRNS alkalmazasaval quantitativ modon blokkolhaté volt. Nem csak tumoros epitheliumot,
hanem vastagb¢él daganatos és Crohn betegségben szenvedd betegek periférias veérébol,
valamint nyirokcsomdibol szarmazéo CD4" limfocitikat is vizsgaltunk. Célunk egy
komplexebb receptor kolokalizacid vizsgalata volt. A kapott ,,mintazatok” 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 hatasara 1étrejott molekularis
atrendez6dés arra mutat, hogy specifikus célzott terapia esetén nem csak az adott target
molekula jelenléte és megfeleld szamossaga, hanem mas molekuldkhoz 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, akar mar a kozeljovében.
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Tobb sebész munkatarsammal egyiitt lehetdséglink volt csatlakozni egy fizikusokbol,
matematikusokbol, orvosokbol 4ll6 munkacsoporthoz, akiknek mar jelentds tapasztalatuk volt
biologiai szovetek tomegspektrometrias elemzésében. A sebészi elektromos vagod-koagulald
eszkoz (,,elektromos kés”) hasznalata kozben keletkez6 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”
tizemmodot tesz lehetévé és a mérések szerint atlagosan 95-100% Szenzitivitassal, valamint
92-100% specificitassal dolgozik. A szamos mérés koziil els6sorban a CRC ¢és azok maj
attéteinek vizsgalatdban vettem részt. A mérések a miitét menetét gyakorlatilag nem
befolyasoljak. Az eddigi eredmények alapjan ez a mérési mddszer a nehéz anatomiai
viszonyok kozott végzett beavatkozasok kozben segitheti a dontéshozatalt az tn. RO
reszekciok (teljes tumormentesités) kivitelezésben. A moddszer kiilonosen sokat jelenthet
olyan nehéz helyzetekben, amikor nagyon kicsi a mozgasi lehetéség arra, hogy a sebészi
metszésvonalat ,,messze” az ép szOvetben vezetve operaljunk, azaz a tumor szabad szemmel

jol lathatdan, teljes egészében eltavolithato legyen.

A bevezetés tovabbi részében a Lynch szindroma komplex klinikai képe és
szerteagazo, ma is fejlédében 1€vo, ,,bizonyitd erejii” kivizsgaldsa miatt egy rovid attekintést
szeretnék nyujtani a korképrdl €s a hasonld genetikai hatterii, de eltérd megbetegedésekrol.
Az LS autoszomalis dominans 6roklés menetli koros allapot, amely a herediter colorectalis
carcinomdk leggyakoribb formaja, az dsszes Gjonnan diagnosztizalt eset kb. 3-4 %-at teszi ki
vilagszerte (Lynch 2005). A szindroma genetikai hattere az MMR gének csirasejtes

crer

figyelhet6 meg Aldred Warthin patholdgustol szarmazik 1895-bdl. A csaladban, melyet G

10
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Csaladnak nevezett el vastagbél, gyomor, ovarium, endometrium carcinoma fordult el nagy
szamban (Whartin 1913). Lynch és munkatarsai 1966-ban irtak le a nagyon hasonlé korképi
N és M Csaladot és autoszomalis dominans 6roklédés menetiiket, valamint feldolgoztdk a
rendelkezésiikre bocsatott G Csalad értékes korrajzat (Lynch 1966). A klinikai gyakorlatban
azonban a szamos eltérd kombinacioban megjelend daganat és a nem pontosan feltérképezett
csaladi hattér a korkép korrekt azonositdsat kezdetben nagyon megnehezitette. A diagndzis
felallitasdnak megkonnyitésére €s a kiilonb6zd kutatocsoportok munkdjanak dsszehangoldsara
szamos kritérium rendszert dolgoztak ki. Az eredeti Amsterdam Kritériumok (Vasen 1991)
az index személyre koncentralnak és a tobb generacioban el6forduld colorectalis carcinomara.
Azokban a csaladokban melyek teljesitik ezeket a feltételeket 40-85%-ban lehet kimutatni
MMR géneltérést (Nystrom-Lahti 1996, Mdoslein 1996, Wijnen 1997, Lynch 1999).
Ugyanakkor az LS csaladok mintegy 40%-a igy nem keriil felfedezésre a kis 1étszamu csalad,
vagy a valtozatos daganat megjelenés miatt. Az ezt kovetdé Amsterdam Il Kritériumok
(Vasen 1999) az extracolicus daganatokat is figyelembe véve igyekezetek segiteni a betegek
klinikai kép alapjan torténd felismerésére. Nokben elsésorban az endometrium, ovarium
daganata, férfiakban gyomorrak, mindkét nemben az uroepthelium és az epeutak, vékonybél
rak halmozodéasa hivhatja fel a klinikus figyelmét. Késobb még tobb daganatrél — agy,
pancreas — deriilt ki, hogy asszocialodhat az LS-el (Axilbund 2012). A tobbszor modositott
Bethesda itmutatot a klinikai kivizsgalas szenzitivitasanak fokozasara, a részletes genetikai
vizsgalatra javasolt betegek korének kivalasztasara hoztak létre (Rodrigeuez-Bigas 1997,
Umar 2004). A modszer szenzitivebb, ugyanakkor a specificitas meglehet6sen szerény
maradt, ugyanis az Amszterdam negativ, de Bethesda pozitiv csaladokban csak 15-30%-aban
lehet MMR mutaciot igazolni (Wijnen 1999, Lynch HT 1999). A korkép sokszintisége és
szamos bizonytalansag miatt a Lynch szindromas betegek vilagszerte a mai napig is azok

kozé tartoznak, akiket a mindennapi klinikai gyakorlatban nagyon kevéssé ismernek fel a

11
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veliik foglalkozd orvosok. Ez a helyzet annak ellenére igaz, hogy mindenki tisztdban van a
genetikai analizis potencialis elényeivel: a mutacidé hordozd beteg metachron tumorai sziirés
altal idejekoran felismerhetdek, ezaltal az index személyek morbiditasa és mortalitasa
csOkkenthetd. Az érintett csaladtagok szintén gondozasba vehetdk, hasonl6 elényokkel. Ha az
MMR gén mutacidja ismert, ettdl a [épéstdl kezdve csak a mar ismert mutaciot kell keresni a
rokonokban, ami a draga kivizsgalast anyagilag is hatékonyabba teszi. Tovabbi (j mutaciok
természetesen el6fordulhatnak, de ez igen ritka, illetve a valtozo klinikai kép erre felhivhatja a

figyelmet. Az anamnézis felvételében tehat jol hasznosithat6 itmutatok az alabbiak:
Amszterdam Kritériumok

1. Harom vagy tobb szovettanilag igazolt CRC-s beteg a csaladban, melyek koziil legalabb
egy a masik kettd els6foku rokona.

2. Legalabb két generacioban eléforduld CRC, az érintett személyek kozil egy els6éfoku
rokona a masik kettonek.

3. Legalabb egy CRC beteg 50 éves életkor el6tt.

4. A familiaris adenomatosus poliposis kizarhato legyen.
Moédositott Amszterdam Kritériumok

Ugyanaz mint az Amszterdam Kritériumok, azonban a vastagbél daganatokon kiviil a HNPCC
asszocialt tumorok el6fordulasat (endometrium, petefészek, hugyuti, epelti, gyomor,

faggyumirigy, hasnyalmirigy, kdzponti idegredszer) is fegyelmbe veszi.
Bethesda Kritériumok

A Bethesda Kritériumok barmely pontjanak teljesiilése esetén alapos indokkal
felmeriil a HNPCC diagnozisanak lehetdsége és a tovabbi kivizsgalas (legalabb a kiterjesztett,

pontos anamnézis, immunhisztokémia) indokolt.

12
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. Az Amszterdam Kritériumokat teljesitd csaladok.

. Két HNPCC asszocialt daganat el6fordulasa egy személyben, akdr szinkron vagy
metakron vastagbél, akar vastagbél és egyéb HNPCC asszocialt daganat egyiittes
eléfordulasa.

. Ha az index személy els6foku rokona vastagbél daganatban, vagy valamely HNPCC
asszocialt daganatban szenved, vagy vastagbél adenomatosus polipja van, amennyiben a
daganatok 45 éves ¢életkor, a polipok pedig 40 éves életkor elott keriilnek felismerésre.

. Vastagb¢l, vagy endometrium daganat esetén, ha az 45 éves ¢letkor eldtt keriil
felismerésre.

. 45 éves életkor eldtt felismert, alacsonyan differencidlt jobb oldali vastagbél daganat
esetén.

. Barmely lokalizacioja 45 éves életkor eldtt diagnosztizalt pecsétgyuriisejtes vastagbél
daganat esetén. (A pecsétgyliriisejtek aranya tobb mint 50 %.)

. 40 éves életkor eldtt diagnosztizalt vastagbél adenomatosus polipok esetén.

Az LS tiinetegyiittese az eredeti, 1966-ban publikalt atfogé tanulmany szerzdjérél

kapta mai elnevezését. Ez a kozlemény az emlitett N és M Csaladdal foglalkozott, melyekben

a halmozottan el6forduld colorectalis carcinoma mellett gyomor és endometrium tumor jelent

meg. A szerz§ Aaltal hasznalt elsé elnevezés a ,,Cancer family syndrome” volt. A

késébbiekben ,,Herediter non-polyposis colorectal carcinoma” (HNPCC) megjelolést

hasznaltak a FAP-t6l valdo megkiilonboztetés céljabol. Ez a név azonban Kissé félrevezeto,

mivel a HNPCC-ben is talalhatok polipok a vastagbélben, de ezek szama csak néhanyra

tehetd. Boland és Troncale 1984-ben utaltak a tiinetegyiittesre Lynch szindroma-ként, mely

sokkal inkabb megfelel a korkép sokszinliségének (Boland 1984). A betegségre jellemzd

RER fenotipus 1993-ban valt ismertt¢ (Aaltonen 1993), mely elsésorban a poly A, vagy poly

13
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AC szekvencidk, az un. microsatellitAk hosszanak eltérését jelenti a normalistol. A
microsatellita instabilitas (MSI) hatterében a DNS mismatch repair gének mutacioja all
(Fischel 1993, Leach 1993). A mai definicié szerint az LS diagnézisahoz elengedhetetlen
kiesésének igazolasa. A pontos pathogenetikai definicidhoz az utobbi években jarult hozza az
EPCAM gén delécidja is, mely masodlagosan, epigenetikus modon elnémitja az MSH2 gént,
tipusos LS-t hozva létre (Kovacs 2009, Kuiper 2011). A mai LS elnevezés igy jelentOsen
szélesebb korti beteg populaciot olel fel, mint a kordbbi HNPCC megjelolés. Az MMR gének

mutacidinak gyakorisagat az I.1. abra foglalja 6ssze.

EPCAM
_n0,
1-3% MSHG
PMS2 7-10%
<5%

MLH1
30-40%

I.1. abra. Az LS kialakulasahoz vezet6 MMR génmutaciok megoszlasa (Tutlewska 2013).

A Klinikai képet jellemzi, hogy az atlag életkor a CRC diagnozisakor 44 és 61 év
kozott van, mely joval korabbra datdlodik a sporadikus betegek atlag életkordhoz képest. A
CRC a Lynch szindrémaban 60-80%-ban a jobb colonfelet érinti (a flexura lienalistol
proximalisan) szemben a sporadikus esetek 30%-aval. Gyakoribbak a szinkron daganatok (1.2.
abra), ill. a tipusos szegmentalis reszekcion atesett betegeknél magas a metachron CRC-k
aranya (10 évnél 16 %, 20 éves kovetés soran 41 %) (Jarvinen 1995). A megel6z6 allapot LS

esetén is lehet egy kiilonall6 adenoma, vagy ritkabban az tgynevezett flat carcinoma (1.3.

14
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abra). A FAP-hoz képest sokkal kevesebb a polypok szama, az atlagos megjelenés 50 éves
korig 3, vagy annal kevesebb vastagbél neoplasia. A megjelené adenomakra jellegzetes a
villosus forma, és a high grade dysplasia. Az adenoma-carcinoma atalakulas folyamata
felgyorsul LS esetében, ami atlagosan 35 honapra tehetd, szemben a sporadikus esetek 10-15
éves malignizalodasi idejével. (Lynch 2005). Az LS-ben a CRC kialakulasanak élethosszig
tart6é rizikéja nagy valtozékonysagot mutat, az adott MMR gén mutacidjatol és a beteg

nemétdl fiiggden. Leggyakrabban az MLHI és MSH2 gének mutdlodnak 30 és 74%-0s

eléfordulasi gyakorisaggal, az eltérések egyiittesen az LS esetek 90-95%-aban mutathatok ki.

l. 2. abra. 25 éves LS beteg kettos tumora. A nyilak a coecum és sigma tumorara mutatnak.

Rosszindulati daganat kialakulasanak aranya 10 és 22 % kozott kertilt észlelésre az MSH6

gén mutacidja esetén és 15-20 % koriil mozog a PMS2 gén esetén. A mintegy 80%-0s

15



dc_1009 15

penetrancia és a valtozd expresszid ardny miatt CRC 60-80%-ban jelenik meg, mig az
endometrium 40-60, az ovarium 9-12, gyomor 11-19, uroepithelialis daganat 4-5, epeuti
malignoma 2-7, vékonybél daganat 1-4%-ban, és a legritkdbb az astrocytoma 1-3%
eléfordulassal az LS betegek leszarmazottaiban (Aarnio 1995, Watson 2008, Barrow 2009,
Engel 2012). A faggyamirigyek daganataval és az arcon el6fordulo ,,café au lait” foltokkal
tarsuld6 CRC a Muir-Torre szindroma. Ez az LS egyik variansanak tekinthetd, melyben a

borelvaltozasok megelozhetik és egyben a figyelmet is felkelthetik a tovabbi malignus

daganatok megjelenésére (Lynch 1981, Tanyi 2009). Az endometrium raknak, mely 14-54%-

I.3. abra. Alig észreveheto flat carcinoma a colon ascendensben.

ban fordulhat elé az egyiittes MLH1 és MSH2 mutaciét hordozokban, illetve 15-20%-ban
PMS2 mutacié esetén, kiemelkedéen magas az ardnya, 17-71% MSH6 muticié esetén

(Giardello 2014).

16



dc_1009 15

A Kkialakult carcinoma szovetileg alacsonyan differencialt, pecsétgylri sejteket
tartalmazhat, nagy mennyiségli extracellularis mucin is jelen van, valamint magas a tumor
infiltrdlo lymphocytdk szama. Ez utdobbi megjelenésében Crohn-betegség szerti képet
mutathat (Jenkins 2007, Peltomaki 2010). Szamos koézlemény ezt a jelenséget, a gazda
szervezet fokozott immunreakcidjaként értékeli. Szintén ezzel a megfigyeléssel probaljak
alatdmasztani egyes szerzok az LS-ben stadiumrdl stadiumra észlelt jobb CRC tulélési aranyt

(Drescher 2010).

Betegcsoportok és differencial diagnozis

A sok évtizedes klinikai és molekularis genetikai kutatas ellenére sem sikeriilt még
egységes terminologiaval ellatni a hasonld fenotipusu, de nem teljesen azonos Klinikai
megjelenésti daganatos szindromakat, melyeknek a genetikai hattere Sem fedi egymast. Az
Amerikai Gasztrointesztindlis Endoszkopos Téarsasag, az Amerikai Gasztrointesztinalis
Egyesiilet, az Amerikai Gasztroenterologiai Kollégium és az Amerikai Colorectalis Sebész
Téarsasag 2014-ben kiadott kozos kozleményiikben (Giardiello 2014) az alabbi
megnevezéseket ajanlotta. A HNPCC elnevezés azokra a betegekre érvényes, akik teljesitik
az Amsterdam I vagy II. kritériumokat. A Lynch szindréma azokat a betegeket, csaladokat
kothetd. A ,,LS-hez hasonlo szindromaban” szenved$ betegek (LLS) alatt azokat értjik,
akik MMR gén fehérje expresszio, vagy MSI rendellenességet mutatnak, de nincs kimutathatd
csirasejt eredetii génmutacid. Egy kézelmultban megjelent kozlemény szerint az LLS betegek
kb. fele biallélikus szomatikus mutacioval rendelkezett az MLH1, vagy MSH2 génekben. A
»Familial colorectal cancer type X” (FCRCTX) elnevezés azokra a betegekre utal, akik az
Amsterdam 1 kritériumokkal azonosithatok, de nem mutatnak az LS-re jellegzetes MSI
eltéréseket. Az idevagd kozlemények szerint ez a beteg populacié kicsit idésebb, mint az LS

esetén, a CRC kialakulasanak esélye pedig 1ényegesen kisebb (incidencia arany 2.3, mig LS-
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ben 6.1). Az extracolicus tumorok megjelenése ebben a csoportban nem magasabb, mint az
atlag lakossag esetén. A genetikai hattér egyeldre ismeretlen. A Muir-Torre szindréma az
LS egy ritka varidnsa, akkor keriil diagnozisra, amikor a bor faggyumirigy adenomai,
carcinomai, vagy keratoakanthomak jelennek meg a betegben. Leggyakrabban MSH2 mutacio
all a hattérben. A ,,Constitutional mismatch repair deficiency syndroma” fogalomkorébe
tartoznak azok a betegek ¢€s csaladok, akikben az MMR gének, csirasejtes biallélikus
mutacidja talalhato. Jellemzok a café au lait foltok, a gyermekkorban megjelend colorectalis
tumorok, vagy mas LS daganatok, a vékonybél polyposisa, agydaganatok és hematologiai

malignomak.
Az immunhisztokémia jelentosége

Az LS betegek 80-90%-aban az MSH2, vagy az MLH1 mutécidja all a korkép
hatterében. Rutin immunhisztokémiai vizsgalattal sziithetdek a tumorszdvet mintai a két
protein sejtmagban észlelhetd expresszidjara. Belsd kontrollként a tumort 6vezd normal
szovet jelolddése szolgal. Pozitiv mag reakcio esetében az LS diagozisa elvethet. Az MMR
fehérjék jelolddésének hidnya tovabbi Utmutatassal is szolgéal, melyik gén mutaldédhatott. A
major proteinek (MLH1, MSH2) hianya esetén a PMS2 és az MSH6 fest6dés is jellegzetesen
kiesik. A két marker egyiittes hasznalata megbizhatd eredményt ad, Lindor (2002) szerint az
MLHI1 és MSH2 immunhisztokémiai analizise 92.3 %-os szenzitivitdssal és 100 %-0S
specificitassal rendelkezik. Rontja a szovettani eredményeket, hogy a festédés egyenetlen
lehet a tumorban, csokkend szenzitivitdst okozva. Amennyiben az MSH6 ¢és PMS2
expressziot is vizsgaltak, az MLH1 valtozo6 kimutathatésaga mellett is javultak az eredmények
(Shia 2008). Ha a microsatellita vizsgalatok megerdsiti az szovettani eredményeket, a

kovetkezd 1épés az adott gén szekvenalasa.
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Genetikai eltérések

Az MMR gének altal kodolt fehérjék teszik lehetévé a sziiléi DNS masolasanak
nagyfoku pontossagat, kijavitva a replikacio soran keletkezd hibas bazis -eltéréseket,
pontmutaciokat, inszerciokat, vagy deléciokat. Az MMR kaszkad tagjai egymassal valo
specifikus kapcsolodas utan felismerik és kimetszik a hibas nukleotidot, majd a DNS
polimerdz Ujraszintetizalja a DNS lancot. A jelenleg ismert 7 MMR gén koziil az MLH1, az
MSH2, az MSH6 és a PMS2 gén csirasejt mutacidja okoz LS-t. A korkép autoszomalis
dominans 06roklodés menetet mutat, azaz az Oroklott mutans gén mellett egy szerzett

mutacioval is rendelkeznie kell az egyénnek a betegség 1étrejottéhez.

Az EPCAM gén egy hamsejtekben megjelend adhéziés molekulat kodol. Mutacidja a
kozelmultban felismert, tobb féle epigenetikus tton hozhat létre Lynch szindromat. A
genonban kozvetleniil az MSH2 gén promotere mellett helyezkedik el 5° irinyban az EPCAM
gén. Ha az utols6 két kodonjanak delécidja kovetkezik be, ez maga utan vonja az MSH2 gén
promoter methylaciojat is, mely LS-t hoz 1étre. Ha az EPCAM mutécio soran STOP kodon
keletkezik, olyan szindroma alakul ki, mely részleges csak a colonra lokalizal6dd fenotipusu
LS-t valt ki (Chan TL 2006, Ligtenberg 2009, Lynch 2011, Kempers MJ 2011). Magyar
szerz0k mRNS vizsgélatokkal igazoltdk, hogy az EPCAM  traszkripciét terminald
kodonjainak delécidja esetén TACSTD1(EPCAM)/MSH2 fuzios transzkripcids termékek

jonnek létre, mely az MSH2 miikddésének kieséséhez vezet (Kovacs 2009).

Ritka valtozata az LS-nek az amelyben az MLHI1 gén promoter régidja
hypermetilalodik a csirasejtekben és ezaltal elnémul. Ezek a betegek nem mutatnak DNS
bazis sorrend eltérést, a daganatos szoveteikben mozaik expresszid észlelheté és az utédok

tobbnyire nem érintettek.
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Az LS tovabbi jellemz6je a mikroszatelita instabilitas (MSI). A genonban egyénre és
szovetre jellemzé modon taldlhatok adeninben gazdag, 2-6 nukleotidbol allo, ismétlédo
szekvenciak, melyek teljes hossza 10 nt is lehet, ezek a microsatellitak (Chambers 2000).
Tobbnyire intronokban helyezkednek el, de megtalalhatok exonokban is. Az MSI jelensége
az egészségestol valo eltérést jelenti ezen szekvencidk hosszaban. Sporadikus tumorokban
12-15%-os gyakorisaggal, LS-ben mintegy 95%-ban mutathat6 ki az eltérés. Kialakulasanak
hatterében az all, hogy a replikacié sordn a DNS polimeraz idénként hibat ejt a repetitiv
szekvencidk maésoldsa sordn, mint amilyenek a mikroszatelitdk. Ha megcsuszik a polimeraz
enzim, egy inszercios, vagy delicios hurok (IDL) alakul ki, melyet az MMR rendszer
felismerés utan ki tud javitani a bazistévesztésekkel egyiitt. Ha ezek a hibak nem keriilnek
javitasra miikod0 MMR fehérjék hianyaban, a kovetkezd replikacid sordn a hibas gén
tovabbadodhat. Az egyszerii bazispar cserék pont mutaciok formajaban jelentkeznek. Az IDL-
ek ,,frame shift mutaciot” okoznak, melyek eredménye nonszensz mutacio lesz. Ez a folyamat
egy csonka fehérje expresszidhoz vezet, mely eredeti funkcidojat nem tudja ellatni, hamar
lebomlik, illetve immunogenitasat nem tartja meg ezaltal nem lehet kimutatni a sejtmagban.
Az MSI kimutatasara bizonyos mononukleotid (BAT25, BAT26) és dinukleotid markereket
(D2S123, D5S346, D17S250) lehet felhasznalni a tumorbdl, ill. vérbdl szarmazé DNS mintak
sszehasonlitasaval. Ujabban a ,,quasimonomorph mononucleotid pentaplex” marker szettet
ajanljak, annak nagyobb szenzitivitasa miatt (Buhard 2004 ). Ez a vizsgalat nem igényel
kontroll DNS mintat (vér a betegtél), mert a human genomban nagyfoku hasonldsagot
mutatnak és egyetlen PCR vizsgalattal megoldhatdo az MS statusz jellemzése. Nagyfokt
instabilitas all fenn, ha a markerek tobb mint 30%-a eltérést mutat. Ha az eltérések aranya
30% alatti, alacsony instabilitasrél beszéliink (MSI-L) és a LS diagndzisa nem valdszinii.
Amennyiben a tumorsejtek MSI negativak az LS diagnodzisa elvethetd, ebben az esetben

mikroszatellita stabil tumorrél beszéliink. Egy tovabbi lehetséges ut az LS kialakulasahoz az
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ugynevezett ,,nagy deléciok” létre jotte. Ez a pathomechanizmus az MSH2 mutéciok kb. 33

%-ahoz jarul hozza, az eltérést MLPA technikaval lehet kimutatni.

Egyre tobb bizonyiték halmozddik fel amellett, hogy a csaladi halmozddast mutatd, de
MSI-L, vagy MSS esetekben az ,,alacsony penetranciaju gének” mutacidinak felhalmozodasa

allhat a hattérben (Aaltonen 2007, Wood 2007).

Figyelemre méltod, hogy a sporadikus CRC, gyomor és endometrium tumorok 12-17
%-aban is megfigyelheté MSI-H fenotipus (Ward 2001, Popat 2005). Ezek az esetek azonban
legtobbszor a MLH1 gén promoterének biallélikus hypermethylacidjahoz kothetok (CIMP).
Amennyiben nem igazolhaté muticido egyik MMR génben sem, a BRAF V600E mutécio
lehetéségét is ajanlott megvizsgalni (Schlussel 2014). Ennek pozitivitasa esetén az LS

diagno6zisa majdnem teljesen kizarhato.

Az LS igazolasa nem ér véget az MMR gének mutacid vizsgalataval, akkor sem ha
DNS szekvencia eltérést sikeriil kimutatni. Bar a legtobb delécionak és nonszensz mutacionak
patholdgids kovetkezményei vannak, a misszensz mutaciok nem mindig értelmezhetdek
egyféleképpen. Ha az aminosav csere feltehetden nem okoz Iényeges funkciovaltozast, az
eltérést polimorfizmusnak nevezziikk. Amennyiben bizonytalan az aminosav valtozas
funkciondlis eredménye, ismeretlen jelentdségli variansrol beszEliink. A genetikai valtozasok

funkcionalis megitélésére szamos matematikai modellt dolgoztak ki (Win 2013).

A klinikai és molekularis genetikai vizsgalatok eredményeit 6sszfoglalva a Lynch

szindromara az alabbiak jellemzdek:

Az MMR gének csirasejtes mutacidja elengedhetetlen feltétele a diagndzisnak.
Az 6rokl6dés menet autoszomalis, dominans.

Mikroszatellita instabilitast lehet kimutatni a tumorok 95%-aban.
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Az adenoma-carcinoma szekvencia jelentdsen lerovidiil 2-3 évre, a 10-15 éves sporadikus

atalakulashoz képest.

A colorectalis rak fiatalabb életkorban jelenik meg, mint az atlag populécioban (45 év a 63 év

helyett).
A proximalis colon az esetek 70 %-aban érintett, Szemben a 30%-os sporadikus érintettséggel.

Magas a szinkron tumorok szama. A betegek 25-30 %-anak metachron tumora jelentkezik 10

éven beliil.

Extracolicus tumorok jelenhetnek meg: endometrium, ovarium, uroepithelialis, gyomor,

vékonybél, epeut, hasnyalmirigy és agydaganat.

Szovetileg alacsonyan differencialt, pecsétgylirii sejtes, boséges mucint termeld tumort lehet

latni. A Crohn betegséghez hasonld lymphocytas beszlirtség jellemzd.

Kedvezobb a colorectalis carcinomak talélési esélye, mint az azonos stadiuma MSS,

sporadikus tumornak.

Tarsult faggyumirigy daganatok jelenhetnek meg.

Az index személy és mutacio hordozo csaladtagjainak gondozasa

Tudomanyos jelent6sége mellett klinikai kovetkezménye akkor van egy felfedezett
mutacionak, ha az index személy és csalddja hajland6 egylittmiikddni a kivizsgalasban és a
kovetés soran. Eurdpai és USA ajanlasok részletesen kidolgozott algoritmust javasolnak a
kiilonboz6 daganatok sziirésére (Vasen 2013, Giardello 2014). Hosszu tava kovetések
eredményei alapjan egyértelmiien javasolt az 1-2 évente végzett colonoscopia (Jarvinen
2000). A relative sokkal kisebb szamban eléforduld tovabbi daganatok sziirése eddig nem
hozta meg a kivant eredményt, kivéve az egyszerii vizsgalatot (vizelet vér) igényld
uroepithelialis daganatokat. Igy a tiinetmentes beteg részletes felvilagositasa mellett tovabbi

specifikus szlirés egyelére nem ajanlott.
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A sebészi ellatas keretében valamennyi ajanlds megemliti a kiterjesztett, vagy
szubtotalis colectomiat (ileorectalis anastomosissal) CRC mitéte esetén, a nagyaranyu
metachron tumor megjelenése miatt. Ugyanakkor elemezni kell az életminéség valtozast is
(elsésorban a napi sokszori, hig székelet), mely a miitétet kovetden kialakul. Az endometrium
¢s ovarium carcinomdk lehetdsége sziikségessé teszi a csaladtervezésen tullévd, muticiod

hordozo6 nék esetén a profilaktikus méh és ovarium eltavolitasnak a megbeszélését.

Minden LS beteget részletesen fel kell vilagositani a korkép 1ényegérdl, lehetdleg a
csalad tobbi tagjaval egylitt. A megbeszélés tapintatos megkozelitést igényel, a lehetséges
lelki megterhelést, a laikus hozzaallast is figyelembe kell venni. Sziikséges kitérni a varhatd
betegségek tiineteire, de azt is hangsulyozni kell, hogy nagymértékii segitséget tudunk
nytjtani az idejekoran felismert daganat kezelésében. Batoritasul szolgalhat, hogy akik nem
hordozzék a koros gént, azoknak nem magasabb a daganat rizikoja az atlag lakossagétol, igy
megszabadulhatnak a betegség hordozas ¢s tovabbadas pszichés terhétdl. Ismert
mutaciéhordozo sziilék gyermekeinek rutinszerii vizsgalata nem ajanlott 20 éves kor alatt

az esetleges pszichés teher miatt.
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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 hordoz6 csaladtagjaik 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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Betegek és modszerek

. HNPCC/LS betegek vizsgalata

A CRC betegek rendszeres lekérdezését 2004-t61 vezettiik be prospektiv modon az AS
¢s a BG ajanlasainak megfeleld kérddiv segitségével, az Intézetiinkben tortént ellatds soran
(legtobbszor CRC miatt). Az adatbazis létrehozasahoz az 1997-2003. kozotti idészakot
retrospektiven dolgoztuk fel, a betegeket a Medsol rendszerben tarolt adatok alapjan
valasztottuk ki, majd levelezés utan a kitoltott a kérddiveket elemeztiik. Az Gsszesen 1127
megkeresett betegb6l 809 adatai hasznaltuk fel, elhaldlozas, vagy megfelelé valasz hidnya
miatt. A prospektiv feldogozas szignifikdnsan nagyobb szamli LS beteg kisziirését tette
lehetévé (Damjanovich 2001, Tanyi 2004, 2006 ). Amennyiben a csaladi anamnézist az IHC
megerdsitette, MS vizsgalatot végeztink. Az MSI-H betegek mintai keriiltek tovabbi
vizsgalatra: az MLH1 és MSH2 gén valamennyi exonjanak szekvenalasara, sziikség esetén
MLH1 prométer hypermethylacid, és MLPA analizis tortént az alabbi algoritmus szerint (1.4.

abra).
Immunhisztokémiai vizsgalat

Vizsgalataink soran rutin metodikaval feldolgozott, formalinban fixalt, paraffinba
dgyazott vastagbél adenocarcinoméabol szarmazé szoveti mintdkat hasznaltunk. Ot mikron
vastagsagu, sorozat metszeteket készitettiink a haematoxylin-eosin festéshez és az MSH2,
MLH1 és (2012-t61) az MSH6 immunhisztokémiai reakciokhoz. Az immunhisztokémiai
reakcio elvégzéséhez a metszeteket deparaffinaltuk xylol, 96 %-0s etil-alkohol segitségével,
majd rehidraltuk. Endogén peroxidaz blokkolast végeztiink 0,5%-0S metanolos hidrogén-
peroxid oldattal 30 percen keresztiil, majd desztillalt vizes Oblités utan antigén feltarast
végeztiink. A metszeteket 20 percre mikrohullamu stitébe helyeztiik (600 W), citrat pufferben

(20 mmol/I citromsav, 2N NaOH-dal, pH 6,4). Ezutan pH 7,4-es PBS oldatban mostuk 30
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Csaladfa analizis, csaladi anamnézis felvétele

/ \

Sporadikus, kései életkorban HNPCC-re gyanus esetek
jelentkez6 CRC-k l
Genetikai szlirés nem Tumorszévet immunhisztokémiai
ajanlott /gélata
Normalis hMLH1, v. hMSH2 Expresszid
Fehérje expresszidja hianya

}

Mikroszatellita instabilitas

/ Vizsgélata

+
DNS szekvenalds DNS szekvendlds hMSH2 és hMLH1
nem javasolt gén mutdcio igazolasa

L.4. abra. A HNPCC vizsgalataink soran alkalmazott algoritmus.

percig, 37°C-on. A monoklonalis anti-human MLH1 (clone G168-15, Becton-Dickinson
Biosciences, USA), illetve anti-human MSH2 (clone 25D12 Labvision Corp., Fermont, CA,
USA ) primer antitest 1:100 higitasaval inkubaltunk 4 °C-on, éjszakan at. Kétszeri pH 7,4-es
PBS oldatban torténé mosas utan hozzaadtuk a szekunder antitestet (LSAB, biotinnal

konjugalt 2. antitest, DAKO, Carpinteria, CA, USA). Ezt kovetéen 20 percig
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szobahémérsékleten inkubaltuk. Az el6hivast VIP chromogénnel (Vector Laboraties,

Burlingame, CA, USA) végeztiik, majd metilzold magfestés, viztelenités, lefedés tortént.
DNS preparalas

A paraffinos metszetekbol deparaffinalas és proteinaz K emésztés utan vontuk ki a
DNS-t, a High Pure PCR Template Purification kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) eldirasa szerint. A beteg és csaladtagjai vérmintai (3-3 ml, EDTA-s vér) esetén a
Wizard DNA Purification System (Promega Corp., Madison WI, USA) rendszert hasznaltuk

az utmutatonak megfelelden.
Mikroszatellita instabilitas vizsgalata

A tumorszovet és a beteg/hozzatartozok vérébol izolalt DNS microsatellita
instabilitasi vizsgalatat végeztiik. Két mononukleotid markert (BAT 25, BAT 26) és harom
dinukleotid markert (D2S123, D5S346, D17S250) vizsgaltunk a Nemzetkozi Referencia
Panel utasitasait kovetve, a HNPCC Microsatellite Instability Test alkalmazasaval (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Az amplifikacié LightCyclerrel (Roche) tortént,
melyet olvadaspont analizis kdvetett. Az MSI statuszt a ,,National Cancer Institute Workshop
on Microsatellite Instability for Colorectal Cancer Detection” konszenzusa alapjan hataroztuk
meg. Nagyfoku instabilitast (MSI-High) allapitottunk meg, amennyiben a tumorszdvetben a
markerek legalabb 30 szdzaléka mutatott uj alléleket a vérbdl izolalt kontrollhoz képest. Ennél
kevesebb eltérés esetén kisfoku instabilitasrél (MSI-Low) beszélhetiink. Ha nem talaltunk
eltérést a tumorszovetbdl €s a vérbol izolalt markerek kozott, akkor stabil MS statuszt (MSS)

allapitottunk meg (Boland 1998).
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MLH1 és MSH2 gének szekvenalasa

PCR

hMLHI1 ¢és hMSH2 gének kodolo
részeit 0sszesen 35 primer parral fedtiik le.

A PCR reakcidkat Primus96 PCR

késziilékben (MERCK) végeztiik.

1 U REDTaq DNS polimeraz
(SIGMA D 4309)

10x REDTaq PCR puffer
(polimerézzal forgalmazzak)

0.1uM sense primer
0.1uM antisense primer

dNTP mix: 100uM egyenként
(Promega U1240)

0.5 mM MgCl, (SIGMA M-8787)

200 ng genomialis DNS

PCR program:
96 °C 5 perc
93.5°C 1 perc
Tanell. 1 perc 35X
72 °C 1 perc

A primerek kotédési hdmérseklete
(Tanell.) a primerek mellett talalhatok.

Primer szekvenciak:

MLH1 1 exonTanell.: 56°C

S 5’-gacgtttccttggctcttctg-3°

as 5’-ccgttaagtcgttagcccttaagt-3°
MLH1 2 exon Tanell.: 55°C

S 5’-tattttctgtttgatttgccag-3°

as 5’-tgactcttccatgaagcgc-3’
MLH1 3 exon Tanell.:49°C

S 5’-gagatttggaaaatgagtaaca-3’
as 5’-cacaggaggatattttacaca-3’
MLH1 4 exon Tanell.:52°C

S 5’-cccagcagtgagtttttcttt-3°

as 5’-gattactctgagacctaggc-3’
MLH1 5 exon Tanell.:52°C

S 5’-gattttctcttttccecttggg-3’
as 5’-caaacaaagcttcaacaatttac-3’
MLH1 6 exon Tanell.:55°C

S 5’-ttgccaggaccatcttggg-3’

as 5’-actcccagattttggactgt-3°
MLH1 7 exon Tanell.:47 °C

S 5’-ctagtgtgtgtttttggc-3°
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as 5’-cataaccttatctccacc-3’
MLH1 8 exon Tanell.:55°C

S 5’-aaatccttgtgtcttctgctg-3°
as 5’-gtgatggaatgataaaccaag-3’
MLH1 9 exon Tanell.:52°C

S 5’-gcttcagaatctcttttcta-3°

as 5’-gtggatttcccatgtggttc-3’
MLH1 10 exon Tanell.:_55°C

S 5’-ggacagttttgaactggttgc-3’

as 5’-gaggagagcctgatagaacatctg-3’
MLH1 11 exon Tanell.:55°C
S 5’-tctaaggtaattgttctctctta-3°
as 5’-aagtagctggatgagaagcg-3’
MLH1 12 exon Tanell.:55°C
S 5’-ttaatacagactttgctaccag-3’
as 5’-cagataaagagtagctgtactt-3’
MLH1 13 exon Tanell.:55°C
S 5’-ggttcattcacagctctgtag-3’
as 5’-cacagcgtttagtaccctca-3’
MLH1 14 exon Tanell.:60°C
S 5’-aagtggggttggtaggattc-3°
as 5’-ctctgcttgttcacacactc-3’

MLH1 15 exon Tanell.:49°C

S 5’-tttgtcccaactggttgtatctc-3°
as 5’-tcagttgaaatttcagaagtg-3’
MLH1 16 exon Tanell.:50°C
S 5’-ttcatgttcttgcttcttce-3°

as 5’-gaagtataagaatggctgtc-3’
MLH1 17 exon Tanell.:55°C
S 5’-tgtcctttttcctgcaage-3°

as 5’-tttccctccagcacacatg-3’
MLH1 18 exon Tanell.:55°C
S 5’-gaggtattgaatttctttggac-3’
as 5’-gtgtgcatcaccactgtacc-3’
MLH1 19 exon Tanell.:60°C
S 5’-ttcatgttcttgcttcttce-3°

as 5’-gaagtataagaatggctgtc-3’

MSH2 1 exon Tanell.:59 °C

s 5’-cttcaaccaggaggtgaggaggt-3’
as 5’-gaaaggagccgcgcecacaag-3’
MSH2 2 exon Tanell.:47°C

S 5’-atgtaatatctcaaatctgtaatgt-3’
as 5’-ataagtaaattaaaaaggaagataa-3’

MSH2 3 exon Tanell.:52°C
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S 5’-tgttcaagagtttgttaaattttt-3°
as 5’-tggaatctcctctatcactagact-3’
MSH2 4 exon Tanell.:47°C

S 5’-tcttattccttttctcatagtag-3’
as 5’-tattgtaattcacatttataatcc-3’
MSH2 5 exon Tanell.:47°C

S 5’-agtggtatagaaatcttc-3’

as 5’-accaatcaacatttttaaccc-3’
MSH2 6 exon Tanell.:48 °C

S 5’-tttcactaatgagcttgec-3°

as 5’-caggttacataaaactaacg-3’
MSH2 7 exon Tanell.:49 °C

S 5’-agattgaatttagtggaagc-3’

as 5’-caaaatcacttgttaccttc-3’
MSH2 8 exon Tanell.:47 °C

S 5’-aatgagatctttttatttgtttgtt-3°
as 5’-actgcttaaattaaaaaagtatattg-3’
MSH2 9 exon Tanell.:55°C

S 5’-gtcactttgttctgtttgcag-3’

as 5’-attccaacctccaatgaccc-3’

MSH2 10 exon Tanell.:55°C

S 5’-gtagtaggtatttatggaatac-3’
as 5’-taataatgacttacaaacctg-3’
MSH2 11 exon Tanell.:50°C

S 5’-ttaataaaactgttatttccgatttg-3’
as 5’-agccaggtgacattcagaacattat-3’
MSH2 12 exon Tanell.:52°C
S 5’-aggctatgtagaaccaatgc-3’
as 5’-taccagtaatgatgttggaac-3’
MSH2 13 exon Tanell.:55°C

S 5’-aatcttgctttctgatataatttg-3’
as 5’-catttctatcttcaagggactagga-3’
MSH2 14 exon Tanell.:55°C
S 5’-tcatgtaattatgtgcttcag-3’
as 5’-gtactccaatagtacatacc-3’
MSH2 15 exon Tanell.:55°C

S 5’-tgtctcttctcatgcetgtce-3°

as 5’-taagttaaactatgaaaacaaactg-3’
MSH2 16 exon Tanell.:58°C
S 5’-gacattcacatgtgtttcagc-3’

as S’taccttcattccattactggg-3’
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Mutacio keresés (HDA és SSCP analizis)

Az MLHI ¢és a MSH2 gén valamennyi exonjat vizsgéltuk a betegek ¢és hozzatartozoik
vérébol izolalt DNS-ben, a QiAmap DNA Blood Midi, vagy Mini kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével. A felsorolt primerek segitségével minden exont, mindkét iranyban
amplifikaltunk. A PCR termékek denaturdlds utani futtatdsa vertikalis gél apparatussal tortént
(BioRad) MDE g¢len (Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rockland, ME, USA) a gyarté
instrukcioinak megfeleléen. A vizualizalds eziistozéssel tortént. Az eltéré migraciot mutatd

PCR terméket szekvenaltuk.

Szekvenalas

Az eltéro elfo mintazatot addo PCR terméket lancterminalasos modszerrel szekvenaltuk
BigDye Terminator Cycle Sequencing v. 3.1 kittel (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) a gyartdé utasitasainak megfelelden. A reakcidterméket ABI-PRISM 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems) késziiléken elektroforetikusan futtattuk a késziilék kézikonyve
szerint. Az eredményt Sequencing Analysis v.3.7 szoftverrel analizaltuk (Beck 1997,

Yanagisawa 2000).
MLH1 promdter metilacio vizsgalata

A transzkripcios start helytl proximalis irdnyban a —435 €és —316 nukleotid kozotti
régid vizsgalata Kamory €s mtsai szerint metilacidra érzékeny €s nem érzékeny enzimek,
valamint belsé kontrollok segitségével tortént (Kamory 2003). A disztalis rész vizsgalata —
662 és —575 kozott tortént kvantitativ valds idejii PCR segitségével, amelyben a metilacids
statusz egy nem metilalt human sperma kontroll és egy teljesen metilalt mesterséges kontroll

segitségével hatarozhato meg (Eads 2001).

Nagy delécio kimutatasa MLPA modszerrel
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A genomi deléciokat multiplex ligacio-fliggd proba amplifikdcidos modszerrel, a
SALSA MLPA Kit P003 MLH1/MSH2 (MRC-Holland, Amsterdam Netherlands)
segitségével mutattuk ki, a gyartd6 Utmutatdsai alapjan, 2012-t6l. A feldusitott DNS-
fragmenteket kapillaris gélelektroforézissel valasztottuk szét (Applied Biosciences). A
kiilonboz6 exonok amplifikacios termékeinek mennyiségét a gorbe alatti teriilet alapjan
hataroztuk meg, az 0sszes fragment gorbe alatti teriiletének 0sszegéhez viszonyitva. Deléciot
allapitottunk meg a vizsgalt mintdban, ha valamely exon probainak amplifikéacios terméke 35-

55%-kal csokkent a negativ kontroll mintakhoz képest.

I1. CRC sejtvonal epithel sejtjeinek és CRC betegek limfocitdainak plazma

membran vizsgalata

LS-174-T CRC sejtvonal

Az alacsony metasztatizalo képességii colorectalis sejtvonalat (HTCC, Manassas, VA,
USA) logaritmikus ndvekedési fazisban tartottuk RPMI 1640 tapoldatban, 10 % FCS és 50
pg/ml gentamycin hozzaadasaval. Hetente kétszer passzaltuk a sejteket 2.5x10 4 sejt/cmz, a
felvalasztas tripszinezéssel tortént. Az aktivacios kisérletekhez 5 TU/ml IFN-y-t (R& D

Systems, Mineapolis MN, USA) adtunk a kulturahoz és még 48 6raig tenyésztettiik.
Limfocita preparalas nyirokcsomobdl és periférias vérbol

Az anyaggylijtést a DEOEC Etikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik.
Nyirokcsom6 mintat (1-1 db-ot) csak a sebészi beavatkozas soran terapias célbol eltavolitott
preparatumbdl vettiink ileocoecalis reszekcid (jobb hemicolectomia) esetén a mesenterialis
oldal feldl. Crohn betegek vizsgalata sordn szintén ileocoecalis nyirokcsomodkat tdvolitottunk
el, ha ez volt a betegség megnyilvanulasanak egyetlen goca. Barmilyen tarsuld gennyes

gyulladast kizaro okként kezeltiink. Kontroll nyirokcsomoéként nem tumoros, nem gyulladésos
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reszekatumokbol szdrmazd mintdk szolgaltak. Kontrollként egészséges onkéntes donorok

periférias vérét hasznaltuk.

A vérbol Ficoll (Sigma-Aldrich) gradiensen végeztik a limfocita szeparalds az
eléirasnak megfeleléen. A nyirokcsomodkat 30 percen beliil, jégre helyezett Petri csészében
apr6 darabokra vagtuk, a sejteket PBS-sel mostuk ki a kb. 1 mm?*-es metszetekb8l. CLSM
vizsgalatokhoz CD4+ sejteket dusit6 MACS oszlopot haszndltunk a gyartd eldirdsainak

megfeleléen (Miltenyi Biotec).
Monoklonalis antitestek

A MEM-111 (1gG2) az ICAM-1 (CD54), (Bazil 1990), a MEM-75 (IgGl) a
transzferrin receptor (TrfR, CD71), a MEM-85 (1gG2b) CD44 hyaluronsav receptor, a MEM-
43/5 (IgG2a) CD59 komplement inhibitor azonositasara hasznalt antitestek Dr.Vaclav Horejsi
ajandéka volt (Institute of Molecular Genetics, Praga, Cseh Koztarsasag). A W6/32 (IgG2A)
¢s L368 (IgG1) monoklonalis antitesteket az MHC-I nehéz lanc, (a2 a3 domének monomorf
epitopja ellen) (Tanabe 1992) és a P2 mikroglobulin azonositasara (Sz6l16si 1989) Dr.
Frances Brodsky bocsatotta rendelkezésiinkre (UCSF, CA, USA). Az antiTac (IgG2a) IL-2Ra
¢s a7A4-24 (1gG2) IL-15Ra elleni antitestek Dr. Thomas Waldmann (NIH, Bethesda, MD,
USA) ajéndeka volt. Az IL-2/15R kozos y lanca elleni antitestet a BD Biosciences
/Pharmingen-t6l (San Diego, CA, USA), a CD4 (clone S3.5) antitestet a Caltag, Bukkingham,

UK-t6l vasaroltuk.
Fab fragmentum preparalas

Az Fab fragmentek eldallitasat az elébb felsorolt monoklonalis antitestekbdl papain
(Pierce, Northumberland, UK) emésztéssel végeztiik emészté pufferben, 5 6raig, 37°C-on. Az
antitesteket centrifugalassal valasztottuk el, majd az Fc és Fab fragmentumokat protein A-

sepharose oszlopon valasztottuk el Edidin szerint (Edidin 1982).
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Az Fab fragmentumok és kolera toxin B alegység fluoreszcens jelolése

Az antitest fehérjéket donorként FITC-cel, akceptorként TRITC-cel (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) jeloltik, ill. tovabbi donor-akceptor festékparokat is
alkalmaztunk: Alexa-Fluor-488 Alexa-Fluor-546 (Molecular Probes-Invitrogen, OR, USA ),
Cy3-Cy5 (Amersham, GE, USA). A festék -fehérje molekularis aranya atlagosan 0.7 és 1.51
kozott volt. A pontos jelolési ardnyt minden mérés el6étt, minden ijonnan hasznalt antitest
esetében spektrofotométeren mértilk meg (Shimadzu UV-2100, Japan). A jeldletlen kolera
toxin B alegységet az RBI-t6l vasaroltuk (Natick, MA, USA), vagy a FITC-cel jelolt kolera
toxin B alegységet a Sigma-Aldrich-t6l (S-A Kft, Magyarorszag) szereztiik be. Az altalunk
jelolt antitestek megtartottak biologiai aktivitasukat (antigén specificitasukat és aviditasukat),

melyet jeloletlen antitestekkel valé kompeticioval ellendriztiink.
Sejtek antitest jelolése

1x10 ® sejtet 50pl-ben vettiink fel és telitd dozisu monoklonalis antitestet, vagy Fab
fragmentet adtunk hozza, az esetleges Osszetapadt molekula konglomeratumokat nagy
fordulatszdm centrifugalassal valasztottuk szét a jelolés eldtt. A sejteket 40 percig jégen
inkubaltuk sotétben. A jel6lés utan mostuk, majd 50ul PBS-ben reszuszpendaltuk a sejteket.
Végiil 2 % -os paraformaldehidet hasznaltunk fixalasként. A kotohelyek szamat fluorescens

gyongyokkel vald intenzitas kalibralas utan hataroztuk meg (Quantum 25, FCS Corp., USA).

Aramlisi citometria energia transzfer mérések (FCET) a jelolt sejtfelszini

fehérjék kozott

A sejtenkénti energiatranszfer méréseket a donor-akceptor molekula parok kozott
FACS™ Plus, kettSs 1ézer gerjesztésii aramlési citométeren, vagy FacsCalibur, vagy a harom
1ézert alkalmazo (Ar ion 488 nm, szolid fazis 532 nm, HeNe 633 nm-en emittald) FacsDiVa

késziilékeken (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) végeztik. A sejttormeléket
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kétiranyu szoraskép alapjan valasztottuk le (elére- és oldaliranya fény szorés). Egy-egy sejtrol
gerjesztés utan 3-4 fluoreszcencia intenzitasi adatot mértlink egyidejlileg. A hattér intenzités
(autofluoreszcencia) mértékét jeldletlen szuszpenziordl vettiik fel. A donor és az akceptor
gerjesztését kovetden mértiik a donor akceptorral és anélkiil emittalt energidjat, valamint az
akceptor molekula gerjeszt6 fénynél észlelt emisszidjat. A gerjesztéfény kiszlirésére a donor-

akceptor festékparoknak megfeleld sav ¢és feliil atereszto filtereket hasznaltunk
A GM1 lipid-raft méretének meghatarozasa kolera toxin jeloléssel.

A FITC jelolt kolera toxin B-t (Sigma-Aldrich KFT, Magyarorszag) 50 pl sejt
szuszpenzidhoz adtuk 30 percre. A kolera toxin B adagjat 5 és 150 pg/ml k6zott fokozatosan
emeltiik. A sejteket jelolés utdn paraformaldehiddel fixaltuk. Az 1x10 ®/ml sejtet tartalmazo

szuszpenziobol kb. 10 4 sejtet mértiink le FCET modszerrel.
CLSM

Az LS-174-T sejteket Zeiss LSM 510, vagy Olympus Fluo View 1000 konfokalis
mikroszképban is vizsgaltuk az elézdekben leirt fluoreszcens jelzések utan, a receptor
klaszterek pum-es skalan torténd megfigyelése céljabol. A sejteket fed6lemez-kamraban
(Nunc, Roskilde, D4nia) tenyészettiik, majd 4°C-on 30 percig jeldltiik, és PBS-ben valé mosas
utan paraformaldehidben fixaltuk. Az optikai rétegvastagsag 1.0-1.5 mikron volt, legalabb
két-harom fluoreszcencia intenzitds mérést végeztiink egyazon optikai sik képi

rekonstrukcidja eldtt.

RNS interferencia vizsgalatok

Az ICAM-1 expresszid blokkolasara két validalt rovid interferald6 RNS szakaszt
hasznaltunk, siRNS 8142 és 8233 (Ambion, Huntingdon, Egyesiilt Kirdlysadg). Negativ
kontrollként a GFP (green fluorescein protein) siRNS-ét hasznaltuk. Az LS-174-T sejteket

elektroporacid utjan transzfektaltuk Nucleofector eszkozzel (Amaxa, Koln, Németorszag). A
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sejtekhez az optimalis koriilményeket a gyartd adatbazisabol valasztottuk ki (T-oldat, T-20

program).
Valos idejii, in situ tomegspekrtometrias mérések (REIMS)

Konvencionalis elektromos kést hasznaltunk miitét kozben (Erbe 300, Germany). A
keletkez6 ionizalt molekuldkat tartalmazo fiistot a késre applikalt teflon csével, VAC 100
Venturi pumpaval szivtuk el (Veriflo, Parker Instruments). A nagy felbontasu
tomegspektrometrids méréseket Thermo LTQ Orbitrap Discovery és Thermo LCQ Deca XP
eszkozokkel végeztik. A mérések 150-500 ms iddt vettek igénybe, az alkotdk

molekulatomege 600-900 dalton kozott valtozott.
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Eredmények és megbeszélés

I. 1-2. HNPCC/LS adatbazis 1étrehozasa, 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)

1.4. abra Colon tumorbél metszet. A tumor sejtek magfestédésének 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 egymastol tdvol végzett

vizsgalatok soran (Tanyi 2012).

Esetszamaink nemzetko6zi 6sszehasonlitasban nem nagyok, de korabban hazai viszonylatban
csak Papp és mtsai adtak hirt nagyobb anyagrol (Papp 2007). Hasz HNPCC-s és 16 HNPCC
gyanus csalad vizsgalatarol szamoltak be. A 18 rokoni kapcsolatban nem levd betegben 18
mutaciot észleltek. Ezek kozott 16 patogénnek mutatkozott, valamint 9 még nem szerepelt az
adatbazisokban, igy uj mutacidoként kozolték. Ismétlédo 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” mutécio itt
sem mutatkozott. Az eltérések fele G volt, valamint 7 besorolatlan varianst 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 populdcidkkal, ahol a lélekszam
nagysagrendi hasonlosaga mellett egyértelmii founder mutéciot is talaltak (Chapelle 1998.
Nystrom-Lahti 1994, 1996.) ,,Founder mutaciora” sajat vizsgalataink soran sem bukkantunk,
az egyetlen ismétlédd varidns az MLH1 ¢.143A>C (p.Q48P) volt, harom genetikailag nem

rokon csaldadban talaltuk meg, kiilonb6z6 vizsgalatsorok alkalmaval (Tanyi 2012).

38



dc_1009 15

1.3. 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 megfelelden
részletes felvétele intézményeinkben nem altalanos. Szomort példak soraval talalkozhatunk a
lakossag egészségtudatossagat illeten is. A kdvetkezé nyolc csaladon keresztiil a jellemz6
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 els6fokt rokonok kozott, az apai ag egy
gyomor ¢és egy tlidodaganat 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 szekvendltuk, melynek sordn az MLH1 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 elhaldlozas miatt

nem sikeriilt kivizsgalnunk.

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

Hereditary Tumors)

A 7. exon nonszensz mutacidja uj eredménynek bizonyult. Mivel a mutaci6 STOP kodon
kialakuldsdhoz vezet, mely trunkalt fehérjét eredményez, a valtozast 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.

73PC

BEO

34CcRC” 2 43 CRC 2

. O_{ @

O O

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 személybol 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, minddssze a 77 éves
nagyapa volt érintett CRC altal az apai agon (1.6. dbra). M4s 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 MLHI1 prométer hypermetilacidjat ki tudtuk zarni. Ezek utdn
veégeztiik el a két gén 35 exonjdnak a szekvenalasat, mely az MLH1 19. exon 716. kodonjaban
Val — Met cserét, valamint az MSH2 13. intron 2210 + 1 G >C nukleotidjanak cseréjét

mutatta ki. 15 csaladtagot vizsgaltunk meg 0sszesen, akik koziil az anyai 4gon 8 személyben

crer

crer

munkatarsai ugy vélték, 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
mindossze 1 volt beteg a vizsgalatunk idején. Az MLH1 fehérje vizsgalat szerint a mutacio
egy nem konzervativ szakaszon helyezkedik el, és 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 problémdba iitkdztiink, a kooperacid
hidnya miatt. A részletes felvilagositas ellenére sem sikeriilt érzékeltetniink a betegség
kialakuldsanak veszélyét, és sziirésre a testvérparon kiviil tobben nem jelentkeztek. Az index
személy édesapja keriilt tiinetek miatt vizsgalatra CRC miatt, egyidejli 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 kertlt 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 életben, édesanyja 48 évesen
endometrium, édesapja 69 évesen gyomor daganat miatt halt meg (I.7. abra). A nagysziilokrol
idevagd informacidval nem rendelkeztek. A csaldd 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 szekvenalads soran az MSH2 13. exon 711. kodon
Arg—STOP valtozast sikeriilt igazolnunk. A patogén mutacié a nemzetkozi 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 sikeriilt

|.@

44 EC 69 CRC

O ,®

1.7. abra. A 3. csaladfa
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megvizsgalnunk, tovabbi 3 személyben mutattunk ki muticiét. 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 htigat 23 és 36 évesen veszitette el
endometrium carcinoma kovetkeztében. Edesanyjanak 49 évesen endometrium, édesapjanak
71 évesen végbélrakja volt. Az anyai agon fordult még el6 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. kodonjdban kezddédve, 11. intronban végzddve
(0.28756-2.305429). A kereteltolasos mutacido a fehérje heterodimer képzésért (MLHI-

PMS1/2) felelds szakaszanak funkcidjat sziinteti meg.

1 1 I d) | T 1l a1 | ' I
l.
—lﬁ uc —lﬁ uc 49|CRC 49 EC 71 CRC

52UC

90 OO 56 Og@

43 EC

mjelele

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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1.9. abra. Az 5. csaladfa
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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 els6 leirasok 1967-bdl és 1968-bol szarmaznak (Muir 1967, Torre
1968). A betegség az LS egyéb megnyilvanulasaitol a faggyimirigyekben megjelené bor
tumorokkal kiilonithetd el, melyre elsé alkalommal Lynch utalt 1981-ben (Lynch1981). Az
MTS el6fordulasi aranya 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 mutéciot irtak le egy cseh LS csaldd esetén, melyet szintén
patogénnek véltek (Plevova 2004). Ezt a patogén mutaciot 1999-ben mar masok is

megerdsitették.

Erdekes és sokszor nem konnyen eldontheté 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 lehetésége, példaul microRNS-ek altal (Valeri 2010, Hutchinson 2013). A
genetikai valtozas sem biztosan okoz kovetkezményes funkcio valtozast, ha a fehérje
konformacioja nem valtozik meg alapvetden. 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 kiilonb6z6
programot probaltunk ki az 0j mutacid patogén jellegének eldontésére: ,,artalmas” (SIFT),
,pathologias” (PMut) illetve ,,valdsziniileg 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 kivizsgdldsa 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 4gon nagyanyja 64 évesen, nagynénje 70 évesen kdzponti

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 iranyu kivizsgalast.

'- 1310 G
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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 6sszesen 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 iitkoztek az apai oldalon elhaldlozasok

miatt, az anyai a4g 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 funkcioképtelen 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 szarmazé informéciot gondosan
értekelni kell, mieldtt felallitjuk az LS diagnoézisat. Bar nagyszamu 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 tudataban azonban az sem kizarhato, hogy pl. az alacsony penetrancidju
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(onko)génekben felhalmoz6dé mutéciok hozzak létre a daganatok csaladi halmozodasat

(Wood 2007).
7. Csalad

A 47 éves férfi puffadas, széklethabitus valtozas miatt keriilt kivizsgalasra, 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 szlirését 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 osszefoglald 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, diagnosztikédban 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 rekonstrukcido reményével ujabb 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 jel6lddés 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 csalad tagjai nagyon jol egylittmiikodnek a szlirésben, kovetésben,

ujabb daganatot egyeldre nem észleltiink (Tanyi 2012).
A csaladfa vizsgalatok osszefoglalasa:

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 mutacio ,,talalati aranya” eddigi vizsgalatainkban
magasabbnak mutatkozik, mint egyes nagy esetszamu 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 el6tti 1épésként alkalmazzak rutinszertien (Tanyi 2014).

Tanulsdgos maga a szamtalan formaban megjelend tumor variacid. Valamennyi esetén fel kell
meriiljon a vizsgdldé orvosban a kozds genetikai hattér lehetdsége, mely néhany rovid
kérdéssel tisztazhatd. Fontos a csaldd hozzaéllasanak, a csalddtagok egyiittmiikodésének a
megnyerése (sajat  érdekiikben). Sokkal hatékonyabb a prospektiven elvégezett
csaladfakutatas, még a bent fekvés alatt, mint utdlag kérdoivek 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 utmutaték keriiltek kidolgozasra eurdpai ¢s amerikai
szakértécsoportok altal (Vasen 2013, Giardiello 2014). Legfontosabb megallapitasaik kozott
is els6 a CRC colonoscopos sziirésének effektivitasa. Az 1-2 évente rendszeresen ismételt
tiikrozések egy 2000-ben publikalt finn tanulmany szerint a mortalitast 65, a morbiditast 60%-
kal csokkentette, egy 15 éves megfigyelési periodus alatt, a nem sziirt populdcidohoz 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 szubtotélis vastagbél
reszekcid mellett foglal allast, de a jelentds életmindség romlast (gyakori hig székletiirités,
gyengiild kontinencia), feltétleniil szdmitasba kell venni az életkor és az esetleg eleve
gyengébb sphincter funkcio fliggvényében (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 tullévé ndk szamdara. Kifejezett a kockdzat MSH6 mutacid esetén.
Az 1-2 évente végzett vizelet-vér vizsgalat nem megterheld, hatasfoka azonban alacsony,
ezért nem része az ajanlott vizsgalatoknak, ahogy a tobbi LS asszocialt tumort sem lehet még
eredményesen szlrni. 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 elsésorban 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 munkajuk miatt aggddnak. Politikai
reagalasként mar torvény is sziiletett a genetikailag érintettek diszkriminacioja 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 hordozo statusz felmérhetd kiilonosebb megterhelés nékiil, de az
eredmény kozlésének lelki hatasaira gondolni kell. Javasolt azonban a csalad index betegében
megjelent daganat felfedezési ideje eldtt elkezdeni a szlirést a hordozo, de még tiinetmentes

tobbi csaladtagban.
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Fontos az ismeretanyag propagalasa az orvos kollégak felé is: idoben-térben elkiiloniilé
rendeléseken lathatjdk ugyan annak a betegnek és/vagy csaladnak a bér, endometrium,
gastrointestinalis (CRC, gyomor, vékonybél, pancreas) és idegrendszeri tumorat, amig valaki

Osszekapcsolja a halmozodas hatterében allo genetikai lancszemet.

A csaladi halmozo6dast mutato, de a jelenleg még nem tisztazott hatteri beteg csoportokra
is ki kell terjeszteni a sziirést, ill. annak lehet6ségét fel kell ajanlani. Az adatbazisokbol
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 rizikoji 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 fiiggetleniil, a
sporadikus esetekben is. Az MSI-H daganatok ugyanis, az 5-FU alapt kezelésre masként
reagalnak, felesleges, s6t karos is lehet a ,klasszikus” kezelési sémdak alkalmazasa.

Mindemellett a tulélés 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 ICAM-1 siRNS hatasara az MHCI és

ICAM-1 vonatkozasaban

Az immunrendszer megfeleld miikodésének 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 kivéltasahoz a
fehérjéknek elegendden nagy szdmban és koncentraltan kell jelen lenniiik a sejtfelszin egy
kitlintett teriiletén. Ugyanakkor, a jelatviteli kaszkadokban résztvevé 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) (Matké 1994), valamint uvedlis melanoma (Bene 2004) membranjaban
egyértelmiien kimutatasra keriilt az MHCI ¢s ICAM-1 molekulak szoros, rendezett
teriiletein, a GM1 gangliozid és magas koleszterin tartalommal jellemezhetd lipid tutajban

volt megfigyelhetd.

Az LS-174-T hamsejtek vizsgalata soran elsédleges célunk az volt, hogy kimutassuk van-e
jellemz6 receptor asszociacid, valamint a mintazat reagal-e citokin hatasra. Az LS-174
sejteken hasonloé mintazatot talaltunk, mint amely korabban limfoid sejteken leirasra kertilt.

Mindkét receptor a GM1 ganglioziddal jellemezhet6 lipid tutajban helyezkedett el, az MHCI
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molekuldk nagyfoki homoasszociaciét mutatva. A 48 o6rds IFN-y kezelés egyértelmil,
reprodukalhatd 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, szdmaranya szignifikdnsan nem valtozott. Az energia
transzfer mérések eredményét intermolekuléris tavolsag mérésre konvertdlva, a sorozatos
triangulatio modszerét alkalmazva (Damjanovich S 1999, Szentesi 2004), azt tudtuk

------

csokkent,

8
<)

o Control
= @ INF-gamma

* IL.1. abra. IFN-y hatasa az

]
&
2 200 *
E MHCI és ICAM-1 expressziora
s 150 A -
g az LS-174-T sejtek plazma
=
2 1909 T membranjaban. Az MHCI
2
5 50 megkétszerezddik, az ICAM1
o
0 mennyisége kozel tizszeresére

MHC-I MHC-I ICAM-1 TR

Hoaw Chain iight Chain valtozik. Negativ kontroll a TrfR.

..... r”

¢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 vizsgdlt molekula oligomereket képez kiilonbozd tumoros limfocitdk
felszinén. Az MHCI nehéz és konnytli lanca kozott végzett energia transzfer mérésekkel az is
kimutathat6 volt, hogy a molekuldk polarizéltan, egy meghatarozott irdanyban allnak

egymashoz képest. Nem észleltiink valtozast a kontrollként hasznalt transzferrin receptorok
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abszolut szamaban és az elébbi 2 receptorhoz vald tavolsagaban. Az IFN-y kezelés nem csak
a receptorok szamossagat és egymashoz valod viszonyat, hanem az Oket befogadd lipid raft
méretét is megvaltoztatta. Ez utobbira a koleratoxin-GM1-gangliozid energia transzfer
mérésekbdl lehetett kovetkeztetni. A tavoli, ,.coated pitben” elhelyezkedé TrfR
homoasszociacidé tovabbra is nagyfoku volt (azaz az energia transzfer értékek tovabbra is
magasak voltak a TrfR-ok ko6zott) és nem csokkent a tavolsag a GM1 ganglioside-dal
jellemzett rafthoz. Az LS-174-T sejtek mérete, alakja és proliferacios rataja a vizsgalat id6
periddusa alatt valtozatlannak mutatkozott. A két receptor kolokalizacidjat megerdsitettiik
konvencionalis fluoreszcens mikroszkopos ¢és CLSM vizsgéalatokkal is. Ennek a
vizsgalatsornak az osszefoglalasa a 1.2 abran lathaté vazlatosan: bar az MHCI receptor szam
kozel kétszeresére nd, az ICAM-1 kozbeékelddése miatt az MHCI homoasszociacié foka

csOkken IFN-y stimulacié utan (Bacso 2002).

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

membranjanak receptor

konfiguraciéjara. Az MHCI

Control szamossag jelentdsen nd, de a

.....

az ICAMI1 kozbeékelodése
miatt (Bacs6 2002).

INF-y-treated

Az IFNy hatasara kialakult receptor mintazat valtozast az LS-174-T sejtre gyakorolt
komplex hatasok egyikének is tulajdonithatjuk, de az is feltételezhetd, hogy a két receptor

nem véletlenszerlien, pl. a receptorszdm ndvekedése miatt keriilt egymas molekularis
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kozelségébe. A kérdés tovabbi vizsgalatara RNS interferencia vizsgalatokat alkalmaztunk.
Az ICAM-1 mRNS transzlacidjat gatlé siRNS 8142 és 8233-t alkalmazva azt észleltiik, hogy
a plazma membranban jelent0sen lecsokkent ICAM-1 jelenlét mellett az MHCI
homosszociacié foka ismét megnétt, azaz ,visszarendezddott” a IFN-y kezelés elotti
helyzetbe. A megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az ICAM-1 iranyitott moédon is
kertilhet az MHCI molekulak kozelségébe. A két gatldo RNS koziil az siRNS 8233 expressziot
csOkkentd hatasa erételjesebbnek bizonyult. A kivaltott jelenség specificitasat az irrelevans
GFP siRNS hatastalansaga és a TrfR (ebben a kisérletben is irrelevans, tavoli molekula)
szamossaganak (I1.3. abra) és térbeli eloszlasanak (II.4. abra) valtozatlansaga is erdsitette. Az
IFNy ¢és az siRNS fokozatos kombinalt alkalmazasaval kozel linearis ICAM-1 expresszid
novekedést sikerlilt kivaltanunk. A receptor membranban vald reprezentacidjanak

novekedésével parhuzamosan lehetett kivaltani az MHCI molekuldk koz¢é torténd

,,beékelodését”, ami egy dinamikusan
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11.3. 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 el6tt és utan. A referencia alapnak a
GFP siRNS-sel kezelt sejtek ICAM-1 expresszidjat vettiik.
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MHC-I hc

GFP siRNA

MHC-I hc

ICAM-1 siRNA-1

MHC-I hc

MHC-I hc

non-transfected ICAM-1 siRNA-2

MHC-I hc

non-transfected

11.4. abra. IFNy-val kezelt LS-174-T sejtek vizsgalata konfokalis mikroszképpal. A két
receptor egyiittallasat a narancs szinti foltok jelzik (1. sor). Mindkét siRNS gatolta az [CAM-1

------

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

szabalyozott folyamatra és nem véletlenszer(i torténésre utal (Nagy 2006). Az ICAM-1 tumor
metasztazis képzésben betoltott szerepérdl egyre tobb informacidé halmozddik fel. Szerepet
tulajdonitanak az ér- és nyirokér felszinén elhelyezked6 molekuldknak a kissejtes tiidorak és
emlOrak metasztazisainak kialakuldsaban (Finzel 2004, Kawai 2009), valamint CRC és
pancreas tumor sejtek mesotheliumon valdé megtapadasaban (Ksiazek 2010). Kinai szerzok az
ICAM-1 polimorfizmus és a gyomorrak rizikoja és prognodzisa kozott talaltak Osszefliggést

(Tian 2012). A kiilénb6zd citokinek célzott terdpiaban jatszott hatdsmodositd, adjuvans
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szerepe szintén jelentds irodalommal rendelkezik (Waldmann 2007, Steel 2012).
Vizsgélataink egyértelmiien arra hivjdk fel a figyelmet, hogy nem csak egyes receptorok
jelenléte, vagy hidnya lehet fontos ezen terapids modozatok hatékonysidgaban, hanem a
kaszkadban résztvevé molekuldk egymdshoz vald térbeli viszonya, orienticidja is. A
citokinek klinikai alkalmazédsa esetén valdszinlileg azok tOobblépesds, esetenként sok

tamadaspontu szerepét is figyelembe kell venni.

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

betegekben

A CD4+ limfocitdknak kozponti szerepiik van az adaptiv immunvalaszban, hiszen
ezek a sejtek segitik a citotoxikus T sejtek és az antitestek altal medidlt valaszt is.
Sziikségesek az immuntolerancia fenntartdsdban és a sajat szervezet szamara kéros reakciok
gatlasaban is. Kiemelt szerepiiket mi sem bizonyitja jobban, mint a HIV virus hatasara
kialakulo sulyos deplécidjuk, mely opportunista fertézésekhez és gyakoribb daganat
kialakulashoz vezet. A korabbi felfogas szerint két {6 tipusra oszlott a CD4+ sejtek csaladja,
az IFN-y termeld Thl, intracellularis patogének ellen haté és a Th2, IL-4 termeld,
extracellularis parazitdk ellen aktivalédo sejtekre. A koézelmultban deriilt fény arra, hogy a
koréabbi differencialodasi irdanyok jelentdsen boviilnek a Thl, Th2 mellett a Th17 irdnyban,
mely szamos specifikus patogén ellen aktivalodik és a regulatorikus (Treg) sejtek iranyaban,
melyek az immuntoleranciat szolgaljak, a follikularis helper sejtek (Try) pedig a B sejtek
antitest termelését iranyitjak. Az 6ssejt jellegi sejtek szinte barmely effektor, memoria és
regulatorikus iranyban tudnak differencialédni. Szamos alcsoport azonban megtart bizonyos
foku ,,rugalmassagot”, mely lehetové teszi, hogy Gjabb antigén stimulus hatasara tovabbi,

vagy mas fajta citokineket termel6 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 szol 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 hibas 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
szarmaz6 adatok elsOsorban sejtvonalakon tortént mérések eredményei. Vizsgalataink
kozéppontjaban az allt, hogy ki tudunk-e mutatni konzisztens kiilonbségeket az altalunk
korabban is vizsgalt raftok mintazataban a colonban zajlé tumoros és gyulladasos folyamatok
hatasara, betegekbdl szarmazd 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 ¢€s ugyanazon beteg periférias vérébol izolalt sejteken végeztiik.
Kontrollként Onkéntesektdl szarmazo periféras vért hasznaltunk. Aramlasi citometridval
eldszor az abszolut receptorszamokat hataroztuk meg. A betegek periférias 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%-o0s, az MHCII és az
IL-2Ra 28-35%-0s csokkenést mutatott (I1.5. abra). A statisztikai szignifikancia minimum
szintjét messze meghaladd csokkenés minden vizsgalt proteint érintett. A jelenség dnmagaban
is felveti a lokalis ,,immunparalizis” lehetségét, hiszen a T sejtek aktivacioja IL-2Ra
alegység szdmbeli novekedésével és a nagyaffinitast afy receptor komplexum kialakuldsaval

jarna, az MHCII pedig az antigén prezentacidban nélkiilozhetetlen.
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mutattak, hogy a receptorok tovabbra is a jellemz0 lipid tutajban helyezkednek el

Control blood

f-m 2684 +364 (14)
MHC I heavy chain 216.8 +28.1 (14)
MHC II (HLA-DR) 429 +32(24)
IL-2Rat 542 +£53(12)
[L-15Ru 16.5+09
ICAM-] 10.7 £1.2(12)

Colorectal

Blood DLN
Bom 356.9 + 76.5 (4) 140.3 4+ 20.8 (18)"
MHC I heavy chain  257.5+ 30.6 (6) 126.1 + 14.6 (18}‘
MHC II (HLA-DR) 36.7+ 7.1 (10) 31.1;4.(][16‘]
IL-15Ro 131446 64+23"
ICAM.I 1214+ 12(6) 6.1+0.5(5)

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 mutattak, 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 citometrids energiatranszfer méréseink arra is utaltak, hogy a receptorszam
csokkenés mellett az egyes molekulak rafton beliili elhelyezkedése mutat igazan jelentds
kiilonbséget a periférian talalhato limfocitakhoz képest (I1.7. dbra). A I11.7. B, D, F, H 4dbrakon
mind az atlagos fluoreszcencia intenzitds, mind az akceptor jelenlétében mért intenzitds
csOkkenés kisebb mértékil, mint a kontroll esetén, ami a vizsgalt molekuldk kisebb szamara és

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

receptor funkciojara. Ramalingam és mtsai 1997-ben az MHCI és az inzulin receptor
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IL.7. abra. Receptor paronkénti FRET hisztogrammok periférias vérbél (Control) és
tumor drenalé nyirokcsomokbdl (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 kozotti FRET mérés, C, D: MHCII és MHCI nehéz lanc kozotti FRET
mérés, E, F: IL-20 és MHCI nehéz lanc k6zotti FRET mérés, G, H: ICAM-1 és MHCI nehéz
lanc kozotti FRET mérés eredménye. A vastagabb vonal altal jelzett gorbék balra tolodésa
kisebb transzfer hatasfokot, azaz nagyobb tavolsagot jelent a molekula parok kozott.
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kolcsonhatdsara mutattak ra B-sejtes limfoma vonalakon. Az IR mesterséges lipid
membranban iS az MHCI mellé asszocialodik, az asszociacido ¢€l6 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 foszforilacija, valamint a
foszfoinozitol 3-kinaz aktivitasa. Az IR altal mutatott funkcidvaltozasokat a szerzok

egyértelmiien az MHCI-gyel tortént asszociacioval kapcsoljak 6ssze.

A tumoros betegekbdl szarmazo limfocita mintdk utdn 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 szadmos 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 elézéekben
vizsgalt receptor panelt (MHCI p2-mikroglobulin/nehéz lanc, ICAM-1, IL-2/15R a, y
alegységek) kibdvitettiik a CD44s hyaluronsav receptor és CD59 komplement inhibitor
molekulakkal. A két utobbi molekula szintén igazoltan fontos szereppel bir a sejt-sejt
kolcsonhatasokba, a homingban és a sejthalal folyamatédban, emellett mindkettd alkotdja az
MHCI koré szervez6dd raft protein mintdzatnak. Kontrollként nem tumoros egyedekbdl
szarmaz6 nyirokcsomokat hasznaltunk, akikben jelentds gyulladdsos paraméter emelkedés

sem volt kimutathato.

Az abszolut receptor szamok mérése soran az MHCI alegységek tekintetében kozel
50%-o0s csokkenést észleltiink, mig az [L-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 atrendez6dést mutatottak a rafton
belil. Az MHCI molekuldk homoasszociacidjanak csokkenését az ICAM-1 hasonld
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 betegekbél és egészséges
kontrollokb6l szarmazé nyirokcsomé CD4+ limfocitakon. 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 molekulak egymashoz viszonyitott tavolsagat (I1.9. abra).
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11.9. abra. A paronkénti receptor tavolsag mérés és az abszoliit 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 alulreprezentalt. A  hangsuly paronkénti a

tavolsagmérésekbdl szarmaztatott térbeli elhelyezkedés bemutatasan van.
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A tumoros ¢és Crohn betegekb6l szarmazo CD4+ limfocitak vizsgalati
eredményeit Osszehasonlitva a kovetkezd megallapitasokat tettiikk. A receptor paronként
végzett FRET mérési technika alkalmas a lipid rafton beliili finom molekularis
atrendez6dések kimutatasara. A két vizsgalt csoportban hasonlosag volt az MHCI és az
ICAM-1 szamossagéanak jelentds csokkenése, a két molekula eltdvolodasa egymastol és a raft
fellazulésa. Ellentétes valtozast mutatott az IL-2/15R a alegységek, CD44 és CD59 molekulak
szambeli reprezentacidja, jelentds csokkenést mutatva tumoros mintakon, mig Crohn-os
sejteken ezen receptorok szama szignifikansan nétt. Ugyanezen molekuldk elrendez6désében
is ellentétes tendenciat tudtunk kimutatni a két csoport kozott, mig a tumoros sejteken
csokkent az asszociacio az MHCI-gyel (,,lazabb” receptor konfiguracio), addig a Crohn-os

sejteken egyértelmii kozeledést észleltiink az MHCI iranyéaban.

A FRET vizsgalatok nagy felbontasa mellett kiemelendd a kifejezett koltség é€s
munkaigénye, ezért nem valdszinii, hogy jelen formajaban rutin vizsgalo eljarassa valhatna. A
ezek jelentdségével azonban mar évtizedek ota foglalkozik szamos tudomanyag (Metzger
1992). A nagyobbszamu receptor egylittes egyidejli azonositasat ,,nanoscale” vizsgalatokkal
(de Bakker 2007), ill. ,,micropatterning” (Sunzenauer 2013) technikaval igyekszik szamos
munkacsoport felderiteni. Kiilonb6z6 utakon probaljak elérni azt, hogy a molekularis
mintazatrol képet alkothassunk, funkcionalis jelentéségiikrél informacioval rendelkezziink és

a sejtfolyamatokba beavatkozhassunk.
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IL.S. Intraoperativ szovetanalizis gyors ionizalo vaporaciot felhasznalo
tomegspektrometria modszerével

Biologiai szovetek tomegspektrometrids analizise tobb évtizede intenziv kutatds targya. A
gyors vaporizaciot felhasznald ionizacids tomegspektrometria (REIMS) egy olyan fejlesztés
alatt all6 technika, mely alkalmasnak latszik arra, hogy kozel valds idejli molekularis
felbontasu ,,szovetanalizist” tegyen lehetévé. A modszer intraoperativ alkalmazdsdhoz az
elektromos kés hasznalata kozben keletkezo ,,fiist” elvezetése sziikséges. A fiistben jelenlévo
ionizalt molekuldk (9 kiilonbozo lipid, elsdsorban foszfolipidek) analizise teszi lehetové a
szOveti azonositast. Az eldvizsgalatok soran egy olyan adatbazis kertilt felvételre mely 1624
daganatos, 1231 egészséges és 78 gyulladdsos szovetminta spektrumat tartalmazta. Ezen
vizsgalatok azt mutattdk, hogy inkdbb az alkotorészek 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 mjj
metasztazist és 21 ,egészséges” mdj mintdt analizaltunk. A daganatos esetekben 5.8-6.8%
volt a tévesen negativnak itélt tumor, metasztazis esetében minden mérés a valos stdtusznak
megfeleld volt. Tizenegy IBD-s beteg 20 spektruma és 7 adenoma 34 spektruma esetén nem
volt téves eredmény. Nem volt kiilonbség 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 jovdbeli alkalmazhatdsagot potencidlisan novelheti az a

megfigyelés, hogy nem csak a szOvettani tipussal, hanem a valtozo citologiai gradussal is
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eltéré spektrum vehetdé fel. A moddszer taldltai pontossagidt mindenképpen befolyésolja a
koliinb6z6 szovettani tipusu betegségekrol felvett adatbazis, mely viszonyitasi alapja lehet az

aktualis mérésnek.
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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),
deszorpcids elektrospay ionizacios tomegsepktrometria alkalmazasa soran, agy tumorok ill.,
gyomor tumorok esetében. A vizsgalat 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-t61, valamint az anamnézis (Amsterdam, Bethesda
kérd6ivek) alapjan gyanithatban pozitiv betegek anyagan immunhisztokémiai ¢és

mikroszatellita vizsgalatokat végeztiink.

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

1 nonszensz mutécio volt, valamint szamos mar leirt polimorfizmust is kimutattunk.

Az egyiittmiik6dd csaladtagokat gondozasba vettiik. Ennek kdszonhetden vastagbél polipok
kertiltek eltavolitasra, még a malignus novekedési fazis el6tt. A genetikai eltérést nem mutato,
de anamnesztikus adatok alapjan nagy rizikoji betegeknek ¢és csaladtagjaiknak is

folyamatosan felajanljuk a kovetés lehetOségét €s az altala nyajotta elonydket.

I1. 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, CDS59

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 drenalé nyirokcsomoibdl szarmazo CD4+ limfocitak
mutattak receptor szambeli és mintazatbeli kiilonbségeket a kontroll periféras 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 kornyezet 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 vizsgéalata mellett tovabbi segitség lehet a

daganatok tipusanak ¢és dignitdsanak eldontésében.
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