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1. Roviditések jegyzéke

AGE - agaroz gélelektroforézis

APC — adenomatosus polyposis coli

CE - kapillaris elektroforézis

CRC - colorectalis carcinoma

CV% - variacios koefficiens

FAP — familiaris adenomatosus polyposis

FLT3 — fms-like thyrosine kinase (,,fms-szer( tirozin kinaz”)
HNPCC - hereditary non polyposis colorectal carcinoma
ITD — internal tandem duplication (,,belsé tandem duplikacié™)
JAK2 - Janus kinéz 2

MAP — MUTYH (= MYH) asszocialt polyposis

MYH — huméan mutY homoldg

MMR gének — mismatch repair gének (,,hibajavité gének”)
PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis

RFU - relativ fluoreszcencia egység

SNP - single nucleotide polymorphism

TKD - tirozin kindz domén



2. Bevezetes

A vastagbélrak (colorectalis carcinoma, CRC) vilagszerte a harmadik leggyakoribb
daganatfajta nokben, és a negyedik a férfiakban, ezzel dsszhangban a fejlett orszagok
tobbségeében a masodik leggyakoribb daganatos haldlozasi okként szerepel [1, 2]. A
kialakulasdban kornyezeti és genetikai tényezok is kozrejatszanak. A fejlett orszdgokban a
legnagyobb a CRC incidencidja, a fejlodé orszagokban a legalacsonyabb, a kiilonbség
mintegy tizszeres. Az egyik legf6bb rizikotényez6 a kor, az incidencia 40-50 éves kor kozott
meredeken emelkedni kezd. Az atlagos kock&zatu populacioban a CRC kialakuldsanak
valoszintisége a teljes varhatd élettartamot figyelembe véve kb. 5%. Specialis, CRC-re
hajlamosité 6roklodé korképek esetén az incidencia nagyobb. A bal és jobb colonfél
tumorainak morfologiai megjelenése és klinikai tlnetei kulonbozhetnek, de szdvettanilag
nem, tdbbnyire adenocarcinomak. A daganat stadiumbeosztasa meghatarozza a CRC
prognozisat és a tovabbi kezelés menetét is.

A CRC-t feloszthatjuk sporadikus, orokletes és csaladi halmozddast mutatd
csoportokra. Az esetek kb. 5-10%-aban egy ismert gén 6roklott mutcidja all a betegség
hatterében, tovabbi 20-25%-ban pedig egyértelmii a daganatos betegségek csaladi
halmozddésa, de ennek hatterében kevéssé ismert, Kis hatdsd, orokletes genetikai eltérések
kumulalodasa allhat. A CRC-k 70%-a sporadikus, melyek valamilyen szerzett genetikai
eltérés talajan alakulnak ki [3].

Mind a velesziiletett, mind a szerzett CRC alapja a genetikai instabilitas, mely
alapvetden harom f6 mechanizmusra vezetheté vissza. A kromoszoma instabilitds az oka a
sporadikus esetek kb. 85%-anak, amikor is szamos szambeli és strukturalis kromoszéma
eltérés alakul ki és ez befolyasolja kulcsfontossagu gének miikodését. A hibajavitd rendszer
(MMR) fehérjéinek (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) hidnya felelés a CRC kb. 5%-at kitevd
Lynch szindroma és a sporadikus esetek 8-15%-anak a kialakulaséért. VVegul a CRC-s esetek
fehérjék (pl. APC, MLH1) szintézisének a csokkenését vagy hianyat eredményezhetik. Ez a
,CpG-sziget metilator fenotipus” szintén tarsulhat microsatellita instabilitissal, és
leggyakrabban a sporadikus esetekben mutathato ki [4].

Bar mind a sporadikus, mind az 6rokletes CRC hatterében allo potencialis genetikai
eltérések szama folyamatosan ndvekszik, szdmos nyitott kérdés var még valaszra. Munkank
sorén sporadikus és orokletes CRC-s esetek mintéit vizsgaltuk Uj genetikai eltérések utan
kutatva, olyan fehérjék génjeit vizsgalva, melyek vagy a sejtosztodas szabalyozéséban

toltenek be nelkllozhetetlen szerepet, vagy mutacioik révén sejtproliferaciot indukalnak.



3. Irodalmi 6sszefoglald
3.1 A colorectalis daganatok etiologiaja, epidemioldgiai, klinikai és patoldgiai jellemzéi

Egy 2002-es vilagméretli felmérés szerint évente kb. 1 millio Gj CRC-s esettel kell
szamolnunk, és a CRC-hez tarsulo éves halalozas kb. fél millio 6 [2]. Az Amerikai Egyesult
Allamokban évente kb. 150 000 Uj esetet diagnosztizalnak és hozzavetélegesen 50 000 ember
hal meg CRC-ben [5]. A CRC a harmadik leggyakoribb tumorfajta, és a tiidérak utan a
masodik helyen all a rakos halalozasok listajan az USA-ban. Magyarorszagon is hasonld a
helyzet: a CRC a harmadik leggyakoribb tumor a tiid6- és emldrak utan (KSH adatok, 2008),
és masodik a tumoros haldlokok listajan a tiid6- és emldrak kozott. 2008-ban hazankban 8100
ember betegedett meg rosszindulati vastagbélrakban, és 4750 ember halt meg ebben a
betegségben.

Bar az USA-ban az utdbbi évtizedekben valamelyest csdkkent a CRC incidencidja [6],
a fejlett orszagok tobbségében novekvéd tendencia figyelhetd meg. Egyebkeént is a fejlett
orszagokban a legnagyobb a CRC incidenciaja, a fejlodé orszagokban joval alacsonyabb, a
kiilonbség mintegy tizszeres [7]. Ennek oka a taplalkozasi és kornyezeti tényezokon tul az
egyes populaciok genetikai fogékonysagaban is kereshetd. Az atlagos kockézatu
populacidban a CRC kialakulasanak valdszintisége a teljes varhatd élettartamot figyelembe
veve kb. 5%.

A halélozés CRC-ben csokkend tendenciat mutat a fejlédd orszagokban az 1980-as
évek oOta. Ennek oka részben a betegség diagnosztizalasanak fejlédése, az endoszkdpia
terjedése, ennek révén a CRC és az azt megeléz6 allapotok korabbi felismerése, de a terapia
fejlodése is. Az ot éves talélés az USA-ban a magas incidencia ellenére is 61 szazalék [8],
mig példaul Kelet-Eurdpaban csak 30 szazalék [7].

A CRC negyven éves kor alatt viszonylag ritka betegség, ezt kovetéen azonban az
incidencia emelkedni kezd és a korral egyre nagyobb lesz [9]. Az 6roklédé korképekben a
legnagyobb a CRC kockéazata, ide tartozik pl. a FAP és a Lynch szindroma, bar a kett6 egydtt
a colon tumoros esetek kevesebb, mint Ot szazalékaért felelés [10-12]. Ezekben a
korképekben jéval fiatalabb korban — nemritkan a 2-3. évtizedben — alakul ki CRC.

A betegség lefolyasat illetden szamos, azt befolyasold tényezdrdl jelent meg
publikacio. gy hatassal lehet pl. a progndzisra a diagnézis idépontjaban megfigyelhetd
tlnetcsoport, a daganat bélen bellli helyzete, szama (egyszerre tobb tumor mutathatd ki a
colonban). A betegség felismerésekor panaszos betegek 6t éves tulélése 49%, szemben a
tinetmentes betegek 71%-aval, a sulyos szovédménynek szamitod perforaciéo vagy obstrukcid

jelentésen rontja az esélyeket [13-18]. A vérzés ugyanakkor nem fliggetlen prediktor a



betegseg kimenetele szempontjabol [16, 19]. Azok a betegek, akiknél distalisan helyezkedik
el a tumor, rosszabb talélési arannyal rendelkeznek, mint a proximalisabban elhelyezkedd
tumorok esetén [20]. A betegek 3-5 szazalékaban talalhat6 szinkron tumor, azaz legalabb két,
egymastdl fuggetlendl, de egyidejiileg jelentkez6 daganat a bélben, ami hangsulyozza a colon
teljes atvizsgalasanak fontossadgat. A prognozis hasonlé a szoliter tumorok hasonlo
stddiumaban szenvedékéhez [21]. Az utobbi évtizedekben a vastagbélen beltli lokalizaciot
illetéen fokozatos eltolodas észlelheté a jobb colonfél felé, ami féleg a coecumot érinti és
kilonbdsen a nékben figyelheté meg [6, 22, 23]. A jobb colon félben elhelyezkedd tumorok
nagy méretet érhetnek el anélkil, hogy passzazszavart okoznanak, ezért az els6 tiinet gyakran
az okkult vérzés okozta vashianyos anémia. A bal colonfélben 1évé tumorok ezzel szemben
gyakran lument sziikitéek, obstrukciot, kdvetkezményes székrekedést vagy hasmenést
okozva.

A jobb és bal colonfél tumorai kozott szOvettanilag azonban nincs kilénbség,
tulnyomdrészt adenocarcinomak. A mirigystruktdra alapjan kulonboztetnek meg jol vagy
kevésbé differencidlt tumort. A nagy mennyiségii mucint termel6 és szekretald mucinosus
tumorok leginkabb distalisan fordulnak eld, felismerésiikkor tobbnyire elérehaladott
stddiumban vannak mar [24]. Ha a mucin intracellularisan marad, a sejt pecsétgytirii alakot
vehet fel. Ha a tumor jorészt ilyen sejtekbdl all, pecsétgytri sejtes carcinomanak hivjuk. Bar
ritkan el6forduld tipus, egy tanulmanyban a betegek dont6 hanyada mar el6rehaladott
stddiumban volt a betegség diagnosztizalasanak idején, kétharmaduknal pedig carcinosis
peritonei is jelen volt. [25]. A CRC-k tizedében neuroendokrin differencialodas is lathatd. A
Kiterjedt neuroendokrin differencialodast tartalmazd tumorokat Kis sejtes carcinomanak
hivjuk. Ezek tobbnyire rossz progndzistuak. Az adenosquamosus carcinomaban laphamsejtes
differencialodas is lathatd. A CRC-k egyik Uj altipusa a medullaris carcinoma, egy nem
differencialt, nagy eosinophil sejtekb6l és infiltrald kis lymphocytakbdl all6 tumor, mely
Osszefliggesbe hozhatdo a microsatellita instabilitassal és a Lynch szindromaval [26]. A
prognozist illetden a szovettani tipus néhany nagyobb kockézattal jaro format leszamitva (pl.
a pecsétsejtes vagy a nem differencialt carcinomék) nem fiiggetlen prognosztikai tényez6 [27-
32].

A CRC eredményes kezelesenek egyik nagy problémaja, hogy a felismerés
idépontjaban a betegek 6tédében mar tavoli attétképzodés alakult ki [33]. A tumoros folyamat
hematogén (m4j, tiid6) és lymphogén Gton (regiondlis nyirokcsomok) adhat attétet, illetve
kozvetlenll is raterjedhet a kornyezetére (hashartya). A vena portaen keresztil az els6

hematogén metastasis tobbnyire a majban képzdédik, kivéve a rectum alsd részében
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elhelyezked6 daganatok esetén, amikor a vena rectalis inferioron keresztil kdzvetlendl a
tiidében képzédhet attét. Szamos mas szerv is érintett lehet, pl. a csontokban, az agyban is
keletkezhet metastasis.

A diagnézis felallitdsa utdn a betegség kiterjedésének, tavoli attétképzodésének
megallapitasa sziikséges a lehetséges kezelés és a prognozis meghatarozasanak céljabol. Két
osztalyozast hasznalnak elterjedten: a Duke szerintit és a TNM sémat [34]. A legfontosabb
tényezOk a tumor kiterjedése (a bélfal rétegeinek érintettsége), a tdvoli metastasis jelenléte, a
nyirokcsomok érintettsége és szama, illetve a miitét soran esetlegesen visszamaradt tumor.
Jelent6sége van tovabba a mitét elétti CEA szintnek. Emelkedett szintje esetén (>5 ug/l),
csokken az 6t éves tulélés aranya, illetve rovidebb a recidivaig eltelt id6 [35-36].

A CRC kialakulasanak patomechanizmusa alapjan megkilonboztetiink sporadikus
daganatokat, ahol nem szerepel a csaladi anamnézisben colon tumor (kb. 70%), csaladi
halmozodast mutatd (kb. 20-25%) és orokletes (5-10%) daganatokat.

3.1.1 Sporadikus tumorok

A sporadikus CRC-ben a beteg csaladi kortorténetében nem szerepel colon tumor. A
CRC-s betegek kb. 70 szazaléka sorolhaté ide. A tumor altalaban 50 éves kor felett alakul ki.
Kialakulasaban diétas, kornyezeti tényezOk mellett a szomatikus sejtekben bekdvetkezett
mutaciok sora jatszik szerepet.

Ha a beteg anamneézisében 1 cm-nél nagyobb polypus eltavolitasa szerepel, a relativ
kockazat 3,5-6,5 kozé emelkedik, kuléndsen, ha a szdvettan villosus vagy tubulovillosus
adenomat igazolt, vagy tobb polypus is volt. Ugyanakkor a kis adenomak nem novelik a
kockazatot [37]. Ha CRC miatt miitétre keriil sor, a betegek 1,5-3 szazalékaban Gjabb primer
(metakron) tumor alakulhat Ki.

A gyulladasos bélbetegségben (inflammatory bowel disease - IBD) szenvedé betegek
a kiterjedéstdl és a betegség iddtartamatdl fliggden nagyobb kockazattal birnak. Colitis
ulcerosaban a teljes vastagbél érintettsége 5-15-sz6ros, a bal colonfélre lokalizal6dd betegseg
haromszoros kockazat emelkedéssel jar, mig a rectumra lokalizalodé formaban nem Kkell
Iényeges rizikonovekedéssel szamolni [38]. A kockazatndvekedés pancolitises esetekben a
betegség kezdetétdl szamitott 8-10, bal oldali érintettségben 15-20 év mulva kezdédik, amit a
betegek gondozasa soran, az endoszkopos ellendrzés tervezésénél figyelembe kell venni [39].
Crohn-betegsegben, ha az egész vastagbél érintett, hasonléan emelkedett a kockazat, mint

colitis ulcerosdban pancolitis esetén [40]. A fokozott rizikd hatterében a sulyos és elh(iz6do



gyulladas feltételezheté. EQy tanulmanyban az emelkedett C-reaktiv fehérje szint névekedett
CRC kockazattal jart, bar masok ezt nem tudtak megerdsiteni [41].

Szdmos tanulmény talalt diabetes mellitusban szenvedd betegek korében fokozott
kockézatot. Egy tizenot tanulmanyt feldleld, ezaltal tobb mint 2,5 millio beteget érinté meta-
analizisben a CRC kockazata 30 szadzalékkal volt magasabb, mint a nem diabetesesek
esetében [42]. Ennek oka a colon epitélsejtek ndvekedését stimulald inzulinnak a Il. tipusd
diabetesben jellemzd tultermelédése lehet [43]. Egy 15000 beteget felolelé prospektiv
tanulméanyban a magasabb insulin-like growth factor (IGF-1) szint magasabb CRC kockazattal
jart (RR=2,51), mig az IGF-I binding protein-3 magasabb szérumszintje védé hatast volt
[44]. Ezek utan érdekes lehet a hossza tavia inzulin terapia hatasa a CRC kockazatat illetGen.
Legaldbb egy éves inzulin adagolas esetében a CRC kockazatdt magasabbnak talaltak
(RR=2,1) [45].

A cholecystectomia és a CRC kozott tobb vizsgalat lat oOsszefliggést, de az
eredmények nem egyértelmiiek. Egy tanulmanyban mintegy 278 000 beteg sorsat tekintették
at az epehdlyag-eltavolitast kovetden, és csak mérsékelt ndvekedést tapasztaltak a jobb oldali
colon tumorok gyakorisagaban (a standardizalt incidencia hanyados 1,16 volt), mig a distalis
tumorok aranya nem nétt [46].

Az alkoholfogyasztast vizsgalva azt talaltak, hogy az alkoholt napi 45 g-ot meghaladd
mennyiségben fogyaszté betegek kockazata mérsékelten nétt (RR=1,41) [47]. Ez
Osszefliggésben lehet azzal, hogy az alkohol befolyasolja a folsav felszivédasat, ami az amulgy
is csokkent bevitelt csak sulyosbitja [48, 49].

A tulsuly a CRC kockazatat masfélszeresére noveli [50]. A rizikofaktorok kozott
megemlitendd még a coronaria betegségek [51], a dohanyzas [52], az uretero-colicus
anastomosis [53], korabbi kismedencei irradiacio [54] és az acromegalia [55]. A vords hasok
tartds fogyasztasa a bal oldali CRC kockéazatét néveli, mig a sovany husok kisebb kockazattal
jarnak [56].

Kiterjedt irodalma van a védéfaktorok vizsgalatanak is. Ami a diétat illeti, szamos
tanulmany a zo6ldségekben, gyumolcsokben gazdag étrend jotékony hatésat irja le, a relativ
rizikd csokkenésével (RR=0,5) [57-59]. Tovabbi védoéfaktorok kozott emlitik még az élelmi
rostokat [60], a folsavat [61], a B6-vitamint [62], a magnéziumot [63], a fizikai aktivitast [64],
a non-szteroidokat [65], a statinokat [66], az omega 3 zsirsavakat [67], a fokhagymat [68], a
csokkent voros has és allati zsiradék bevitelét [69]. A hatdsmechanizmus nem pontosan
tisztazott. A véd6hatas nem minden tanulmanyban volt kimutathatd, vannak ellenpéldék is,

melyek az adott diétas faktor jotékony hatasat nem tdmasztjak ala [70]. A folsavat illetéen egy
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2010-ben publikalt tanulmany a védéhatast igazolja [61], egy 2011-es pedig nem talalt
szignifikans eltérést sem pro, sem kontra [71], de mindenképpen deriisebb képet fest, mint
egy 2007-es tanulmany, mely a folsav rizikénovelé hatasardl szamol be [72]. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak megallapitasara, hogy ezek a faktorok prevencioként mennyire

hasznalhaték a CRC elleni kiizdelemben.

3.1.2 Familiaris CRC

A betegek kb. 25 sz&zalékanak pozitiv a csalddi anamnézise CRC-re nézve, de nem
igazolhatd egyetlen oOrokletes szindroma sem. Ezekben a familiéris esetekben a CRC
kockazata fokozottabb, de nem olyan magas, mint az 6rokletes kdrképekben. Ha egy els6foku
rokon CRC-ben szenvedett, a kockazat kozel kétszeresére ndvekszik. Még nagyobb a
kockazat, ha az érintett személy 55 évnél fiatalabb volt a tumor felismerése idején, vagy tobb
rokonnak is colon tumora volt. Ha egy cm-nél nagyobb, vagy villosus részeket illetve sulyos
dysplasiat tartalmazd polypus fordult el6 a csaladban, ez hasonld kockazatot jelent, mint a
csaladi anamnézisben szerepld CRC [73]. Célszeri ilyenkor endoszkopos sziirést végezni 40
éves kortdl, vagy legaldbb 10 évvel kordbban, mint a legfiatalabb, tumorban szenved6 rokon
kora.

A familiaris CRC o6roklédése nagy valdszinliséggel poligénes, hatterében kevéssé
ismert, kisebb hatasd, 6rokletes genetikai eltérések kumulalodasa allhat. Eddig 6sszesen 7
nagyobb, ,teljes genom asszociacios vizsgalat” tett kisérletet ezen eltérések azonositasara es
jelenleg 10 olyan locust ismerlnk, amelyek valtozasai nagy valdsziniiséggel szerepet
jatszhatnak a betegség kialakulasaban. Ezeknek a genetikai elemeknek a pontos azonositasa

és funkcidjuk megértése azonban még tovabbi kutatas targya [74].

3.1.3 Orokletes CRC szindromak

Az 0sszes CRC-s beteg kevesebb, mint 10 szdzalékat érintd csoportban o6roklott
hajlamot talalunk a betegség kialakulasara, amiért specifikus csirasejt mutacio a felelés. Ezt a
csoportot az alapjan osztjuk két részre, hogy a betegség alapvetden polyposis formajaban
(polypusok szazai, ezrei uraljak a képet) jelentkezik, vagy sem (1. tdblazat). A polyposissal
jaro korképek kozé soroljuk a familiaris adenomatosus polyposis szindromat (FAP és
MUTYH-asszocialt polyposis) és a hamartomatosus polyposis szindromakat (pl. Peutz-
Jeghers, juvenilis polyposis szindréma, Cowden szindroma), mig a polyposissal nem jard
csoportba a Lynch, a familidris CRC X szindromat és egyéb ritka betegsegeket. Ezek a
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korkepek kifejezetten magas kockézattal birnak a CRC kialakulasa szempontjabol. Az

orokl6dé mutécid azonosithatd és az egészseges csaladtagok sztirésére is felhasznalhato.

1. tablazat Az drokletes vastagbél daganatok klasszifikacidja

- . CRC
BETEGSEG GENEK RIZIKOJA KLINIKUM
Polyposissal  nem
jaré
Lynch szindréma hMSH?2, =~ 80% o Polypusok kialakulasa: 20-30 éves korban
hMLH1, e CRC: 30-40 éves korban
hPMSI, e Endometrium rak: 30-40 éves korban
hPMS2, e Adenomatosus, gyakran multiplex colorectalis
hMSH6 polypusok; korai kezdet, multiplex CRC
(PNA MMR e Endometrium, ovarium, gyomor, hepatobiliaris
genek) tumorok tarsulhatnak, gyakran multiplex tumorok
kialakulasa
Muir-Torre hMSH2, hMLH1 | = 80% e Mint a Lynch szindrémaban + faggyUmirigy- és
szindréma eml6 tumor jelentkezése
Familiaris CRC X nem ismert e Lynch szindromanak megfelelé6 Amsterdam-
szindréma kritériumok, de MMR-gén defektus nélkdil;
késébb alakul ki CRC (50-60 éves korban)
o Extraintestinalis manifesztacio nincsen
Polyposissal jaré
FAP adenomatosus =~ 100% ¢ Polypusok kialakuldsa: 10-20 éves korban
polyposis coli e CRC: 20-40 évesen
(APC) gén e Sz4z - tobb ezer adenomatosus colorectalis
polypus mellett gyomor, duodenum, ileum és
jejunum polypusok kialakulasa
o Papillaris pajzsmirigyrak, mellékvese
hyperplasia/tumor, hepatoblastoma
Gardner szindroma | APC ~ 100% e Mint FAP-ban; + desmoid tumorok, lagyrész
tumorok, osteomak, fogfejlédési rendellenességek
Turcot szindréma APC (70%); ~ 100% e Mint FAP-ban; extraintestinalis manifesztacio:
hMLH1, hPMS2 kp. idegrendszeri tumorok (medulloblastoma,
(30%) astrocytoma)
Attenuéalt FAP APC igen nagy, de | e Polypusok kialakulasa: 20-30 éves korban
nem éri el a|e CRC:30-50 éves korban
100%-ot e <100 polypus (atlag 30); proximalis colon tulsuly,
szamos felso Gl traktusbeli polyp
MAP (MYH- MYH =~50% o Attenualt FAP fenotipus, de APC-gén mutacio
asszocialt polyposis) | (MUTYH)-gén (homozigbta nem mutathato ki
mutacio esetén)
Hamartomatosus
korképek

Peutz-Jeghers

LKB1 (tumor
szuppresszor
gén)

=~ 40%

Polypok kialakulasa: kisgyermekkorban

CRC: 30-40 évesen

5-100 hamartomatosus polypus az egész Gl
traktusban, melyek a simaizom pseudoinvazidjat
mutatjak

Mucocutan pigmentacid, emld-, cervix-, gonad-,
pajzsmirigy- és pancreastumor
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Juvenilis polyposis | SMADA4, ~ 10-40% e Polypusok kialakulasa: 5-15 éves korban

BMPR1A (tumor e CRC: 15-40 évesen
Szuppresszor e 50-200 polypus az egész Gl traktusban colon
gének); PTEN talstllyal, kiszélesedett lamina propriaval

rendelkeznek; intussusceptio, anémia, vérzés,
proteinvesztd enteropathia kisérheti
o Velesziiletett fejlddési rendellenességekkel

bélforgasi zavar

Cowden szindréma | PTEN  (protein | nem névekedett | ¢ Hamartomatosus polypusok az egész
tyrosine béltraktusban

phosphatase gén) e Verrucosus bérléziok, bér-, emlé- és
pajzsmirigytumor, macrocephalia tarsulhat hozza

tarsulhat: kardialis, craniofacialis abnormalitasok,

Ruvalcaba-Myhre- PTEN nem novekedett | ¢ Hamartomatosus polypusok az egész béltraktusban

Smith e Macrocephalia, visszamaradott fejlodés,
thyreoiditis, csontfejlédési rendellenességek
kisérhetik

Herediter kevert = 30% o Polypok kialakuldsa: 20-40 éves korban

polyposis e CRC: 30-50 éves korban

e 1-15 atipusos polypus: adenomatosus,
hyperplasticus és hamartomatosus polypusok
keveréke

o Nincs extraintestinalis manifestatio

(Strate LL & Syngal S, Cancer Causes and Control 2005; 16:201-213. alapjan)

3.1.3.1 Lynch szindroma

A polyposissal nem jaro, oOrokletes CRC szindromak hagyomanyos elnevezése
herediter nem polyposus colon carcinoma volt (HNPCC). A klasszikus definicio szerint ebbe
a kategoriaba tartoztak azok a korképek, amelyek az MMR gének kiesésével flggtek dssze.
Egyre tobb adat sz6l azonban amellett, hogy a klasszikus HNPCC-s esetek 30-50%-ban nem
lehet MMR gén eltéréseket kimutatni. Ezért az MMR fehérjék Kkiesésével jard betegséget
Lynch szindromanak, mig a klinikailag HNPCC-nek megfeleld6 de MMR elvaltozassal nem
jaro eseteket familiaris CRC X szindrémanak nevezzik.

Az 6rokl6dd colorectalis rakok koziil a leggyakoribb a Lynch szindréma, az §sszes
CRC kb. 1-4 szazalékat teszi ki [75]. A betegség a CRC és méas adenocarcinoma korai
kialakulasaval jellemezhetd, pl. endometrium, ovarium, gyomor, hagyuti tumorok. A kérkép
autoszom dominans moédon Oroklodik. Kialakuldsaban a mismatch repair (MMR) gének
hibainak van szerepe. Az 6t MMR génbdl leggyakrabban a hMSH2 és hMLH1 génben alakul
Ki mutécio [76]. Az MMR proteinek a DNS replikacio soran keletkezett, a bazissorrendben
valtozast eredményezd6 hibékat javitjak ki. Mutéacidik révén a DNS-ben hibak halmozodnak
fel, féleg a microsatellitakban, ahol egy révid, néhany bazisbdl (pl. CA) allo, de sorozatban

ismétlédé DNS szakaszban szambeli eltérés, rovidilés vagy lanchosszabbodas alakulhat Ki
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(microsatellita instabilitds). Ha ez a proliferaciot szabalyzo génekben jelenik meg, tumor
fejlédhet ki.

A Lynch szindromas betegeknek életlik soran kb. 80 szézalékos esélylik van CRC-re
[77]. A tumor korébban jelentkezik, mint a sporadikus tumorok esetében, az atlagos életkor
44 év. A betegek 18 szazalékaban észlelheté szinkron tumor, mig negyedikben metakron
daganat is kialakul. Szovettanilag gyakran mucinosusak vagy alacsonyan differencialtak [78].
A betegségre jellemz6 a microsatellita instabilitas, a betegek adenomaiban, tumoraiban 80-90
szazaléekban megtaldlhaté [79, 80]. A vastagbélben keletkez6 polypok egyébként nem
kilénboznek a sporadikus colon polypoktol, de jellemzéen kordbban és nagyobb szdmban
jelentkeznek, nagyobb méretiieck. A nagyobb gyakorisaggal megfigyelheté tubulovillosus,
villosus szerkezet, a sulyosabb foku dysplasia miatt hamarabb alakul ki tumoros elfajulas is
[81, 82]. Az esetek nagy részében a daganat jellegzetesen a jobb colonfélre lokalizalodik.

A HNPCC klinikai diagnozisat megkonnyitendé hoztak 1étre egy klinikai
feltételrendszert Amsterdam kriteriumok néven. A Kkis létszamd csalddokat és az egyéb
lokalizaciéju daganatokat is figyelembe véve alkottak meg a maodositott Amsterdam és a
Bethesda kritériumokat, amelyet késébb szintén revidealtak (2. tablazat). Ha a péaciens
megfelel az Amsterdam vagy a moédositott Amsterdam kritériumoknak, az MMR gének
immunhisztokémiai vizsgalatat (IHC) célszerli elsd 1épésben elvégezni a tumorszdveten. Ha
valamelyik javitd funkcidju fehérje hianyzik, akkor ennek célzott genetikai vizsgalata
kdvetkezik. Ha nincs fehérje kiesés IHC-val, MSI vizsgalatot kell végezni, és ennek
fuggvényében torténnek a tovabbi 1épések. A Bethesda és revidedlt Bethesda kritériumok
alapjan els6é 1épésben MSI vizsgalat, majd ennek pozitivitasa esetén IHC tortenik.
Amennyiben a Lynch szindroma gyanuja komolyan felmeril, az MMR gének szekvenalasa
illetve tovabbi kiegészitd vizsgalatok torténnek (nagyobb deléciok vizsgalata MLPA-val,
hypermetilacid vizsgalata, TACSTD1 gén 3’ végének analizise) [83-87] (1. &bra).

A metakron tumorok miatt a betegek kovetése, rendszeres kolonoszkopos vizsgalata
nagyon fontos. Az endoszkopos sziirGvizsgalat elvégzése, majd rendszeres ismétlése ezen
betegek mellett a mutaciot hordozo, de még tiinetmentes csaladtagok esetében is indokolt, 20-
25 éves kortdl kezdve, a talalt polypusok eltavolitasaval. Egy tanulmanyban a rendszeresen
(haromévente) vegzett kolonoszkdpia mellett a CRC rizikoja és az altalanos mortalitas is
mintegy 60 szazalékkal csokkent [88]. Megelzésképpen NSAID, néknél hormonterapia johet
szOba az endometrium és ovarium carcinoma megel6zésére, bar meg nincs meggy6z6 adat
ezek hatékonyséagardl. Ezenkivil diéta, a dohanyzés abbahagyasa, a testmozgas gyakorlasa

ajanlhatd, de ezek hatasossagara sincs bizonyiték [89].
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2. tAblazat A HNPCC diagnosztikus kritériumai

Amsterdam kritériumok (1991)

Legalabb harom, colorectalis carcinomdban szenved6 csaladtag, valamint az 9sszes alabbi
feltetel:

e A betegek koziil legalabb egy a masik kett elsé foka rokona

e A CRC legalabb két generaciot érint

e Legaldbb egy CRC 50 éves kor alatt kertlt felismerésre.

Mdédositott Amsterdam kritériumok (1998)

Legaldbb harom, colorectalis carcinomaban vagy HNPCC asszocialt tumorban
(endometrium, vékonybél, ureter vagy vesetumor) szenved6 csaladtag, valamint az Gsszes
alabbi feltétel:

e A betegek koziil legalabb egy a masik kett6 elsé foku rokona

e Legalabb két generacid érintett

e Legaldbb egy tumor 50 éves kor alatt ker(lt felismerésre

e CRC esetében a familiaris adenomatosus polyposis kizarandd

e A tumor patoldgiai vizsgalattal is igazolt.

Madositott Bethesda kritériumok (2003)

Az alabbi feltételek egyikének teljestilése esetén felmeriil a HNPCC lehetdsége és tovabbi
vizsgalatok indokoltak:
e 50 év alatt diagnosztizalt CRC
e Szinkron/metakron CRC vagy mas HNPCC asszocialt tumor (gyomor, hélyag, ureter,
vese, bilidris traktus, agy, vékonybél és sebaceosus bértumorok), kortol fiiggetleniil
e 60 éves kor alatt diagnosztizalt CRC magas microsatellita instabilitassal
e CRC-s beteg, akinek legalabb egy els6 foku rokona CRC-ben vagy HNPCC
asszocialt tumorban szenved. A tumorok egyike 50 év alatt kerult felismerésre.
e CRC-s beteg, akinek legalabb két rokona CRC-ben vagy HNPCC asszocialt tumorban
szenved, kortol flggetlendl.

(Vasen HF, Watson P, Mecklin JP et al. Gastroenterology 1999; 116:1453-1456. és Umar A,
Boland CR, Terdiman JP et al. J Natl Cancer Inst. 2004; 96:261-268.alapjan)

14




Orokletes CRC

/\

Feltételezett

. ’ FAP
Lynch szindroma
Amsterdam Bethesda Attenudlt Klasszikus
kritériumok kritériumok 1{
Immun- Immunhisztokemia/
hisztokémia Microsatellita MYH-gén analizis
(IHC) instabilitas (MSI)
Normal Abnormal Abnormal Normal . _
L Nincs mutacicé
expresszié  expresszié expresszié expresszié
N vagy MSI-H/L &sMSI-H/L
MSI
Microsatellita MSI-H/L
stabilitas \
Fenotipus o
| 6sha: MMR-gé thcid Nem sziukséges . ..
1asonlosag: jaanmutace mutacio APC-mutaciod analizis
Egyeb tumorok analizis .
. analizis
vizsgalata

1. abra Az drokletes CRC-k altalanos diagnosztikus algoritmusa (Pineda et al, Mut Res
2010; 693:19-31. alapjan)

3.1.3.2 Familiaris CRC X szindréma

Az évek soran lezajlott nagy HNPCC-s tanulmanyokbdl kiderilt, hogy az Amsterdam
kritériumoknak megfeleld csalddoknak csak kb. a felében fordult el6 az MMR gének
mutacidja. Nem volt egyértelmii, hogy a mutacio-negativ csaladok is ugyanolyan magas
kockazattal rendelkeznek-e CRC-re nezve, valamint mas tumorok gyakorisaga is hasonloan
magas-e naluk, mint az Orokletes génmutaciokat hordozdkban, és ebbdl kovetkezben
szlikséges-e a fentebb emlitett szigora sziirés.

Egy tanulmanyban azt taldltak, hogy MMR géndefektus nélkil a CRC kockazata csak
mintegy kétszeres, szemben a csirasejt mutacioval rendelkez6 csaladokkal, és az atlag életkor
is magasabb volt a tumor felismerésekor (61 vs. 49 év). Tovabba a megnévekedett rizikd csak
CRC-re igazolodott, mas tumorokat illetben nem volt szignifikans. Ezek miatt javasoltak,
hogy a HNPCC elnevezés helyett a Lynch szindréma elnevezest hasznaljak a mutaciot

hordozo csaladokra, mig a géndefektustdl mentes betegségre a familiaris CRC X szindroma
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terminust vezessék be [90]. Az ,0rokletes” sz6 kimaradt, mert a csaladi halmozddas
onmagéaban nem elégséges ennek igazolasara, ezt valtotta fel a ,familiaris” jelzd. Az ,,X”
pedig az ismeretlen genetikai hattérre utal.

Genetikai eltéréseket keresve a Lynch szindromatdl és a sporadikus CRC-t61 is eltérd
molekulaprofilt talaltak. Ennek jellegzetessége, hogy a carcinogenesisben részt vevo bizonyos
jelatviteli tvonalak, egyes gének eltérései kisebb aranyban mutathatéak ki familiaris CRC X
szindromaban, mint egyik vagy mindkét masik korképben (nuclearis p-catenin, CTNNB1-
mutécid, TP53-mutacio, kromoszéma instabilitds) [91]. Tanulményok sora allapitott meg
Iényeges kulonbsegeket a klinikai képben is. A familiaris CRC X szindroma iddsebb korban,
inkadbb a bal colonfelet érintve jelentkezik, nagyobb az adenomak aranya a mar kialakult
tumorhoz képest, azaz lassabb a carcinogenesis folyamata. Kevesebb a szinkron tumor,
viszont nagyobb a mucinosus tumorok aranya. Az endometrium tumor rizikdja nem
szignifikansan ndvekedett, mas tumor kialakuldsdnak a kockazata pedig egyéltalan nem
emelkedett [92-95].

3.1.3.3 Muir-Torre szindroma

A Lynch szindroma egyik ritka valtozatanak tarthatd, melyben - a csalédi
anamnézist6l fiiggetleniil — legalabb egy bels6é szervet érinté tumor (gyomor-bélrendszeri,
vese-, ovarium-, endometrium vagy egyéb tumor) legalabb egy faggyumirigy neoplasticus
betegségével (sebaceosus adenoma, epithelioma vagy carcinoma) tarsul [96]. A faggyamirigy
elvaltozasa szembetlind lehet, gyakran az arcon kezdddik. Ilyenkor bels6szervi tumor utan is
kutatni kell. A leggyakoribb ilyen tumorok kozé tartoznak a colon neoplasiak, melyek
altalaban a jobb colonfélben fordulnak elé. A masodik leggyakoribbak a genito-urinalis
tumorok. A Muir-Torre szindroma ritka korkép, eddig hozzavetdlegesen 200 esetet kozoltek a
vilagon, bar valdszintileg az érintett csaladok szdma nagyobb ennél. Bar a legtobb esetben a
betegség nem mutat agressziv lefolyast, kb. 60%-ban alakul ki metastasis. Az autoszom
dominéns 6rolddésnek megfeleldéen mindkét nemben eléfordul, enyhe férfi dominancidval
(3:2 aranyban). Az atlag ¢letkor az elsé malignus daganat megjelenésekor 53 év (23-89). A
legtobb esetkdzlésben fejlett orszagokban é16 fehér betegek szerepelnek. Azsiai és afrikai
betegekrdl gyakorlatilag nincs informacio.

Az orokletes CRC-k vizsgalataban hasznalatos microsatellita instabilitas és az MSH2,
MLH1 expresszié immunhisztokémiai vizsgéalata hasznos modszer a Muir-Torre szindroma
kezdeti vizsgalataiban is. Ezzel, valamint a nagy kockézatl egyéneknél DNS-szekvenalast is

alkalmazva a Muir-Torre szindromas betegek nagy hanyada felderitheté lenne. Az MMR
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géndefektus tobbnyire az MSH2 gént érinti. Munkacsoportunk egy eset kapcsan a ritkdbban
érintett MLH1 génben mutatott ki mutécidt (c.794G>C), mely feleléssé tehetd a klinikai kép
kialakul&séért [97].

3.1.3.4 Familiéris adenomatosus polyposis (FAP)

A FAP az 6sszes CRC-s eset kb. 1%-at jelenti, incidenciaja 1/10 000 [98]. Autoszom
dominans modon 6roklddik, az APC gén mutécioi feleldsek a szindromaért. Tobb variansa
ismert (Gardner szindroma, Turcot-szindroma, attenualt adenomatosus polyposis coli). A
betegségre jellemz0, hogy mar a paciens korai életszakaszaban tobb szaz vagy akar ezer polyp
alakul ki, emiatt igen nagy a CRC korai kialakulasanak rizikoja. Az atlagéletkor a polypok
jelentkezésekor 16 év. A lokalizaciot illetéen a bal colonfél enyhe tulstlya jellemz6. A
polyposis megnyilvanulhat hasmenés, vérzés vagy hasi fajdalom forméajéban, de a tobbség
tinetmentes. Az egyes polypok endoszképos és szdvettani képe itt sem kilénbozik a
sporadikus polypokeétdl, de a polypok nagy szdma és korai megjelenése miatt kezelés nélkdl
szinte minden betegben bekdvetkezik valamelyik polyp malignizalodasa. Sziirés és kezelés
nélkll a tumor jelentkezésekor az atlagéletkor 39 év, a vérhatd élettartam 42 év [99]. A CRC
nagy rizikdja miatt az ismert FAP-os betegek és csaladtagjaik rendszeres sziirése és
ellendrzése javasolt. Ez évente torténé szigmoidoszkopiabdl all, mely a pubertaskorban
kezdddik, és 35 éves korig tart. Ekkor, ha nincs polyp, elég 3 évente elvégezni a vizsgalatot
[100]. Ha a sziirés soran polypképzodést észleliink, szigmoidoszkopia helyett évente
kolonoszkdpia végzése, pozitiv esetben polypectomia indokolt. Mivel polypok a
gastrointestinalis traktus mas részeiben is el6fordulhatnak, gasztroszkdpia rendszeres végzése
is sziikséges. A gyomorban, duodenumban el6forduld polypok kevésbé malignizalédnak, de
nagyszamu vagy méretli polypus esetén a vékonybél vizsgélata is indokolt lehet, leginkabb
kapszula endoszkopiaval. Kezelésként profilaktikus colectomia javasolhato felnéttkorban
[101]. A NSAID sulindacrol kimutattak, hogy 6-9 honapig adva a FAP-o0s felnéttekben
csokkenti a polypok szamat 30-40 szazalékkal, illetve a méretét 30-35 szazalékkal [102]. Ez
azonban nem elégséges a késébbi CRC rizikojat tekintve, ugyanis a terapia utan a polypok
ismét ndvekedésnek és gyarapodasnak indultak. Gyerekekben még ennyire sem hatasos, négy
év utan a kezdetben polypmentes egyéneknél a kialakult polypok szdmaban, méretében nem
volt killénbség a placebdval dsszehasonlitva [103].

A FAP diagnozisa a klinikai kép alapjan meglehetdsen egyértelmii. A klasszikus és az
attenudlt forma elkulonitése is torténhet ez alapjan. Szemészeti vizsgalattal igazolhaté a

retinealis pigment epithelium kongenitalis hypertrophiaja, ami jelzi, hogy az egyén 6érokélte a
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FAP gént és polyposis rizikoval rendelkezik. Az eltérés megeldzi a polypok kialakulésat,
korrelal a FAP gén 9. és 15. exon mutécidival. A genetikai diagnézist a FAP és a MUTYH

gének szekvencia analizise adja meg (1. &bra).

3.2 A colorectalis daganatok kialakulasdnak patomechanizmusa
3.2.1 A, klasszikus” adenoma-carcinoma utvonal molekulédris mechanizmusa

A CRC kialakulasaban kulcsfontossagu szerepet jatszanak az egymas utan kialakuld
genetikai eltérések, melyek lehetnek 6roklottek vagy szerzettek. A mutacié novekedési elényt
biztosithat az adott sejt utddainak. Ha egy masodik mutacio is kialakul ezen klondlis
populacion beliil, az tovabbi elényt jelenthet a ndvekedésben, végul djabb mutaciok révén a
proliferacié szabalyozhatatlanna valik, kialakul a tumor, mely metastatizalhat is. A legtdbb
CRC adenomébol alakul ki, tobb Iépésen keresztil. A normal nyalkahartydban a felszini
sejtek apoptosis révén a lumenbe 16k6dnek, majd folyamatosan potlddnak. A kriptédk aljan
zajlik a proliferacio, ezt kovetéen a sejtek fokozatosan haladnak a felszin felé, mialatt
differencialodnak. Ha ez a folyamat zavart szenved, adenoma, dysplasia, végil in situ
carcinoma alakulhat ki. A carcinogenesis folyamata tobblépcsds, melyben mindegyik 1épés
szelektiv novekedési eldnyt jelent a transzformalddé colon epitélsejtnek [104] (2. abra).

A CRC kialakulasaban korai eseményként feltételezik az APC (adenomatosus
sejtndvekedéshez, adenomatosus polypok kialakuldsahoz vezet. Sporadikus tumorban ehhez
mindkét allél szomatikus mutécidja sziikséges, mig FAP-ban az egyik kéros allél az érintett
szlil6t6l szarmazik, vagy Uj csirasejt mutacio eredmenye. A masik funkcionald allél kiesése
kordn, mar a dysplasticus kripta sejtekben is kimutathatd, ami az APC génnek a
carcinogenesisben betoltott korai szerepét timasztja ala [105].

Ugyanabban a jeltovabbité kaszkadban (Wingless-féle jeltovabbitd dtvonal - Wnt),
amelyikben az APC szerepel, vesz részt a béta-catenin is. A legtobb sporadikus CRC-ben,
amelyben normal APC gén van, mutaciot mutattak ki a béta-cateninben [106, 107].
Feltételezik, hogy a legtobb sporadikus CRC a Wnt ttvonalat aktivalé mutaciokkal kezdédik.
A Whnt Gtvonal az evolucié folyaméan konzervalt jelatviteli mechanizmus, amely az embrid
fejlédésében, és a colon epitél megudjulasaban is fontos szerepet jatszik [107-109]. A normal
APC fehérje megakadalyozza a sejtben a béta-catenin felhalmozodasat. Az APC vagy a béta-
catenin gén mutacidja kovetkeztében a sejtmagban akkumulalodik a béta-catenin, mely
megkoti és aktivalja a T-sejt faktor 4-et (TCF-4) [110-112]. A béta-catenin/TCF-4 komplex a

colon epitélsejtek differencialodasaval szemben a proliferacio irdnyaba tolja el a hangsulyt. A
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Wnt (tvonal aktivacidja ezaltal a sejtek differencialodasat és apoptosisat gatolva a

sejtproliferacié felgyorsulasat eredményezi [113].

50 12p 18q 17p 20q

[ Hipometiacio | - [RERAS

Normal Diszplasztikus Korai Intermediate Késoi Insitu Invaziv Metastasis
epitélium kripta-teriiletek adenoma adenoma adenoma carcinoma carcinoma :

2. abra A CRC kialakulasanak molekuléris mechanizmusai (Kinzler KW & Vogelstein B,
Cell 1996; 87:159-170. alapjan)

Az onkogeének a sejtproliferacioban és a sejtciklus szabalyozdsaban vesznek részt.
Mutaciojuk révén a sejtosztodas szabalyozhatatlanna valik a folyamatos génaktivacié miatt. A
CRC kialakulasaban tobb onkogén érintett (ras, src, c-myc, HER2/neu), de kiemelkedd
szerepe a rasnak van [114-118]. Ennek harom formaja kozil a K-ras érintett leggyakrabban
CRC-ben [119-121]. Fontossagara jellemz6, hogy ha kicserélik vagy eltavolitjak a tumoros
sejtekben a hibas ras gént, azok nem tudnak nude egerekben tumort képezni [122]. A ras
onkogének a sejt jelatvitelében miikddnek kozre a nucleusba iranyuld névekedést stimulalo
szignalok tovabbitasaval. Normalisan ezek a fehérjek inaktiv vagy aktiv GDP-kot6 allapotban
vannak, mig pontmutécid kovetkeztében allanddé GDP-k6té allapotba keriilnek, folyamatos
proliferaciot eredményezve. A kisebb adenomékban még nem mutathat6 ki a ras-mutécio, az
egy cm-nél nagyobb adenomak és a sporadikus CRC-k 50 szazalékaban mar igen [119, 123],
ez arra utal, hogy az adenoma elfajulasanak egy kés6bbi idépontjaban kovetkezik be a
mutacio [124]. Ez a genetikai eltérés gyakoribb a proximalis tumorokban [125, 126], és
szerepet jatszhat a tumor progresszidjaban és az attétképzédésben is [127, 128].

Az onkogénekkel szemben a szuppresszor géneknek gatl6 hatdsuk van a
sejtosztddasra. Ha egy szupresszor gen mindkeét aléllje mutalodik, a gatlo hatas kiesik és

fokozott proliferacio lesz a kovetkezmény. A 18. kromoszoman tdbb szuppresszor gén
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helyezkedik el, egyikik a ,,deleted in colon cancer” (DCC) gén. A gén terméke a sejt-sejt,
sejt-intercellularis matrix kolcsénhatasban jatszik szerepet, sok szdvetben jelen van, igy a
normélis colon epitélben is [129-131], de CRC-ben nem expresszalodik. Ha mutacio vagy
delécié kovetkeztében kiesik a fehérje funkcidja, rosszabb progndzisi a betegség lefolyasa
[132, 133]. A masik itt elhelyezkedd tumorszuppresszor gén a SMAD4, korabban ,,deleted in
pancreatic cancer” — DPC4 gén [123]. A gén terméke a TGF-p altal fémjelzett jelatviteli
utvonal mitkodésében létfontossagu. A TGF- a legtobb sejt novekedését gatolja, de a
tumoros sejtek nagy részében ehhez a hatdshoz a SMADA4 is sziikséges. A gén mutacioi révén,
melyek kimutathatok a sporadikus CRC-k egy hanyadaban [134-137], valamint juvenilis
polyposishan csirasejt mutacio formajaban, a gatlé hatds nem érvényesiil.

A 17. kromoszoéman elhelyezked6 p53 tumorszuppresszor gén mindkét alléljének
inaktivacidja 50-70 szazalékban fordul el6 CRC-ben [123, 138-141]. Az allélek hianya
adenomakban altaldban nem mutathat6 ki, igy a p53 fehérje funkciokiesése a tumorgenezis
folyamataban viszonylag késén kovetkezik be [104, 123, 142]. Egy tanulmanyban 3500
beteget vizsgalva a CRC stadiuméval egyenes ardnyban nétt a p53 mutaciok gyakorisaga
[141]. A normél p53 fehérje a DNS-hez kotddve a proliferaciot gatld geneket aktivélja, igy a
DNS javitdé mechanizmust segitve akér le is allithatja a sejtciklust, ha DNS kérosodast
el6idézo stresszhatas, pl. hypoxia éri a sejtet [143-145].

Az Src proto-oncogén terméke egy 60 kDa nagysagu, membranhoz kotétt protein
tirozin-kindz enzim (c-Src), mely a colon carcinomék 80%-aban overexpresszalodik és
Osszefiiggésbe hozhatd a CRC progressziojaval, invazivitasaval, metastasis képzédésével és a
csOkkent tulelessel [146]. Alapvetéen az NF-kB jelatviteli utat szabalyozza vagy kdzvetlendl
az 1kBa (Y42) tirozin foszforilacidjan keresztul [147], vagy indirekt médon, koztes kinaz

utvonal (pl. Protein kindz C Alpha) stimulélasaval [148].

3.2.2 A hibajavité (MMR) rendszer fehérjéinek kiesése

Ahogy korabban (3.1.3.1) a Lynch szindroma kapcsan részletesen targyaltuk, a tumor
kialakuldsédnak masik lehetséges utvonala a hibajavito MMR rendszer miikkodésének sériilése.
Ennek kovetkeztében genetikai hibdk akkumulalédhatnak a gyorsan proliferadld colon

“ sz
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3.3 A patogenezis szempontjabol esetlegesen jelentos tovabbi faktorok

Szintén emlitettik mar korabban, hogy a sporadikus CRC-s esetek 15 szazalékaban is
megfigyelheté az MMR génexpresszid kiesése, amiért viszont nem mutacio, hanem az MMR
gének promoter régidjanak metilacioja okolhaté [149, 150]. Lynch szindrémaban, ahol a
masodik, normal allélnek is inaktivalodni kell, hogy tumor fejlédjon ki, a normal allél ilyen
epigenetikus inaktivalodasa szintén szerepet jatszhat [151]. A DNS metilacid els6sorban a sok
CpG kot6 fehérjék kapcsolodnak, megvaltoztatva a Kromatin struktarat, igy idézve elé gen
expresszio csokkeneést [152].

A peroxiszoma proliferacio aktivalta receptor gén (PPAR) is részt vesz a
carcinogenesis folyamataban. A PPAR gének olyan nuklearis receptorokat kodolnak, melyek
a sejtszaporodasban és a lipidanyagcserében résztvevé fehérjéket szabalyoznak. E receptorok
aktivalodésa gatolja a proliferaciot és a differencialodast segiti elé [153], és funkciovesztést
okoz6 mutéciodikat irtak le sporadikus CRC-ben [154]. Akromegaliaban a PPAR gének hibai
okozhatjak az adenomak és CRC megndvekedett gyakorisagat.

Szamos adat tamasztja ald a cyclooxygenase-inhibitorok védohatisit a CRC
kialakulasaban. Fentebb mar sz6 esett a sulindac polyp regressziot okozd hatasarél FAP-os
betegekben. Bar a mechanizmus nem tisztazott, a COX-2 szerepét feltételezik, amely
tultermelddik a CRC sejtekben.

Nemrégiben kezdték el vizsgalni a Ki-67 fehérje esetleges szerepét a tumorgenezis
folyamatéban, melyet, mint proliferacios markert évek 6ta hasznalnak a hisztopatologiaban.
Feltetelezik, hogy genetikai modosulas révén hozzajarulhat a CRC kialakulasdhoz. A JAK2
gén V617F mutacidja konstans JAK2 aktivitast, allandd intracellularis foszforilaciot és
sejtproliferaciot eredményez, és hasonldo az FLT3 gén bels6é tandem duplikacidinak és a
tirozin kinaz domént érinté pontmutacioknak is a hatasa. Mindkét genetikai eltérés elsdsorban
malignus hematologiai betegségek kialakulasaban jatszik szerepet, sporadikus CRC-ben és
tumoros sejtvonalakban nem voltak kimutathatok, de familiaris/6rokletes CRC-ben még nem

vizsgaltak részletesen ezek jelent6ségét.

3.3.1 A Ki-67 fehérje

A Ki-67 antitestet mar évtizedek 6Ota hasznéljak a proliferalo sejtek aranyanak (Ki-67
index) meghatarozasara. Az antitest egy human nukleéris antigénhez (Ki-67 fehérje)
kotédik, amely minden proliferald sejtben jelen van (G1, S, G2, M fazisban), de hianyzik a
nyugvo sejtekb6l (GO fazisban) [155]. A nagyszamu( Klinikai vizsgalat és kozlemény
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ellenére még mindig nem tisztazott a fehérje funkcioja. Kilondsen az utdbbi néhany év
kutatasi eredményei alapjan azonban mar kezd koérvonalazodni a feltételezett szerepe a
sejtciklus szabalyzasaban. Felmeriilt, hogy mint potencialis onkogén a tumorgenezisben is
szerepet jatszhat. A fehérje felfedezése utan gyorsan elterjedt a Ki-67 index hasznéalata, mint
a proliferal6 sejtek kimutatasara szolgalé egyetlen pontosnak mondhaté modszer. Szamos
tanulmany foglalkozik a tumorok Ki-67 jelolésével és az ebbdl kikovetkeztethetd
prognosztikai értékkel.

Schllter és munkatarsai 1993-ban hataroztdk meg a Ki-67 fehérje cDNS-ének
szekvencidjat [156]. Szdmos szokatlan tulajdonséga van ennek a DNS-nek. A kézéppontban a
nagy, 6845 bazisparnyi 13-as exon all, mely 16 ismétlédé, 366 bazisparnyi szakaszt (Ki-67
repeat) tartalmaz, és ezek mindegyike egy erdsen konzervalt 66 bazisparnyi elemet, a Ki-67
motivumot hordozza. Ez utdbbit ismeri fel az eredeti anti-Ki-67 antitest. A Ki-67 fehérje
szekvenciaja egyedulalld, szignifikans homoldgiat nem talaltak més proteinnel. A kész Ki-67
fehérje a nucleusba keriil, erre utal a szekvencidban 1évé 10 db lehetséges ,,sejtmagba
irdnyitd” szakasz. A fehérje szekvenciaja lehetséges kindz funkcidra utal, és fogékony lehet
protedzokra. A Ki-67 motivum minden komputerelemzés szerint alfa-helikalis felépitésii, és
toltott, valamint hidrofob aminosavak helyezkednek el egyméssal szemben a hélixben.
Feltetelezik, hogy ennek a szerkezetnek a membranhoz (pl. sejtmag membran) valo

kotddésben van szerepe. Mivel a fehérje er@sen pozitiv toltésii, a DNS-hez konnyen kotddhet.

kb

Mib24 Mib24 Mib7 Mib1,2,3,5; Ki-67, JG-67-2a, IND.64 Mib21
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3. &bra A Ki-67 fehérje génjének felépitése A Ki-67 jelolésére hasznalt antitestek felismerd
helyei is lathatoak (Buban T et al, Orv Hetil 2009; 150:1059-1070.)

22



Sejtmagvacska
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Citoplazma Citoplazma
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membran Sejtmag

Cey’t'r“ib'iam\ Sejtmag

A: C-terminalis B: N-terminalis

Kinazok/foszfatazok
(Pak2, S6, FKKII,

Helikazok
(D/H-box P,
EIF4A, R52,

Clusterin)

C: Ki-67 repeatek

4. &bra A Ki-67 fehérje egyes részeivel kolcsonhatasban 1évé molekulak (Buban T et al,
Orv Hetil 2009; 150:1059-1070.)

A Ki-67-tel kolcsonhatasba 1ép6 molekulak legrészletesebb leirasa Schmidt és
munkatarsai nevéhez fiizédik [157]. Egy gomba illetve egy emlés kett6s-hibrid rendszert
hasznadlva a Ki-67 fehérje izolaltan expresszalt Ki-67 repeatjeinez, C- és N-terminalis
doménjeihez kotddo fehérjéket azonositottak (4. abra). A C-terminalis rész esetében a
heterokromatin fehérje | o és y volt a két kdlcsdnhato partner (4A abra). Az N-terminalis rész
4 kiilonboz0 riboszomalis fehérjével (Rp L18, L23, SI 1 és LAM RI), az MCM ¢és a Ran-kotd
fehérje 9-cel (RanBP9) asszocial. Az MCM az S-fazisba lépést és a DNS-replikaciot
kontrollalja, a RanBP9 a mikrotubulusok és a centroszdma kapcsolédasat és funkcidjat
szabalyozza (4B &bra). A Ki-67 repeatek nagyszamu fehérjével létesitenek kapcsolatot (4C
abra). Ezek kozé riboszomalis fehérjek, DNS helikdzok, sejtciklus szabalyzo fehérjék és
szignalizacids molekulak tartoznak. A szerin/treonin kinaz pak2, S6-kinaz és a kazein kinaz 2
valamint a protein-foszfataz 2A jelentds mértékben befolyasolhatjak a fehérje foszforilacios
allapotat. A RanBP7 (importin 7) a sejtmag membranon keresztili transzport folyamatokban

jatszik jelent6s szerepet, igy a cyclin B transzportjaban is. A 4 DNS helikaz jelenléte, pedig
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azt jelzi, hogy a Ki-67 hozzajarulhat a kromoszomak dekondenzéciojahoz is. Mindezek

alapjan a Ki-67 biologiai funkcioi rendkiviil sokrétiiek, melyeket a 3. tablazat foglal dssze.

3. tablazat A Ki-67 fehérje legfontosabb bioldgiai hatasai

Kotédés a DNS-hez és nem-hiszton fehérjékhez — magasabb rendti kromatin strukttra
kialakulasanak és lebomlasanak szabalyozasa

Lehetséges onkogén hatas

Sejtciklus szabalyozésa

o clbsegiti az S-fazisba lépést és a DNS-replikaciot

e szerepe van a kettdsszala DNS toréseinek javitasaban

e clbsegiti a cyclin B nuklearis transzportjat, ami a G2-M atmenet és a mitozis
beindulasat indukalja

e aKi-67-asszocialt DNS helikazok elésegitik a kondenzalt kromoszémak
»Kibontasat”, a kromoszomak struktdrajanak atalakitasat, a DNS magmembranhoz
valo kotédését

e AKIi-67 riboszémalis fehérjékkel vald kdlcsonhatésa szerepet jatszik a riboszémak
miukddésének gyors helyreallitasaban

A Ki-67 fehérje, mint onkogén el6szor 1996-ban Duchrow gondolataban vetddott fel
[158]. Mivel a Ki-67 fehérje abszolut feltétele a sejtproliferacionak, a fehérje diszregulacioja
sejthalalhoz, az osztddas leallasahoz vagy tulstimulalashoz vezethet. Nem lehet kizarni, hogy
a Ki-67 fehérje egy potencialis onkogén, vagy, hogy involvalva van az apoptosisban. Mint
sok onkogén vagy proto-onkogén, pl. c-myc, bcl-2, c-abl, c-ets, a Ki-67 fehérje génje is a
kromoszoma végéhez kozel helyezkedik el (a 10. kromoszéman a g25-ter lokalizacidban).
Feltetelezik, hogy a Ki-67 fehérje génje lehetséges célpontja a kromoszémalis
transzlokacionak, ami egyébként gyakran felelds malignus transzformacioért. A gén
feltételezett promoter régidja homoldg a ber (break point cluster) gén prométer régidjaval,
ami alatamasztja ezt a hipotézist.

3.3.2 A JAK2 gén V617F mutécidja
A JAK2 egy a citoplazméban talalhato protein tirozin-kinaz, amely a hemopoetikus
Ossejtek proliferaciojat és differencialodasat befolyasold citokinek (erythropoetin, granulocyta
koldniastimulalé faktor, thrombopoetin, interleukin-3) szignalizaciojaban jatszik fontos
szerepet [159-162]. A JAK2 gén a 9. kromoszéman talalhat6, 25 exonbdl all, és egy 1132
aminosavbol felépiil6, 130,7 kDa-os fehérjét kodol. A molekula két homoldg kinéz struktarat
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tartalmaz, a JH1 és a JH2 domént. A JH2 doménnak nincs kinaz aktivitasa (,,pszeudokinaz’)
és gatolja a JH1 aktivitasat. Az un. FERM domén a citokin receptorokhoz, ill. a receptor

protein tirozin-kinazokhoz val6 kotédésért felelés (5. dbra) [160-164].

NH; COOH

1 - 1132

5. dbra A JAK2 gén domén szerkezete (Nelson ME & Steensma DP, Leukemia &
Lymphoma 2006; 47:177 — 194. alapjan)

A JAK2 a citokin receptorokhoz koétddve autofoszforilalodik, aktivalodik és az
intracelluléris jeltovabbitd elemek foszforilacidjat végzi. Ezek kozil kiemelend6 a STAT
molekulak aktivalodasa, melyek a sejtmagba jutva a regulatorikus DNS elemekhez kot6dnek
és a cél gén atirodasat indukaljak. A JAK/STAT szignalizaciés Utvonal jelentOségét a
sejtosztddas és a sejttulélés regulalasa adja [162-164].

2005-ben a JAK2 génben talaltak egy nagy klinikai jelent6sséggel bird mutaciot, amit
azota elterjedten alkalmaznak a myeloproliferativ kdrkeépek diagnosztikajaban. A JAK2 gén
14. exonjaban a JH1 domént gatl6 JH2 pseudokinaz régioban kialakuldo G1849T (V617F)
mutacié a JH1 domén permanens aktivalodasdhoz vezet. Ez a konstans JAK2 aktivitas
allando intracelluléris foszforilacidt és sejtproliferaciot eredményez, ami a malignus
hematoldgiai betegseégek kialakuldsaban jatszik szerepet [160-165].

Irodalmi  adatok alapjan  polycythaemia  verdban (65-97%), essentialis
thrombocythaemiaban (23-57%) és idiopatias myelofibrosisban (35-57%) fordul el6
leggyakrabban ez a géneltérés. Krénikus myeloid leukaemiaban nem volt kimutathato,
ugyanakkor a ritkdbb krénikus myeloproliferativ korképekben 0-33% kozott volt a
gyakorisdga. Akut myeloid leukaemidban 0-2% ko6z6tt, mig AML M7-ben 20% volt a
mutaciot hordozok aranya. Lymphoid leukaemiakban, masodlagos erythrocytosisban és az
egészséges donorokban egyaltalan nem fordult el6 ez a genetikai eltérés [160-167].
Sporadikus vastagbél daganat és vastaghél daganat eredeti sejtvonalak esetében sem sikertlt
igazolni a jelenlétét.
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3.3.3 Az FLT3 gén belsé tandem duplikaciéja (ITD) és tirozin-kindz domén (TKD)
mutacioja

Az FLT3 egy a receptor tirozin-kinaz csoportba tartozd protein-kindz. A receptor
tirozin-kinazok transzmembran fehérjék, amelyek ligandjukat megkotve megvaltoztatjak a
konformécidjukat, aktivalodnak és kiilonbozé sejten beliili jelatviteli utak tobb alkotoelemét
foszforilaljak. A III. alcsoportjukba tartozik az FLT3. Szerkezetére jellemz6 egy
immunglobulinszerii extracellularis rész, melynek a ligandkotésben van szerepe, egy rovid
transzmembran (TM), egy juxtamembran (JM), egy specifikus tirozin-kindz rész valamint egy
C-terminalis domén. A kinéz rész a kindz inzert domén (KI) altal két részre (TK1 és TK2)
oszlik (6. abra). Az FLT3-at 1991-ben magzati egér majsejtekben, majd 1993-ban emberi
sejtekben is kimutattdk. Tobb elnevezés utan végul az fms-like thyrosine kinase (FLT3) név
terjedt el. A huméan FLT3 gén a 13. kromoszoman helyezkedik el (13g12), 24 exonbdl all,
mérete kb. 100 kb, mig az altala kddolt fehérje 993 aminosavat tartalmaz. A szervezetben, a
hemopoetikus progenitor sejtekben, a thymusban, a nyirokcsomoban, a majban, a
placentaban, a gonadokban, az agyban és a retindban talalhat6 meg nagyobb mennyiségben,
de kisebb koncentracioban a vastagbélben is kimutathat6. A ligandja egy transzmembran
protein, ami szdmos sejt és szdvet felszinén expresszalodik, melyek koziil a legfontosabbak a
csontvel6i stromalis fibroblastok. A ligand kotddése a receptor dimerképzddéséhez és
autofoszforilacidjahoz vezet, ami a sejten beluli jelatviteli mechanizmusok aktivalasa révén a
abra) [168].

Az FLT3 mutaciok egyik nagy csoportjat a juxtamembran domént kodold 14. es 15.
exonok belsé tandem duplikacioi (internal tandem duplication - 1TD) képezik. Eredetileg
Nakao és munkatérsai irtak le 1996-ban [169]. Az ITD hossza 3 és 400 bazispar kdzott, mig a
pluszban beéplilt nukleotidok szdma 3 és 36 bazispar kdzo6tt mozog. Mivel a leolvasés kereten
beliil marad, a képz6d6 fehérje megbrzi kinaz-funkciojat, csak éppen a tandem duplikécio
méretétdl fiiggden hosszabb JM doménnel rendelkezik. A mutacio biologiai hatésa a receptor
ligand-fliggetlen dimerizécidja és aktivacidja, mely proliferaciot, illetve a myeloid sejtek
differenciaciojanak és apoptosisanak a gatlasat eredményezi (7. abra).

A mutéaciok masik nagy csoportja a tirozin-kindz domén (TKD) aktivacids hurkat
érinti. Regularisan az inaktiv aktivacios hurok az enzim aktiv zsebéhez kotédve
megakadalyozza az ATP ¢és a szubsztrat kotddését a kinazhoz. Ligandkotddés esetén az

aktivacios hurok foszforilalodik, aktivalodik, és a blokad megsziinik. Az itt kialakuld mutaciod
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szinten allandé kinaz-aktivaciot okoz [170]. Az esetek 85-90%-ban aminosav cserét
eredményez6 (missense) mutacio fordul el6 a 835. codonban.

Ezen mutaciok tehat a tirozin-kinaz spontan és allando aktivacidjat, végsé soron az
jelatviteli utakkal is 6sszefliggésbe hozhat6o a mutalddott FLT3, amelyek normal esetben nem
aktivalddnak. Példaul a STATS aktivacioja az apoptosis blokkolasahoz vezet, mig az RGS2
gén (és kovetkezményesen két myeloid transzkripcids faktor) gatlasa a progenitor sejtek
myeloid differencialodasat blokkolja. Osszefiiggés mutathatd ki tovabba a HSP90 chaperon

komplex-szel, mely stabilizalja a mutans kinaz szerkezetét és konstans aktivitasat (7. abra).

IGLD1 IGLD2 IGLD3 IGLD4 IGLD5 T™M JM TK1 Kl TK2
1. 14. 15. 20. 24.
(HH+H—MH+H4+H 4+ 4+ -+ H H HH H H H HH]
exon
A i
ITD TKD
Codon 835, 836
— 834, 839, 841, 842
JM-PM

Codon 579,
520/591
592, 594

6. &bra Az FLT3 fehérje sematikus rajza és mutécidinak lokalizaciéja (Kappelmayer et
al, Curr Med Chem 2007; 14:519-30. alapjan)

NORMAL FLT3 MUTANS FLT3
FLT3L-indukalt Spontan
atmeneti N N __ éséllandd
dimerizacié dimerizacio

Bl — mutacid

abl, Gab2
/ Grb Y HP F < A
I — — STABILIZACIO

|sue L
Src/Fyn e Crb2 PLCy 1 | HSP90/Chaperon
kinézok 1 } SOS, SHIP 1 /

RAS/MAP kinazok l l
(Raf1, Erk1, Erk2) T | : _
| Pima, Pim2, socs 1| | C/EElP(x L]

PROLIFERACIO INDUKCIOJA l APOTOSIS BLOKKOLASA
—
| p274e, Bim, Bax, Bad 4 |
MYELOID
3 DIFFERENTACIO
APOPTOSIS BLOKKOLASA BLOKKOLASA

7. &bra Az FLT3 fehérje funkcidi és kdlcsdnhatasa mas molekuldkkal (Kappelmayer et al,
Curr Med Chem 2007; 14:519-30. alapjan)
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4. Célkitiizés

Munkank soran alapveté célunk az, hogy orokletes és sporadikus CRC-ben szenvedd

betegek daganataiban 0j genetikai eltéréseket azonositsunk. Olyan feherjék vizsgalatara

helyezzilk a hangsalyt, melyek vagy a sejtosztodas szabalyozasaban toltenek be

nélkiilozhetetlen szerepet, vagy mutacioik révén sejtproliferaciot indukalnak. igy esett a

valasztas a Ki-67 fehérje valamint a JAK2 és az FLT3 tirozinkindzok génjeire. Mig a Ki-67

szamos ponton befolyasolja a sejtosztddast normal sejtekben is, addig a JAK2 és az FLT3

genetikai eltérései kiilonb6z6 myeloid malignémakban fordulnak elé nagyobb gyakorisaggal.

A JAK?2 kivételével egyik gén mutacioit sem tesztelték még sporadikus CRC-ben, mig egyik

gén sem volt még vizsgalat targya 6rokletes vastagbél daganatokban.

Vizsgalatainkkal a kovetkez6 kérdésekre keressiik a valaszt:

Kimutathatok-e a Ki-67 gén mutacidi kiilonboz6 tumoros sejtvonalakban illetve
vastagbeldaganatokbdl izolalt DNS mintakban?

Az FLT3-ITD mutécié kimutatasara leggyakrabban alkalmazott harom kiilonb6z6
elektroforetikus maddszer (agaroz és poliakrilamid gélelektroforézis valamint kapillaris
elektroforézis) milyen analitikai paraméterekkel rendelkezik, és mennyire
alkalmazhatd a rutin laboratoriumi diagnosztikaban?

Kimutathatok-e a JAK2 V617F, FLT3-ITD és -TKD mutacidk vastagbéldaganatokbdl
izolalt DNS mintakban?
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5. Betegek, anyagok és mddszerek
5.1 A vizsgalatban résztvevé betegek jellemz6i

A Ki-67, FLT3 és JAK2 mutécidk vizsgélatahoz a DEOEC I. sz. Sebészeti Klinikajan
operalt 26 sporadikus CRC-ben szenved6 beteg (14 férfi, 12 n6; életkor: 65,4+12,5 év) mitéti
preparatumabdl szarmazo mintat hasznaltunk fel. A klinikai adatokat az Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrumban egységesen hasznalt Medsolution programbdl gytijtottik ki.
Az FLT3- és JAK2 mutacidk vizsgalatat 38 olyan colontumoros beteg esetében is elvégeztuk,
akiknél az Amsterdam vagy a modositott Bethesda kritérium rendszer alapjan a HNPCC
gyanUja megalapozott volt. Ezeknél a betegeknél microsatellita instabilitds vizsgalat és 3
hibajavito fehérje (MLH1, MSH2, MSH6) immunhisztokémiai vizsgalata tértént meg. A MSI
meghatarozasa soran 2 mononukleotid és 3 dinukleotid microsatellita amplifikalasa tortént
meg fluoreszcensen jel6lt primerekkel [171-173], majd a PCR termékek analizisét kapillaris
elektroforézissel végeztik el ABI310-es késziléket haszndlva. Amennyiben egy mintaban
magas microsatellita instabilitas és/vagy egy MMR fehérje kiesését észleltik, az MLH1 és
MSH2 gének szekvencia analizisét végeztiik el. Genetikai eltérést 6 beteg esetében tudtunk
kimutatni (Lynch szindréma; 4 férfi, 2 n0; életkor: 47,3£10,7 év) és ezek az esetek korabbi
publikaciokban mar bemutatasra kertltek [171-173]. A fennmaradd 32 beteget (15 férfi, 17
no; életkor: 56,3+13,4 év) a familiaris CRC X-tipusba soroltuk. Mind a HNPCC-s, mind a
sporadikus CRC-s betegeket a DEOEC Sebészeti Intézetében dolgozé Dr. Tanyi Miklds
gondozta. A mintak ecl6készitését és az immunhisztokémiai vizsgélatokat a DEOEC
Patologiai Intézetében Dr. Téth L&szl6 végezte el. Az MSI vizsgalatok a DEOEC
Laboratoriumi Medicina Intézetében torténtek, mig az MLH1 és MSH2 gének mutacio
analizisét/szekvenalasat az Orszagos Onkoldgiai Intézetben Dr. Olasz Judit végezte. A
vizsgalatokat a sziikséges etikai engedélyek birtokaban végeztiik el.

Az FLT3 és a JAK2 gének mutacidinak vizsgalatanal kontrollként 107 felndtt akut
myeloid leukémias (AML; 47 férfi és 60 n6; életkor: 50,8+17,1 év) és 99 polycythemia veras
(PV; 55 férfi, 44 no; ¢letkor: 61,4+14,1 év) beteg mintdjat hasznaltuk fel. Az AML és PV
diagndzisat a WHO kritériumai alapjan allitottak fel [174]. Ezeket a betegeket a DEOEC II.
sz. Belgydgyaszati Klinikajan dolgoz6 Dr. Batar Péter és Prof. Dr. Udvardy Miklos illetve a
Nyiregyhazi Josa Andras Koérhaz Hematologiai Osztalyan dolgozo Dr. Szerafin Laszlo

gondozta.
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5.2 Az alkalmazott sejtvonalak

A daganatos sejtvonalakban végzett Ki-67 génmutacio kereséshez négy sejtvonalat
hasznaltunk fel. Egy cervixcarcinoma (HeLa), egy tlid6carcinoma (A549) és két
coloncarcinoma (CXF94, SW480) tumoros sejtvonalat vizsgaltunk, melyek az American
Type Culture Collection-t6l szarmaznak (ATCC, Rockville, MD, USA). A sejteket a
Dulbecco-féle modositott Eagle tapoldatban (Gibco-BRL, Berlin, Germany) tenyésztettiik
standard feltételek mellett. A tapoldatot 10%-0s magzati borju szérummal (Gibco-BRL) és

antibiotikumokkal egészitettiik ki.

5.3 RNS, DNS izolaléas

A tumoros sejtvonalakkal kapcsolatos munkénk soran 5 x 10° szamu sejtbél TRIzol™
Reagens (Gibco BRL) segitségével tortént az RNS kivonasa.

A sporadikus és orokletes CRC-s betegek esetében a Ki-67, FLT3 és JAK2 mutaciok
vizsgalatahoz formalinnal fixalt, paraffinos metszetekbdl tortént a DNS izolalas. Az 5-10 um
vastagsagu (2-3 db) paraffinos metszetet melegitéssel (65°C, 10 perc) és xylollal (2x15 perc)
deparaffinaltuk, majd leszallé alkohol sorral (100%, 2x10 perc; 96%, 2x10 perc; 70%, 2x10
perc) a metszet rehidralasa kovetkezett. Ezutan 20 ul Proteindz K-val emésztettik a
preparatumokat (56°C, 16-18 o6ra) majd a ,,QIAmp DNA mini Kit” izolalé kit Tissue
protokolljat (QIAGEN) alkalmaztuk.

Az AML-es betegek esetében az FLT3 gén mutacidinak vizsgalatahoz teljes vérbdl,
mig a PV-s betegek esetében a JAK2 gén mutacidjanak vizsgalatakor Ficollos szeparalast
kovetden a granulocyta rétegbdl végeztiik el a DNS izolalast a ,,QIAmp DNA Blood mini kit”
izolalo kit (QIAGEN) segitségevel.

A DNS- és RNS-minték koncentraciojat es tisztasagat fotométerrel (GeneQuant vagy

NanoDrop) hataroztuk meg.

5.4 A Ki-67 gén cDNS-ének szekvenalasa kldénozassal

A sejtvonalakbol kivont RNS-t (5 pg) a Murine Reverse Transcriptase enzim (Ready-
To-Go®, Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ, USA) és 100 pmol pd(T)12.1s (Amersham-
Pharmacia) felhasznalasaval irtuk & cDNS-sé. A Ki-67 gén exonjainak amplifiké&ciéjahoz
sziikséges primerek és egyéb Osszetevok és a PCR korlilmények a 4. tablazatban lathatok. A
PCR termékeket 1%-o0s agardz gélen elektroforézissel valasztottuk szét és ethidium bromid

jeloléssel UV lampa alatt tettiik lathatova. A PCR termékeket vagy a gélbdl kimetszve
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tisztitottuk a Prep-A-Bene® DNA Purification System (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
USA) segitségével, vagy kozvetleniil a PCR csévekbdl vettiik a mintat és az E.Z.N.A.® Cycle
Pure Kit-et hasznaltuk (PEQLAB Biotechnologie Gmbh, Erlangen, Germany). A tisztitott
PCR termékeket pCR®II-Blunt-TOPO® vektorba (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA)
épitettiik be, majd TOP 10 One Shot® kompetens E. coli baktériumokban sokszoroztuk fel.
Kanamycin tartalm( agar taptalajon szelektaltuk a klénokat, majd ,,QIAGEN Plasmid Maxi
Kit” (QIAGEN Gmbh, Hilden, Germany) segitségével izolaltuk a plasmidokat. Minden
sejtvonal esetében harom kldnt vizsgaltunk, legalabb kétszer.

A plasmid DNS szekvenalasa a Thermosequenase Kit (Amersham Pharmacia) és M13
szekvenald primerek (forward 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3" és reverse 5-CAG
GAA ACA GCT ATG ACC-3°) segitségével tortént az alabbi kortlmények kozott: 12 ciklus
15 maésodpercig 95, 55, és 70°C-on, majd 13 ciklus 20 masodpercig 95, 55 és 70°C-on. A
DNS szekvenalashoz automatizalt szekvenald késziiléket hasznaltunk (Model 4200, LI-COR
Inc., Lincoln, NE, USA). A kapott szekvenciat a Ki-67 cDNS-t leir6 eredeti publikdcidban
kozolt [156] illetve az Ensembl génbankban taldlhaté Ki-67 cDNS referencia szekvenciaval

vetettiik 0ssze.

5.5 A Ki-67 ¢.1300delC mutaci¢ vizsgalata primer CRC mintakban szekvenalassal

Az alkalmazott primerek
Ki-67 delC1: 5-GTG AAT CTG GGT AAA AGT GA-3’
Ki-67 delC2: 5’-CTG AAA GAA TGA AGG TCT CA-3’

A PCR mix 0sszemérése Az alkalmazott PCR korulményei

Ki-67 delC1 (10 pmol/ul): 1,0 ul 94°C - 12 perc ciklusszam: 1
Ki-67 delC2 (10 pmol/pl): 1,0 ul 94°C - 30 sec

10x puffer (no MgCl,): 2,5 55°C - 30 sec ciklusszam: 40
dNTP (100 mM): 0,2 ul 729C - 30 sec

MgCl, (25 mM): 2,0 ul 72°C - 10 perc ciklusszam: 1
d.H,0: 16,2 ul 4°C folyamatos
AmpliTaq Gold: 0,1 ul

Osszesen: 23,0 ul

=25 ul=23 ul PCR mix + 2 pl gDNS (0,05 pg/ul)

31



4. tablazat PCR primerek és egyéb korulmények a Ki-67 fehérje kiilonb6zé exonjainak PCR amplifik&ciojahoz

PCR Termék
Amplifikalt exon Forward primer Reverse primer koéralmények hosszuséaga (bp)
1-12. exon 5-TAT ACA TAT GAT GTG 5-TAT AGG ATC CTACGT TTC #10 ciklus: 94°C — 2 min. 1400
(7. exon nélkdil) GCC CAC GAG ACG-3* CATTTT CTC TAATAC AC-3° 65°C — 2 min. (-1,5°C/ciklus)
72°C - 5 min.
7. exon 5-ATA TGA ATT CCA CCA 5-ATATGG ATC CTC AAATGG 45 ciklus: 94°C — 2 min. 1070
TGG AGA AAG CTC AAG ATT CCA-3’ AAT CAC CAA AGT TGT TGA-3¢ 55°C — 2 min.
72°C - 5 min.
Repeatek 5‘-TAT ACC GCG GCA CCATGG 5-ATA TGG ATC CTC ATT TGC GCT *35 ciklus: 1000
13. exon AGC CCG TGT AAC TGG AAT-3¢ TTTTCTTGT CTT CTA-3¢ 94°C — 1 min.
(1-3 repeat) 50°C — 1 min.
14-15. exon 5“-TAT AGA ATT CGC TGC TGA 5-TAT AGG ATC CAT ATCTTC ACT 72°C — 2 min. 900

TAG CTT AAG CG-3’ GTC CCT ATG ACT TCT GGT-3¢

* APCR Primus 96 Plus Thermocycler (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) késziiléken tortént, 1 ul cDNS-t, 0,5 ul dNTP-t (100 mM), 2,5
ul forward és reverse primert (20 mM), 0,5 ul Pfu DNS Polymerase-t (1,5 U) és 5 ul Pfu DNS Polymerase 10x Puffer-t (Promega Corp.,

Madison, WI, USA) tartalmazé 50 pl reakcio-térfogatban az exon 1-12 és az exon 7 esetében.

Az exon 13 és exon 14-15 esetében 5 ul 10x ProofStart PCR Puffert és 1 pul ProofStart DNS Polymerase-t (2,5 U) (QIAGEN Gmbh, Hilden,
Germany) és a fent emlitett anyagokat ugyanabban a koncentracioban hasznaltuk 50 pl reakcio-térfogatban. A B,-microglobulin cDNS-ét

hasznaltuk kontroll templatként.



A PCR terméket agardz elektroforézis segitségével tettilk lathatova. 3%-os TBE-
agaroz gelt készitettiink. A gélre 10 ul PCR terméket vittink fel, melyhez 1 ul 10x-es loading
dye festéket adtunk. A mintakat 90V fesziltségen kb. 1,5 éraig futtattuk, és ethidium bromid

jeloléssel UV lampa alatt tettik lathatova. Sikeres PCR esetében a termék mérete 437 bp.

A PCR termék tisztitasa

A PCR termék tisztitasara Microcon ultrafiltraciés oszlopot (Amicon® Ultra — 0,5 ml,
30K; Millipore, Carrigtowhill, Ireland) hasznaltunk, mellyel a feleslegben maradt reakcio
komponenseket tavolitottuk el. A tisztitas utan kb. 5-7 pl tisztitott PCR termék allt
rendelkezésiinkre, melyhez 25 ul sterilizalt desztillalt vizet adtunk.

A szekvendld PCR reakcio dsszeallitdsa

A szekvenalashoz az Applied Biosystems BigDye A szekvenald PCR kondicidi
Terminator (v. 3.1) kitjét hasznaltuk. 96°C-on: 30 sec

8,0 pl tisztitott PCR termék 50°C-on: 15 sec

4,0 pul TRR 3.1 (Applied Biosystem) 60°C-on: 4 min

4,0 pl TRR puffer (5x) A ciklusszam: 25

4,0 ul primer

A szekvenald elegy 6ssztérfogata: 20 ul

A szekvenald PCR termékenek tisztitasa

A be nem épllt dezoxi- és didezoxi-nukleotidok eltavolitasara a QIAGEN DyEXx Spin
Kit-jét hasznaltuk. A megtisztitott terméket vakumcentrifugaban (Savant SpeedVac SC100
készllékben) szaritottuk teljes beszaradasig (kb. 30 perc). Ezutan 15 pl formamidot (Applied
Biosystems, Hi-Di™ Formamide) mértiink a beszéradt mintakra, és szekvenalasig ebben a
formaban -20°C-on taroltuk azokat. A formamidban 1évé mintakat kozvetleniil szekvenalas
el6tt denaturaltuk. A mintakat 3 percig 95°C-on inkubaltuk, majd azonnal jég kozé raktuk és

minimum 5 percig jégben tartottuk.

A mintak mérése, szekvenalas

A szekvenalads ABI Prism 310 Genetic Analizer készulékkel tortént. A mérés soran
Pop-6™ (Performance Optimized Polymer 6; Applied Biosystems) géllel dolgoztunk. A
szekvenalast 47 cm-es (50 um atmér6jii) kapillarissal (Applied Biosystems) 10 masodperces

injektalasi idovel végeztiik. Egy minta detektalasat az analizator 15.0 kV-0s fesziltség mellett
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36 percig végezte. Az adatgyiijtés és analizis a ,,ABI Prism™ Collection and Sequencing

Analysis” 3.4.1 software segitségével tortént.

5.6 Az FLT3 tirozin kindz domén (TKD) mutaci6 kimutatdsa PCR+RFLP-vel
Az alkalmazott primerek

FLT33-20F: 5’-CCG CCA GGA ACG TGC TTG-3
FLT34-20R: 5°-GCA GCC TCA CAT TGC CCC-3’

A PCR mix 0sszemérése
FLT33-20F primer, (cc.:10 pmol/pul) 0,5 ul

Az alkalmazott PCR kdrulményei

FLT34-20R primer, (cc.:10 pmol/ul) 0,5 ul 94°C - 12 perc Ciklusszam: 1
94°C - 30 sec
dNTP (100 mM) 01 pl S50 - 30 lusszAm: 40
10x PCR Gold Buffer (no MgCl.) 2,5l - JU'sec cikiusszam:
72°C - 30 sec
MgCl; (25 mM) 2,0 ul . )
72°C - 10 perc ciklusszam: 1
dH:0 142 ul 4°C folyamatos
Ampli Taq Gold 0,2 ul y
gDNS (cc.: 0,1 pg/ul) 5,0 ul

Emésztés - a reakcio 6sszedllitasa

0,25 pul EcoR V enzim (New England Biolabs)
1,5 ul NEB 3 Puffer

0,15 ul BSA 100x

8,1 ul dH,0

=15 pl=10 pl emésztd mix + 5 pl PCR termék
A mixet 16 6ran at emésztettiilk 37°C-on.

Az emésztetlen és emésztett PCR termékeket agar6z gélelektroforézis segitségével
tettlik lathatova. 3%-os TBE-agar6z gélt készitettlink. A gélre 10 ul terméket vittiink fel,
melyhez 1 ul 10x-es loading dye festéket adtunk. A mintakat 90V fesziiltségen kb. 1,5 6réig
futtattuk és ethidium bromid jel6léssel UV lampa alatt tettik lathatova. A vad tipusa allél
jelenléte esetén a 114 bp nagysagu PCR termék az emésztés soran 68 és 46 bp nagysagu
termékekre hasad. Az enzim hasitasi helye elvész mutacio jelenléte esetén, igy ekkor egy 114

bp nagysagu termék is megjelenik a hasitott termékek mellett.

5.7 Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatasa PCR és agaroz- illetve
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével

Az alkalmazott primerek

FLT314F forward: 5 -GCA-ATT-TAG-GTA-TGA-AAG-CCA-GC-3’
FLT315R reverse: 5°-CTT-TCA-GCA-TTT-TGA-CGG-CAA-CC-3’
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A PCR mix 6sszemérése

FLT314F primer (1 pmol/ul) 0,5 ul Az alkalmazott PCR korilményei
FLT315R primer (1 pmol/ul) 0,5 ul 94°C 12,0 perc ciklusszam: 1
AmpliTaq Gold puffer (no MgCl,) 2,5ul 94°C 30 sec

MgCl; (25 mM) 2,0l 56°C 1,0 perc ciklusszam: 35
dNTP (100 mM) 0,1 ul 72°C 2,0 perc

Steril desztillalt viz 14,2 ul 72°C 10,0 perc ciklusszam: 1
AmpliTag Gold polymerase enzim 0,2 ul 4°C-on folyamatos
Osszesen: 20,0 pl

20,0 pl reakcidelegyhez 5,0 pul DNS-t (0,05 pg/pl)

adtunk.

A PCR terméket agaroz illetve poliakrilamid gélelektroforézis segitségével tettik
lathatdva. 3%-os TBE-agardz illetve 6%-0s poliakrilamid gélt készitettink. A gélre 10 pl
PCR termeket vittiink fel, melyhez 1 ul 10x-es loading dye festéket adtunk. A mintakat 90V
fesziiltsegen kb. 1,5 o¢raig futtattuk és ethidium bromid jeldléssel UV lampa alatt tettik
lathatdva. A vad tipusu allél jelenléte esetén egy 331 bp-os termék, mig mutans allél esetén

egy ennél nagyobb méretli Sdv is lathatd az elektroforetogrammon.

5.8 Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatasa fragmentanalizissel és
szekvenélassal

Az alkalmazott primerek

FLT314F forward: 5"-6 FAM-GCA-ATT-TAG-GTA-TGA-AAG-CCA-GC-3°
FLT315R reverse: 5°-CTT-TCA-GCA-TTT-TGA-CGG-CAA-CC-3’

A PCR mix 0sszemérése Az alkalmazott PCR kdrulményei

FLT314F primer (1 pmol/ul) 0,5 ul 94°C 12,0 perc ciklusszam: 1

FLT315R primer (1 pmol/ul) 0,5 ul 94°C  30sec

AmpliTaq Gold puffer (no MgCly,) 2,5ul 56°C 1,0 perc ciklusszam: 35

MgCl, (25 mM) 10,0 pl 72°C 2,0 perc

dNTP (100 mM) 0,1 ul 72°C 30,0 perc ciklusszam: 1

Steril desztillalt viz 9,2 ul 4°C-on folyamatos

AmpliTaq Gold polymerase enzim 0,2 ul A Fragmentanalizis mix elkészitése
Osszesen: 23.0u 1,0 pl PCR termék (8x-ra higitva desztillalt vizzel)
23,0 ul reakcioelegyhez 2,0 ul DNS-t (0,05 ug/ul) 0,5 pl ROX 500 méret standard (2x-re higitva
adtunk. desztillalt vizzel)

13,5 ul formamid

Osszesen: 15,0 pl

35



A formamidba felvett mintakat 2 percig 95°C-on inkubaltuk, majd jég kozott tartottuk
legkevesebb 5 percig. Analizisig -20°C-on taroltuk.

Fragmentanalizis

A denaturalt mixek analizise az ABI310 kapillaris elektroforézis késztlékkel (Applied
Biosystems) tortént. A mérést/adatgyijtést a GeneScan (Applied Biosystems), az analizist a
GeneScan illetve a PeakScanner szoftverek (Applied Biosystems) segitségével végeztik el.
Az alkalmazott kapillaris 47 cm hosszl, az elektroforézis POP6 polimerben (Applied
Biosystems) zajlott, 60°C-on, 15 kV-os fesziltségen, 10 masodperces injektalassal (2 kV) és
60 perces adatgytijtéssel. A spektralis kalibralas a Fluorescent Amidite Matrix Standard Kit D
(Applied Biosystems), segitségével tortént.

A vad tipusu allél jelenléte esetén egy 331 bp-os termék, mig mutans allél esetén egy

ennél nagyobb méretii csucs is lathato az elektroforetogrammon.

Szekvenalas
Az FLT3-ITD pozitiv mintdk kozil 10 esetében direkt szekvenalast is végeztiink az

5.5. pontban leirtaknak megfelelden.

5.9 A JAK2 gén V617F mutacidjanak kimutatdsa PCR+RFLP-vel

Az alkalmazott PCR primerei

JAK23 reverse: 5-TGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA-3
JAK25 forward: 5" -ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG-3

A PCR mix 0sszemérése Az alkalmazott PCR kdrulményei

JAK23 primer (cc.: 10 pmol/ul) 2,4 ul 94°C 12 perc ciklusszam: 1
JAK25 primer (cc.: 10 pmol/pl) 2,4 ul 94°C 1 perc

dNTP (cc: 100 mM) 0,2 ul 58°C 1 perc ciklusszam: 36
10x PCR Gold Buffer (15 mM MgCl,) 2,5 ul 2C 1 perc

steril dH,0 154 pl 72°C 10 perc ciklusszém: 1
Ampli Tag Gold 0,1l #C folyamatos

gDNS (cc.: 0,05 pg/ul) 20l Emésztés - a reakcid dsszeallitasa

$=25 pul=23 pl PCR mix + 2 pl gDNS

5 ul PCR termék

0,2 ul BSA X I enzim (New England Biolabs)
1,5 ul NEB 4 Puffer

8,3 ul dH,0

>=15 pl=10 pl emészté mix + 5 pl PCR termék
A mixet 16 oran at emésztettiik 37°C-on.
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Az emésztetlen es emésztett PCR termékeket agar0z gélelektroforézis segitsegével
tettk lathatova. 3%-os TBE-agar6z gélt készitettlink. A gélre 10 ul terméket vittlink fel,
melyhez 1 ul 10x-es loading dye festéket adtunk. A mintakat 90V fesziiltségen kb. 1,5 6réig
futtattuk es ethidium bromid jeldléssel UV lampa alatt tettik lathatova. A vad tipusa allél
jelenléte esetén egy 174 bp-os és egy 160 bp-os termék, a mutans allél esetében pedig egy 364
bp-os termék lathato.

5.10 Microsatellita instabilitas vizsgalata
Az MSI vizsgalat soran 3 dinukleotid és 2 mononukleotid microsatellita stabilitasat

vizsgaltuk meg PCR és CE segitségével. Ezek legfontosabb jellemz6i:

MS kr. lokalizacio kozeli gen méret (bp) jelzés
D2S123 2p16 hMSH2 211 FAM
D5S346 5021-5q22 APC 125 FAM
D17S250 17911.2-17q12 BRCA1 152 NED
BAT-25 421 c-kit 124 HEX
BAT-26 2p16 hMSH2 122 NED

Az alkalmazott primerek

d2s123 HNPC1 5-FAM-AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA-3'
HNPC2 5'-GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC-3'
d5s346 HNPC3 5-FAM-ACT CAC TCT AGT GAT AAATCG GG-3'

HNPC4 5'-AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT T-3'
d17s250 HNPC5 5'-NED-GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT-3'
HNPC6 5'-GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC-3'

Bat-25 HNPC7 5-HEX-TCG CCT CCA AGA ATG TAAGT-3'
HNPC8 5-TCT GCATTT TAACTATGG CTC-3'
Bat-26 HNPC9 5-NED-TGA CTACTT TTG ACT TCA GCC-3'

HNPC10 5'-AAC CAT TCAACATTT TTAACC C-3'

A PCR mixek 0sszemérése:

Mix 1 - d2s123 Mix 2 - d5s346

primer 1 (10 pmol/ul) 0,1ul primer 3 (10 pmol/ul) 0,04 pl
primer 2 (10 pmol/pl) 0,1 ul primer 4 (10 pmol/pl) 0,04 pl
PCR puffer (MgCl, nélkil) 1,5 pl PCR puffer (MgCl, nélkul) 15u
dNTP (100 mM) 0,1l dNTP (100 mM) 0,1 pl
MgCl; (25 mM) 1,0 ul MgCl; (25 mM) 2,0 ul
dH,0 10,1 l dH20 9,22 l
Osszesen: 1ol Osszesen: 129
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Mix 3 - d17s250

primer 5 (10 pmol/ul) 0,41 pl
primer 6 (10 pmol/ul) 0,41 pl
PCR puffer (MgCl, nélkul) 1,5l
dNTP (100 mM) 0,1 ul
MgCl, (25 mM) 1,0 pl
dH,0 9,48 ul
Osszesen : 12,9 ul
. Minden mixhez 0,1 pul AmpliTag Gold enzimet
Mix 4 - Bat25
. Applied Bi 6s 2 ul DNS- k.
orimer 7 (10 pmol/l) 0,09 (Applied Biosystems) és 2 u S-tadun
primer 8 (10 pmol/ul) 0,09 ul ]
PCR puffer (MgCl, nélkil) 15 4l Az alkalmazott PCR kdrulményei
dNTP (100 mM) 0.1 ul 95°C 12 perc ciklusszam: 1
94°C 30 méasodperc
MgCl; (25 mM) 1,0 pl
54°C 30 méasodperc ciklusszam: 50
dH,0 10,12 l
)  S— 72°C 45 mésodperc
Osszesen: 12,9 ul i )
72°C 10 perc ciklusszam: 1
Mix 5 - Bat26 . s
Az 5 egyedi PCR termékeét pooloztuk:
imer 9 (10 I/l 0,125 pl .
primer 9 (10 pmol/ul) n Mix 1 2l
rimer10 (10 pmol/ul 0,125 pl .
pri (10 pmol/ul) u Mix 2 6 ul
PCR puffer (MgCl, nélkil 1,5l .
puffer (MgCl, nélkal) n Mix 3 2l
dNTP (100 mM) 0,1 ul .
Mix 4 4 ul
MgCl; (25 mM 1,0 pl .
9Clz (25 mM) H Mix 5 3ul
dH,O 10,05 pl "
Osszesen: 17 pl
Osszesen: 12,9 ul

A poolozott PCR mixeket és a ROX festékkel jelzett méret standardot (ABI ROX 500,
Applied Biosystems; 2x higitva dH,O-val) formamidban (Applied Biosystems) vettik fel
(PCR termékek poolja 3,0 ul; Méret standard 0,5 ul; Formamid 11,5 ul), majd 2 percig 95°C-
on és 5 percig jégben térolva denaturdltuk a mintdkat. Az igy el6készitett mintakat ABI310
kapillaris elektroforézis készulék segitségével analizaltuk az 5.8. pontban leirtaknak

megfelelden.

5.11 A Ki-67-expresszid analizise aramlasi citométer segitségevel
A sporadikus CRC-s betegek esetében a tumorbdl lefagyasztott 1-2 mm-es atmér6jii darabot
felolvasztas utan  MediMachine  készulék  segitségével  homogenizaltunk. A

sejtaggregatumokat 50 pm-es porusatmér6jii sziird segitségével tavolitottuk el. A sejteket
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anti-cytokeratin-Cy5 (DAKO, Glostrup, Dania), anti-Ki-67-FITC (Mibl, DAKO)
antitestekkel és propidium iodiddal (P1) jel6ltik. A mintak analizisét FACS Calibur (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) aramlasi citométerrel végeztik. A tumoros sejteket fokozott
cytokeratin (FL4 fluoreszcencia intenzitas) expresszidjuk alapjan azonositottuk. A Pl felvétel
(FL2 fluoreszcencia intenzitas) alapjan hataroztuk meg a GO/G1, S és G2/M fazisban 1&vo

sejtek aranyat, mig a Ki-67 expressziot a sejtek FL1 fluoreszcencia intenzitasa adta meg.

5.12 Statisztikai analizis

A vizsgalt paraméterek megoszlasdnak normalitasdt Kolmogorov-Smirnov teszt
segitségével vizsgaltuk. A kategorikus valtozok Ssszehasonlitasat a y’-teszt segitségével, mig
a folytonos valtozokét a Mann-Whitney U-teszt vagy a Student-féle t-teszt segitségével
vegeztik. A folytonos valtozok korrelaciojat Pearson teszt alkalmazésaval értékeltik, a
betegek tulélését pedig Kaplan-Meier analizis segitségével. Barmely kilonbséget
szignifikdnsnak tekintettink, ha a p<0,05. A statisztikai analizis a Statistica program

segitségével tortént.
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6. Eredmények
6.1 Ki-67 mutacidok kimutatasa daganatos sejtvonalakban és CRC-s betegek mintaiban

A Ki-67 fehérje szerepet jatszik a magasabb rendli kromatin struktara kialakulasanak
és lebomlasanak szabalyozasaban és szdmos ponton lehet funkcidja a sejtciklus regulalasaban
is. Eppen ezért a fehérje hianya vagy szerkezetének és ezzel egyiitt funkciéjanak modosuléasa
szerepet jatszhat bizonyos daganatok kialakulasaban. Ezeket a valtozasokat okozhatjak kisebb
genetikai eltérések, Ugymint pontmutaciok vagy deléciok/inzerciok a Ki-67 gén
szekvencidjdban. Munkank soradn azt vizsgaltuk, hogy kimutathatdak-e ilyen genetikai
eltérések daganatos sejtvonalakban illetve CRC-s betegek daganatos szdveteiben.

Két colontumor (CXF94, SW480), egy cervixcarcinoma (HelLa) és egy tiidétumor
(A549) sejtvonal sejtjeibdl izolaltunk RNS-t, majd az errél atirt cDNS-bdl a Ki-67 gén
exonjait amplifikaltuk 4 PCR segitsegével. A PCR termékeket szekvenald vektorba klonoztuk
és meghatéaroztuk az amplifikalt szakasz szekvencidjat. A vizsgalat soran dsszesen nyolcféle
genetikai elterést talaltunk (5. tablazat). Az els6 egy T>A nukleotid csere a 237. pozicioban
(c.237T>A; CXF94 sejtekben), ami nem okoz valtozast az aminosav sorrendben. A 311. és
712. pozicibban A>G illetve T>A cserét detektaltunk, ami aszparagin/szerin illetve
triptofan/arginin  aminosav cserét eredményezett a CXF94/SW480 és a HelLa/CXF94
sejtvonalakban. Az 1300. pozicidban egy 1 bazisparos delécio (c.1300delC) volt kimutathato
az Ab49 és az SW480 sejtekben. Ez a valtozas kereteltolodast és STOP kodont eredményez a
deléciot kovetd 12. kodonban, ami a fehérje hianyat okozza vagy trunkalt fehérjéhez vezet.
Az izoleucin/leucin csere (c.1891A>C) és az arginin/triptofan csere (¢.2494C>T) a CXF94
illetve az A549 sejtvonalakban volt kimutathatd. Végil a C-terminalis szakasz két 1
nukleotidos baziscseréje (c.9289A>G és ¢.9737G>C) valamennyi sejtvonalban detektalhato
volt.

Miutan valamennyi talalt nukleotid csere a ¢.1300delC kivételével polimorfizmusnak
bizonyult, ezért ezt az egy genetikai eltérést vizsgaltuk meg CRC-s betegek mintaiban.
Osszesen 26 sporadikus CRC-ben szenvedd beteg vett részt ebben a tanulmanyban. A betegek
Klinikai adatai a 8. tdblazatban lathatéak. A kutatds soran a tumorokbdl izolaltunk DNS-t és
ebben hataroztuk meg szekvenalassal az 1 bazisparos delécio jelenlétét. A ¢.1300delC eltérés
nem volt detektalhaté a vizsgalt CRC-s betegek mintaiban.

A Ki-67 expresszid6 mértékét a CRC-s betegek mintdiban aramlasi citometria
segitségével vizsgaltuk meg. A tumoros sejtek azonositasa fokozott citokeratin expresszidjuk
alapjan tortént és a Ki-67 jelolés mellett propidium iodid segitségével sejtciklus analizist is

vegeztink. A tumoros sejtekben jol detektalhato volt a Ki-67 expresszioja, ami jellegzetes
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sejtciklus fliggést mutatott. A G2/M fazisban 1év6 sejtek intenzivebb Ki-67 fest6dést mutattak
a GO/G1 fazisban 1évokhoz képest (MFI: 18,5+7,8 vs. 8,4+3,4, p<0,0003). Tiz tumoros minta
esetében hyperploid tumoros sejtpopulacié volt jelen (DNS index: 1,38+0,09) a diploid sejtek
mellett. A hyperploid sejtek Ki-67 expresszidja (atlagos fluoreszcencia intenzitas)
szignifikdnsan magasabb volt az ugyanezen mintaban 1év6 diploid sejtekhez viszonyitva
(Diploid — GO/G1: 8,9+2,9 vs. Hyperploid — GO/G1: 12,9+6,0, p<0,03; Diploid — G2/M:
18,8+7,6 vs. Hyperploid — G2/M: 24,0+9,3, p<0,02).

6.2 Az FLT3-1TD kimutatasara alkalmas modszerek 6sszehasonlitasa

6.2.1 Az FLT3-1TD kimutatasara hasznalt modszerek alkalmazédsanak gyakorisaga a
nemzetkozi irodalomban
Az FLT3 tirozin kinaz génjének mutécioi szoros Osszefiiggést mutatnak az akut

myeloid leukémia prognozisaval. Alapvetden arra kerestiink valaszt, hogy az FLT3-ITD
mutécié kimutathaté-e CRC-s betegek daganatos mintaiban és mutat-e 0Osszefliggést a
betegség klinikai paramétereivel.

Elsé 1épésben azt akartuk kideriteni, hogy az FLT3-ITD kimutatdsara milyen
modszerek hasznalhatéak és milyen gyakorisdggal alkalmazzak ezeket a nemzetkozi
irodalomban. Ezért a kovetkezd kifejezések kombinacidjaval keresést végeztink a PubMed
adatbazisban: “FLT3” AND [“ITD” OR “LM” OR “internal tandem duplication” OR “length
mutation”] AND “Language: English” AND “Publication year: 2010-2011”. Osszesen 177
kozlemény felelt meg a kritériumoknak. Elsé 1épésben az Osszefoglald cikkeket (15
kozlemény), valamint a Kkizarélag allat modelleket vagy ismert FLT3-ITD pozitiv
sejtvonalakat hasznalo, az FLT3 jelatviteli mechanizmusat vagy egyéb biokémiali
tulajdonsagat vizsgald tanulmanyokat (27 kézlemény) kihagytuk a feldolgozasboél. A tovabbi
135 cikkb6l 122-t sikerilt teljes terjedelmében megszereznink. Az Anyag és moddszer
fejezetet attekintve 32 esetben lehetett az FLT3-ITD meghatirozashoz hasznalt modszert
kdzvetlenll kideriteni, mig 67 esetben korabbi, referenciaként hivatkozott cikkben talaltunk
leirdst a metddusrol. 23 cikk esetében nem lehetett azonositani a mddszert (sem az eredeti
szoveg, sem a referencia cikk alapjan; 2 esetben a referencia cikk nem volt elérhetd
szamunkra). Végul a 122 cikk teljes szOvegét attanulmanyozva 99 esetben tudtuk azonositani

az FLT3-1TD meghatarozas modszereét.
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5. tablazat Kiilonbo6z6 tumoros sejtvonalak Ki-67 fehérjéjének cDNS-ében kimutatott mutaciok jellemzdi

Exon  Pozicio eredeti Nukleotid véaltozas Aminosav valtozas SNP Sejtvonal
cDNS alapjan? Ensembl alapjan® Ensembl alapjan®
4 433 C.237T>A nincs rs1063536 (T allél: 7-8%) CXF94
5 507 c.311A>G p.Asn104Ser rs2071498 (A allél: 38-42%) CXF94, SW480
7 908 C.712T>A p.Trp238Arg rs7095325 (T allél: 22-28%) HelLa, CXF94
7 1496 ¢.1300delC csonkolt fehérje A549, SW480
9 2087 c.1891A>C p.lle631Leu rs997983 (C allél: 8-10%) CXF94
13 2690 C.2494C>T p.Arg832Trp rs34916904 (T allél: 2-5%) A549
14 9485 €.9289A>G p.Asn3097Asp rs2798669 (A allél: 100%) HeLa, CXF94, SW480, A549
15 9933 €.9737G>C p.Arg3246Thr rs2857042 (G allél: 100%) HeLa, CXF94, SW480, A549

3Schliiter et al., J Cell Biol, 1993; 123:513-522. "www.ensembl.org (SNP: single nucleotide polymorphism)
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Ami a modszerek megoszlasat illeti, 29 koézleményben (29,3%) hasznaltak agaréz
(AGE) és/vagy poliakrilamid (PAGE) gélelektroforézist az FLT3-ITD PCR-termékek
Kimutatdsdra 6nmagdban vagy 37 esetben (37,4%) DNS-szekvenalassal kombinalva. A
kapillaris elektroforézis (CE) ardnya 6nmagaban vagy DNS-szekvendlassal hasznalva 16
illetve 3 (16,2% illetve 3,0%) volt. Tovabbi 4 illetve 6 esetben (4,0% és 6,1%) az AGE/PAGE
és a CE kombinéacidja DNS-szekvendlassal tarsult vagy anélkil tortént. Tovabbi 4 cikkben
AGE/PAGE + CE + Q-PCR + szekvendlast egyitt, AGE + CE + dHPLC + szekvenalast
egyutt illetve o6nalléan Q-PCR-t és onalldan high-resolution melting analysist (HRMA)
hasznaltak. Ezek alapjan (gy gondoltuk, hogy az AGE és PAGE még mindig széleskdrben
hasznalt moddszerek az FLT3-ITD kimutatasaban, ezért ©sszehasonlitasuk a kapillaris

elektroforézissel és a 3 modszer analitikai tulajdonsaganak jellemzése érdekes vizsgalat lehet.

6.2.2 Az FLT3-1TD kimutatasa AML-es betegek mintaiban 3 kiilonb6z6 elektroforetikus
modszerrel

Osszesen 73 AML-ben szenvedd felndtt beteg 95 darab DNS mintajaban vizsgaltuk
meg harom kiilonb6z6 elektroforetikus modszerrel az FLT3-1TD kimutathatosagat. 18 beteg
esetében kettd, 2 beteg esetében harom fliggetlen mintat dolgoztunk fel. Legalabb egy mutans
allél jelenlétet tudtuk kimutatni 18 beteg 20 mintajaban, fiiggetleniil a hasznalt modszertol.

A Kkapillaris elektroforézis alapjan meghatarozott ITD méret 9-178 bazispar kozott
mozgott (median 40 bp), a mutans/vad allél ardnya 0,006 és 3,714 kozott valtozott (median
0,144), mig a mutans/dsszes allél aranya 0,48 és 77,8% kozott (median 12,5%.) volt. A 18
ITD-pozitiv betegbdl kilencben egynél tobb muténs allél volt kimutathato (tobbszords 1TD).
A kapillaris elektroforézis soran két mutacidra utald csucsot 7, harom csucsot 2 minta
mutatott. Habar mindharom maédszer képes volt azonositani az FLT3-ITD pozitiv mintékat,
kilénbség volt koztiik a muténs allélek szamat, méretét és intenzitasat illetéen (10. abra),
kovetkezésképpen tovabbi munkank sordn a harom elektroforetikus maddszer analitikai

tulajdonsagait vizsgaltuk meg.
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10. abra Az FLT3-ITD pozitiv és negativ DNS-mintak vizsgilata hiarom Kiilonboz6
elektroforetikus modszerrel A genomi DNS-t az Anyag és modszer fejezetben leirtak
szerint amplifikaltuk. A PCR-termékeket (10 ul) 3% agar6z (A) és 6% poliakrilamid gélen
(B) futtattuk. A kapillaris elektroforézishez kilon PCR protokolt hasznéltunk fluorescensen
jelolt forward primerrel. A mintdkat ABI310 analizatorral vizsgaltuk, a PCR-termékek
meretét a PeakScanner szoftverrel hataroztuk meg a ROX-500 méret-standard alapjan (C, D,
E, F, G, H, 1). Az FLT3 vad-tipust allélbol amplifikalt PCR-termék mérete 331 bp, az ennél
nagyobb méretli savok ITD jelenlétére utalnak. (K: kontroll, B: beteg, Vt: vad tipus)

6.2.3 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek meghatarozasa:
reprodukélhat6sag

Két ITD-pozitiv mintat (B35 és B80) hasznaltunk a vizsgalathoz. A kapillaris
elektroforézis sordn a B35 minta egy nagy és egy alig lathato kisebb muténs csucsot mutatott
387 és 339 bp-nal. A B80 mintanal egy nagy mutans csucsot lattunk 355 bp-nal és egy

nagyon Kis intenzitast masikat 398 bp-nal (11. abra).
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11. 4bra A B35 és B80-as betegek mintainak kapillaris elektroforetogramja

A 6. tablazat tartalmazza a CE-vel meghatarozott ITD méret reprodukalhatosagi
adatait. Az intra-assay variabilitast két modon hataroztuk meg. Egyrészt, mindkét pozitiv
mintat tizszer amplifikaltuk ugyanolyan korilmények kozétt, ugyanazon a napon, majd
mindegyik PCR terméket az ABI310 analizator kapillarisaba injektaltuk (6. tablazat, ,,10
cs0”). Masrészt, mindkét minta esetében a tiz PCR termék egyikét tizszer injektaltuk a
készllékbe (6. tablazat, ,,1 ¢s6”). A vad-tipusu és mutans allélrdl felszaporodott PCR termék
méretét illetden nagyon jo intra- és inter-assay reprodukalhatdsagot észleltink (a CV% 0,2%
alatt volt). Az ITD nagysagat a mutans es vad allél méretének a kilénbsége adta meg. Az
intra- és inter-assay CV% 1, ill. 2% alatti volt, ha az ITD mérete nagyobb volt (24 bp felett;
B35 minta — ITD2; B80 minta — ITD1 és ITD2). A B35 minta ITD1 esetében Kisebb, 9
bazisparnyi inzerciot észleltiink, relative nagyobb intra- és inter-assay CV%-kal (7 és 11%).
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6. tAblazat A kapillaris elektroforézissel végzett FLT3-1TD-méret meghatarozas analitikai jellemz6i

Vad tipust allél*®  Mutéans allél 1*°  Muténs allél 22° ITD1° ITD 2°

B35 minta®
Intra-assay variacio (1 es6)°
Intra-assay variacio (10 ¢s6)°

Inter-assay variacio

330,9+0,2 (0,1%)°
331,2+0,1 (0,1%)

330,6+0,5 (0,2%)

339,2+0,6 (0,2%)
338,9+0,4 (0,1%)

339,7+0,6 (0,2%)

387,2+0,1 (0,1%)
386,9+0,1 (0,1%)

387,1£0,1 (0,1%)

8,3+0,6 (7,2%)
7,7+0,5 (6,5%)

9,1+1,0 (11,0%)

56,1+0,3 (0,5%)
55,7+0,1 (0,2%)

56,5+0,6 (1,1%)

B80 minta®
Intra-assay variacié (1 c¢s6)°
Intra-assay variacié (10 cs6)°

Inter-assay variacio

330,840,2 (0,1%)°
331,00,2 (0,1%)

330,3+0,5 (0,2%)

355,2+0,1 (0,1%)
355,2+0,1 (0,1%)

355,2+0,1 (0,1%)

398,4+0,1 (0,1%)
398,1+0,2 (0,1%)

398,5+0,3 (0,1%)

24,4%0,2 (0,8%)
24,1+0,2 (0,8%)

24.8+0,4 (1,6%)

67,620,3 (0,4%)
67,120,4 (0,6%)

68,1%0,7 (1,0%)

*Két FLT3-ITD pozitiv, két-két mutans allélt hordoz6 mintéat (B35 és B80) vizsgaltunk.

PA vad tipust és mutans allélok méretét CE-vel hataroztuk meg ABI310 analizatort és PeakScanner szoftvert hasznalva. Az ITD méreteket a
muténs és vad-tipusu allélokrdl amplifikalt PCR termék méretkiilonbségébdl szamoltuk ki.

‘Az intra-assay variabilitast két kiillonboz6 moédon hataroztuk meg. Egyrészt, a két pozitiv mintaval tizszer végeztink PCR-t ugyanolyan
korulmények kdzétt ugyanazon a napon, majd mindegyik PCR-termeket egymastol fliggetlenil vizsgaltuk az ABI310 analizatorral (“10 cs6”).
Masrészt, mindkét minta esetében a 10 PCR-termékbdl egyet kivalasztva, egymas utan tizszer vizsgaltuk az analizatorral (“1 ¢s6”).

9A két FLT3-ITD pozitiv mintat 10 egymast kdvetd napon napi egy alkalommal amplifikaltuk és analizaltuk.

°A feltiintetett szdmadatok a 10 meghatarozasbol szamolt atlag+SD értéket mutatjak. A CV%-ot (zardjelben) az ,,SD / atlag x 100” képlet alapjan
szamoltuk ki.
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7. tAblazat A kapillaris elektroforézissel végzett FLT3-1TD-ardny meghatarozas analitikai jellemzoi

Mutans 1/Total (%)*° Muténs 2/Total (%)*®  Mutans 1/Vad tipus®®  Muténs 2/Vad tipus®®

B35 minta®

Intra-assay variacié (1 ¢s6)° 0,39+0,20 (51,3%)° 63,9+0,5 (0,8%) 0,011+0,006 (54,5%) 1,790+0,035 (2,0%)
Intra-assay variacio (10 cs6)° 0,43+0,34 (79,1%) 65,3%1,6 (2,5%) 0,012+0,009 (75,0%) 1,911+0,114 (6,0%)
Inter-assay variaci¢® 0,63+0,36 (57,1%) 65,7+2,4 (3,7%) 0,020+0,012 (60,0%) 2,052+0,203 (9,9%)
B80 minta®

Intra-assay variacié (1 c¢s6)° 11,9+0,1 (0,8%)° 1,5+0,1 (6,7%) 0,138+0,001 (0,7%) 0,018+0,002 (11,1%)
Intra-assay variacié (10 cs6)° 12,6+0,2 (1,6%) 1,2+0,1 (8,3%) 0,146+0,003 (2,1%) 0,014+0,002 (14,3%)
Inter-assay variacio 12,5+0,5 (4,0%) 1,3+0,3 (23,1%) 0,144+0,007 (4,9%) 0,016+0,004 (25,0%)

*Két FLT3-ITD pozitiv, két-két mutans allélt hordoz6 mintéat (B35 és B80) vizsgaltunk.

PA vad tipust és mutans allélok gérbe alatti terileteit (AUC) CE-vel hataroztuk meg ABI310 analizatort és PeakScanner szoftvert hasznalva. A
muténs allélok aranyat az AUCmutans anet / AUC mutans+vad tipusa allélok Vagy aZ AUCmutans aliel [ AUC,4q tipusd allél képlet segitségével szamoltuk ki .

°Az intra-assay variabilitast két kiilonbozé moédon hataroztuk meg. Egyrészt, a két pozitiv mintaval tizszer végeztink PCR-t ugyanolyan
korulmények kdzétt ugyanazon a napon, majd mindegyik PCR-terméket egymastol fiiggetleniil vizsgaltuk az ABI310 analizatorral (“10 cs6”).
Masrészt, mindkét minta esetében a 10 PCR-termékbdl egyet kivalasztva, egymas utan tizszer vizsgaltuk az analizatorral (“1 ¢s6”).

YA két FLT3-ITD pozitiv mintat 10 egymast kovetd napon napi egy alkalommal amplifikaltuk és analizaltuk.

°A feltiintetett szdmadatok a 10 meghatarozasbol szamolt atlag+SD értéket mutatjak. A CV%-ot (zardjelben) az ,,SD / atlag x 100” képlet alapjan
szamoltuk ki.
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A mutans/vad-tipus illetve mutans/dsszes allél hanyados meghatarozasanal valtozé
reprodukalhatosagi eredményeket kaptunk (7. tablazat). A B35 minta ITD2 és a B80 minta
ITD1 esetében a mutans/6sszes allél hanyados 65% és 12%, az intra- és interassay CV%,
pedig 5% alatt volt. A reprodukélhatésag rosszabb volt, amikor a mutans/dsszes allél arany
1,2-1,5% koril mozgott (B80 minta ITD2), ekkor az intra-assay CV% 10-14%, mig az inter-
assay CV% 25% volt. 1% alatti mutans/osszes allél hanyadosnal (B35 minta ITD1) a
reprodukalhatosag mar nem volt elfogadhatd; a CV% 50% feletti volt.

Ugyanezeket a vizsgalatokat elvégeztik AGE és PAGE esetében is. A nagyobb
mutéans allélrél amplifikaloddé PCR termék jol lathatd volt, hasonld helyen és hasonl6

intenzitassal minden nap és minden futtatasnal, mig a kisebb mutans sav hianyzott.

6.2.4 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek meghatarozasa:
érzékenység

Kovetkez6 1€épésként a harom kiilonbozo elektroforetikus modszer detektalasi limitjét
hasonlitottuk 6ssze. A B35 és B80 minta DNS-éb6l egy ITD-negativ minta DNS-ével
sorozathigitast készitettink. A DNS koncentraci6 az FLT3 pozitiv és negativ mintaban
egyenld volt. A mutans/Osszes allél aranyt az eredeti mintaban CE és PeakScanner analizis
segitségével hataroztuk meg, a higitott DNS mintédkban pedig a kezdeti érték és a higitasi
faktor alapjan szamoltuk ki (12A és 12B abra). A DNS mixet jeloletlen primerekkel
amplifikdltuk az FLT3-PCR sordn, majd 10 pl PCR terméket vittink fel agardz vagy
poliakrilamid gélre (12A és 12B abra). A dominans mutans allél kimutathato volt 1-2%-0s
higitasnal mindkét modszer segitségével (12A es 12B abra), de a minor mutans allél ezekkel a
modszerekkel nem volt detektéalhato.

A higitott DNS-eket fluorescensen jelzett forward és jeloletlen reverse primerrel is
amplifikaltuk, amit a PCR termék denaturéacidja majd CE kovetett. A mutans/vad tipus (12D
abra), illetve mutans/ésszes allél hanyadost (12C abra) PeakScanner analizissel allapitottuk
meg. Mivel két kiillonb6zé minta higitdsi sorait vizsgaltuk, a harom elvégzett kisérlet
eredményeit poolozva jelenitettik meg (12C és 12D abra). A dillcids gorbe linearis részét
hatarold legals6 pont megallapitasahoz egy valtozd cutoff értéket (0.1-0.5%) teszteltiink a
kalkulalt mutans/6sszes allél arany (12C abra), illetve 0.001-0.005 ertéket a kalkulalt
mutans/vad tipusu allél arany esetében (12D abra), és egy linearis regresszios vonalat huztunk
az aktualis cutoff feletti pontokon keresztul. A két vizsgalt hanyados esetében a 0.2% és 0.002
cutoffhoz tartozott a legjobb regresszids koefficiens (R=0.989 és R=0.990). Az assay

analitikai érzékenységet a legalacsonyabb kalkulalt mutans allél hanyadossal rendelkezé 10
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adatpontot figyelembe véve allapitottuk meg. Ezeknek az értékeknek az atlag+3SD-je 0.28%
s 0.0028 volt, amely meghatarozza a mért mutans/6sszes és mutans/vad tipusu allél hanyados

detektalasi limitjet (12C és 12D abra).
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12. &bra Az agaroz, poliakrilamid és kapillaris elektroforézis érzékenysége az FLT3-1TD
kimutatdsa soran Egy ITD-pozitiv DNS mintabol (B35) sorozathigitast készitettlink egy
ugyanolyan koncentracioju 1TD-negativ mintat felhasznalva. A keverékeket az Anyag és
modszer fejezetben leirtak szerint amplifikaltuk, majd 10 pul PCR-terméket agar6z (3%, A),
illetve poliakrilamid (6%, B) gélen futtattunk. A savok feletti szamok a DNS-keverékekbdl
szamolt mutans/total allél ratat mutatjdk. Az FLT3 vad tipusu allél PCR termékének mérete
331, a mutansé 387 bp. A kapillaris elektroforézishez eltéré PCR protokolt alkalmaztunk
fluorescensen jeldlt forward primerrel, a fentebb emlitett DNS higitasi sorozat
felhasznalasaval. A vad tipust és mutans csucsok alatti tertileteket a PeakScanner szoftverrel
hataroztuk meg, és a mért AUC aranyokat (C: mutans/total, D: mutans/vad tipus) a szamolt
aranyokkal vetettlik 6ssze. Az abra C és D részén a regresszids egyenesek a 0,2% mutéans/total
és a 0,002 mutans/vad tipus arany feletti pontokra illeszkednek, mig a detektalasi cut-off
értékeit a legalsé 10 pont aranyaibdl szamolt atlag+3SD alapjan hataroztuk meg. Az &bra A és
B része harom kisérlet egyikét mutatja, mig a C és D része harom fliggetlen meghatarozas
adatait poolozva jeleniti meg.

6.2.5 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek meghatarozasa:

felbontas
Megvizsgaltuk a harom elektroforetikus modszer felbontasat is. A B114 mintaban a

vad és mutans allél PCR termékének 9 bazisparnyi kulonbségét mindegyik metddus kimutatta
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(10A, 10B, és 10G abra). Ellenben a B147 minta esetében a 370 és 373 bp mutans allél ugyan
j6l detektalhato kapillaris elektroforézissel, de ez a harom bazisparnyi kilénbség agaréz vagy

poliakrilamid gél elektroforézissel mar nem volt feloldhat6 (10A, 10B és 101 abra).

6.2.6 Az FLT3-1TD pozitiv mintdkban AGE és PAGE segitségével detektalt multiplex
savok analizise

A 20 FLT3-ITD pozitivnak talalt DNS mintaban 2, 3, s6t 4 nagyméretii PCR terméket
tartalmazo muténs savot mutattunk ki 12, 3 es 2 esetben a PAGE illetve 2, 3 és 0 esetben az
AGE segitségével. Ezeket az ,,extra savokat” — melyek t6bbsége nem lathatd a CE esetében
(10. abra) — vizsgaltuk meg részletesebben a B55 beteg mintajaban. A vad tipusu (1. sav =
331 bp), az 1. mutans (2. sav = kb. 350 bp) és a 2. mutans savot (3. sav = kb. 550 bp)
poliakrilamid gélb6l vagtuk ki (13A abra, ’E’ s&v), majd ezekb6l DNS-t izolltunk és
bidirekcionalis szekvenalassal meghataroztuk a bazissorrendet. Ez alapjan egy 21 bazisparnyi
duplikacié igazolodott a 14. intron/15. exon teruletén (c.1773_1793dup2l) az 1. mutans
savban (13C és 13D abra). A 2. mutans savban a két szekvencia keveréke a sav ismételt
excizidja és amplifikacidja utan is megfigyelheté volt (13E &bra). Ez arra utal, hogy a 2.
muténs sav a vad tipusu és az 1. mutans sav heteroduplexe. Ennek igazolasara két kisérletet
végeztiink. El0szor a két savbol izolalt DNS-t dsszekevertlik és egyutt amplifikaltuk az FLT3-
ITD PCR soran (13A abra, ’1/2’ sav). Masodszor, a két izolalt DNS-t kdlon-kilon
sokszorositottuk a PCR soran, majd 0sszekevertilk, denaturdltuk 95°C-on 10 percig és
fokozatosan htitottiik 4°C-ra (13A abra, ‘d/r’ sav). Mindkét esetben a vad tipusu, az 1. és 2.
mutans sav egyarant megfigyelhet6 volt a PAGE soran. Vegul a két mutans savot kilén PCR-
rel is vizsgaltuk fluorescens primereket és CE-t (ABI 310 analyzer) alkalmazva. A
heteroduplex képzédést ebben az esetben megakadalyozza a PCR termékek denaturalasa és
formamid adésa. A CE igazolta a vad tipusu (331 bp) és csak egy mutans (350 bp) allél
jelenlétét (13B abra).
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13. &bra A nagyobb savok, melyek a poliakrilamid gélen lathatok, ITD jelenlétében a vad
tipusu és mutans allélekrol amplifikalddott PCR-termékek heteroduplexei. A B55 DNS-mintat
az Anyag és modszer fejezetben leirtak alapjan amplifikaltuk. A vad tipusu allél PCR-terméke
(331 bp, 1. sav) és két nagyobb molekulastlyl extra sav (2. és 3. sav) lathat6 a poliakrilamid
gélelektroforézisen (,,E” sav, az &bra ,,A” részén). A harom savot kimetszettiik a gélbdl és az
ezekbdl izolalt DNS-t kilon-kilon amplifikaltuk ugyanolyan PCR protokol szerint (,,1”, ,,27,
.37 S&v, az abra ,,A” része). Az izolalt 1. és 2. savot egyenlé ardnyban Osszekevertik,
ugyanolyan kortlmények kdzott ismét amplifikaltuk (,,1/2” sav, az abra ,,A” része), vagy az
izolalt 1. és 2. savot kilon-kiilon amplifikaltuk, osszekevertiik egyenld aranyban, denaturaltuk
+95°C-on, majd lassan lehiitottiik +4°C-ra (,,d/r” sav, az abra ,,A” része). Az izolalt és
reamplifikéalt sdvokat egyarant szekvenaltuk. Az 1. sav a vad-tipusu allél szekvencidjat
mutatta (C), a 2. sav egy 21 bp-nyi ITD-t tartalmazott (c.1773_1793dupl21; D), mig a 3. sav
szekvenciaja az eldz6 kettd keverékének felelt meg (E). A fluorescensen jeldlt és denaturalt
PCR-termékek kapillaris elektroforézise csak a vad tipust és egy 350 bp-0s muténs csucsot
mutatott (B).

6.2.7 A CE-vel illetve DNS-szekvenalassal meghatarozott ITD méretek 6sszehasonlitasa
Korabbi publikaciokbdl jél ismert, hogy az ITD minden esetben ,,in-frame” genetikai
elvaltozést okoz, azaz olvasoOkeret eltolédds nem jon létre. Ez egyben azt is jelenti, hogy az
ITD-t tartalmazé nukleotidok szdma mindig oszthat6 harommal. Meglepé6 médon a CE
segitségével kapott ITD méret adatokra ez nem volt maradéktalanul igaz. Eppen ezért 10
esetben direkt szekvenalast végeztink ITD-pozitiv. mintak DNS-én, majd a
duplikalt/inzertalodott nukleotidok szamat a CE A&ltal meghatérozott ITD mérethez
hasonlitottuk (8. tablazat). A két mddszer kozotti korrelacié nagyon erés (R = 0,999), de a
duplikatum/inzertum mérete DNS szekvenalassal 7%-kal nagyobbnak bizonyult, mint CE-vel
(Méretszekvenaisssal = 1.07 X Méretce + 0.5; (14A abra). Sikerult Kizarni azt is, hogy ez esetleg az
analizishez hasznélt ingyenes PeakScanner program sajatossaga miatt van, mivel az ABI310
késziilékhez hivatalosan adott GeneScan szoftverrel teljesen megegyezd eredményeket

kaptunk (8. tablazat, 14B abra).
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8. tablazat A PeakScanner és GeneScan szoftverrel, valamint a DNS szekvenalassal meghatarozott FLT3-1TD méretek dsszehasonlitasa

Minta® DNS szekvenalas? PeakScanner® GeneScan®
B13 ¢.1773_1793dup21? 19,2+0,3 bp° 19,7+0,4 bp
B16 ¢.1742_1777dup36 32,7+0,2 bp 33,4+0,9 bp
B35 ¢.1776_1833dup58 + ¢.1833_1834insCC 56,5+0,6 bp 56,9+0,5 bp
B55 ¢.1773_1793dup21 19,1+0,2 bp 18,9+0,2 bp°
B58 ¢.1772_1833dup62 + c.1833_1834insGAGA 61,5+0,2 bp 60,9+1,4 bp
B80 €.1734G>A + ¢.1734 1735insCAACCAACCAACCATGCGAGGGCCTCC 24,8+0,4 bp 25,0£0,7 bp
B92 €.1790 1835dup46 + ¢.1835 1836insCCTCCCCACGG 52,5+0,3 bp 52,5+0,3 bp
B113 €.1762_1827dup66 61,3+1,1 bp 61,5+1,0 bp
B114 ¢.1788_1789insGGGGTCCCT 9,0+0,1 bp 9,1+0,1 bp

B125 €.1786_1837+3dup55 + ¢.1837+3_1837+4insCC 52,3+0,6 bp 52,0+1,3 bp

%A 10 ITD-pozitiv minta DNS-ét direkt modon szekvenaltuk, majd meghataroztuk a dominans mutans allélben a duplikalt/inzertalodott
nukleotidok helyét és szamat.

PA vad-tipust és mutéans allélok méretét CE-vel hataroztuk meg ABI310 analizétort illetve PeakScanner és GeneScan szoftvert hasznalva. Az
ITD méreteket a mutans és vad-tipust allélokrol amplifikalédott PCR termékek méretkiilonbségébdl szamoltuk ki.

°A feltiintetett adatok 3-10 6nallé meghatarozasbol szamolt atlag+SD értéket mutatjak.
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14. dbra A PeakScanner és GeneScan szoftverek illetve a DNS szekvenalas segitségével
meghatarozott ITD méretek dsszehasonlitasa. Tiz ITD-pozitiv minta DNS-ét direkt modon
szekvenaltuk, majd a dominans mutans allél duplikélt/inzertalodott nukleotidjainak szamat
meghataroztuk és 6sszehasonlitottuk a CE és PeakScanner analizis segitségével kalkulalt ITD
merettel (A). Tizenhét AML-es beteg 27 ITD-jének méretét kapillaris elektroforézissel és
PeakScanner illetve GeneScan programmal hataroztuk meg (B). Az abran lathaté négyzetek
és hibasavok a 3-10 fuiggetlen kisérletben mért PeakScanner és GeneScan eredmények atlag-
és SD-értékeit mutatjak.

6.3 Az FLT3-ITD és TKD mutaciok eléfordulasanak gyakorisaga sporadikus és
orokletes colon tumoros betegek mintaiban

Az FLT3 mutaciok jelenlétét 26 sporadikus és 38 drokletes CRC-ben szenvedd beteg
mintdjaban vizsgaltuk meg, a 6.2 pontban validalt PCR+CE mddszer (FLT3-1TD) illetve egy
PCR+RFLP mdbdszer (FLT3-TKD) segitségével. A 38 drokletes esetbdl 6 beteg esetében volt
ismert valamelyik MMR génben genetikai eltérés (Lynch szindromas esetek), mig 32 egyén
esetében a betegség hatterében allo genetikai eltérés nem volt ismert (familiaris CRC X tipus).
A familiaris CRC-X csoportban 7 esetben észleltik valamelyik MMR fehérje hianyat IHC
soran microsatellita stabilitds mellett, mig 2 esetben alacsony instabilitas mellett. Tovabbi két
esetben észleltlink magas microsatellita instabilitdst és hidnyzo MMR fehérje festédést, mig
egy esetben a magas MSI nem jart fehérje hiannyal (de itt az MSH6 festés még nem tortént
meg). A Lynch szindromés esetek mindegyikében magas microsatellita instabilitds mellett
észleltink MMR fehérje hianyt. A betegek klinikai adatai a 9. tablazatban lathatéak. Az
Orokletes és sporadikus tumoros betegek klinikai jellemzoit Osszehasonlitva a korabbi
kdzlemények adataihoz hasonld eredményeket kaptunk [175, 176]. Az atlagéletkor

szignifikansan alacsonyabb, mig az atlagos tulélés (OS) szignifikansan hosszabb volt a Lynch
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szindromas csoportban a sporadikusok csoportjahoz hasonlitva. A familiaris CRC X
szindrémas betegek csoportjaban a bal colonfél érintettsége, szignifikdnsan alacsonyabb atlag
¢letkor €és hosszabb tulélési id6 volt jellemzd 0sszehasonlitva a sporadikus tumoros betegek
adataival. Ami a vizsgalt FLT3-ITD és TKD mutéciokat illeti, azokat sem a sporadikus, sem
az Orokletes colon tumoros betegek csoportjadban nem tudtuk kimutatni (9. tablazat).
Kontrollként 107 AML-es beteg 147 mintajaban vizsgaltuk meg az ITD és TKD mutacio
jelenlétét. Az FLT3-ITD ardnya 25,2% (27/107), mig az FLT3-TKD gyakorisdga 5,6%
(6/107) volt. Az AML-es betegek klinikai adatait a 10. tAblazat mutatja.

9. tdblazat A sporadikus és orokletes CRC-ben szenvedo betegek klinikai adatai

Sporadikus CRC Lynch szindroma CRC X

Betegszam (n) 26 6 32
Kor (év)? 66,7 (48,4-81,0) 47,3 (34,0-59,1)" 52,9 (37,7-76,3)°
Nem (F/N)° 14/12 412 15/17
Tumor lokalizacié®

coecum 3 (11,5%) 0 (0%) 1(3,1%)

colon ascendens 4 (15,4%) 1 (16,7%) 4 (12,5%)

colon transversum 1(3,8%) 1 (16,7%) 3(9,4%)

colon descendens 2 (7,7%) 2 (33,3%) 1(3,1%)

colon sigmoideum 7 (26,9%) 2 (33,3%) 8 (25,0%)

rectum 9 (34,7%) 0 (0%) 15 (46,9%)
MSI

MSI-S NT 2 (33,3%) 23 (71,9%)

MSI-L NT 0 (0%) 6 (18,7%)

MSI-H NT 4 (66,7%) 3(9,4%)
Immunhisztokémia

MLH1-negativ NT 3(50,0%) 9 (28,1%)

MSH2-negativ NT 1(16,7%) 4 (12,5%)

MSH6-negativ NT 19 2"
Metastasis jelenléte” 12 (44,4%) 1 (16,7%) 10 (31,3%)
FLT3-ITD pozitiv 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
FLT3-TKD pozitiv 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
JAK2 V617F pozitiv 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0S (nap)° 1406 (139-2670) 2053 (1169-3007)" 1906 (894-3780)

Az adatokat (kivéve a kort, nemet és az altalanos tulélést — OS) szazalékos aranyban tiintettiik fel. A kor és az
altalanos tllélés adatai median (5-95-percentilis) formaban szerepelnek A statisztikai analizist a *Mann-Whitney
U, a " vagy a “Kaplan-Meier tesztek alkalmazaséaval végeztiik. “Lynch szindréma vs. sporadikus CRC: p<0.04;
®CRC-X vs. sporadikus CRC: p<0.02; 'Lynch szindréma vs. sporadikus CRC: p<0.005. °MSH6
immunhisztokémiat csak két esetben végeztiink. "MSH6 immunhisztokémiat csak 16 esetben végeztiink.
Roviditések: MSI-S: microsatellita stabilitdas; MSI-L: alacsony microsatellita instabilitas; MSI-H: magas
microsatellita instabilitas; NT: nem tortént; OS: altalanos tulélés (overall survival).
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10. tablazat Az FLT3 vad tipusu és az FLT3 ITD/TKD pozitiv AML-betegek klinikai adatai

FLT3 vad tipus FLT3-ITD pozitiv FLT3-TKD pozitiv
Betegszam (n) 74 27 6
Kor (év)* 51,8 (23,8-75,1) 58,3 (21,3-72,8) 53,8 (29,2-78,4)
Nem (F/N)° 34/40 10/17 3/3
Fvs-szam (G/1)? 12,8 (1,3-233,0) 49,8 (4,0-227,5)° 91,8 (45,7-118,7)°
Hgb (g/)? 82,0 (49,0-118,2) 84,0 (53,3-121,3) 96,0 (78,3-113,8)
THR-szam (G/1) 44,0 (11,6-262,3) 58,0 (17,0-227,1) 49,5 (14,3-113,3)
LDH (U/l)? 782,0 (284,3-2725,8) 1031,0 (472,0-2695,0) 1863,5 (860,5-3555,0)f
Blast-arany (%)? 43,0 (2,7-83,0) 50,0 (10,6-81,0) 26,5 (7,3-59,5)
CD135 pozitivitas (%)? 31,0 (0-90,3) 34,0 (1,6-70,0) 45,0 (4,6-54,0)
0S (nap)° 463,0 (20,5-2391,5) 210,0 (3,4-972,1)° 912,0 (8,6-960,6)

Az adatokat (kivéve a nemet) median (5-95-percentilis) formaban tiintettik fel. A statisztikai analizist a *Mann-
Whitney U, a "% vagy a “Kaplan-Meier tesztek alkalmazasaval végeztiik. FLT3-ITD pozitiv vs. vad tipus:
9<0.01; ®p<0.003. FLT3-TKD pozitiv vs. vad tipus: 'p<0.03; %p<0.02. Réviditések: Fvs: fehérvérsejt szam; Hgb:
hemoglobin koncentracié; Htc: hematokrit; THR: thrombocyta; LDH: laktat-dehidrogenaz aktivitas; OS:
altalanos tulélés (overall survival).

6.4 A JAK2 V617F mutacio eléfordulasanak gyakorisaga sporadikus és orokletes colon
tumoros betegek mintaiban

A 26 sporadikus és 38 orokletes CRC-s minta esetében megvizsgaltuk a JAK2 gén
V617F mutaciojanak jelenlétét is egy PCR+RFLP modszer segitségével. Sem az orokletes,
sem a sporadikus colon tumorban szenvedd betegek csoportjdban nem volt kimutathaté a
JAK2 V617F mutacio. Kontrollként 99 PV-s betegek mintgjat analizaltuk. A V617F mutacio
gyakorisaga 86,9% (86/99) volt (11. tablazat).
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11. tablazat A JAK2 V617F pozitiv és negativ polycythaemia veréas betegek klinikai adatai

JAK V617F negativ

ferfi

no

JAK V617F pozitiv

ferfi

no

Betegszam (n)®
Kor (év)°
Fvs-szam (G/I)"
Hgb (g/1)°

Htc"

Vvt-szam (T/I)°
Thr-szam (G/I)°
LDH (U/l)°
Splenomegalia®

OS (napok)*

9
56,1 (33,0-71,4)
10,1 (5,3-13,7) ¢

180,5 (174,7-201,2)
0,55 (0,51-0,61)
5,82 (5,40-7,19) °

322,0 (165,0-734,9)"

361,0 (300,6-425,8)"

2 (22,2%)°

1521 (918-3017)

4
57,8 (30,9-61,3)
7,3 (5,1-9,5)°

178,5 (176,2-194,5)

0,52 (0,47-0,59)

6,12 (5,71-6,50)
262,0 (246,0-343,5)f
336,5 (301,7-361,2)f

0 (0%)°

2182 (353-3894)

46
58,2 (43,3-83,1)
12,1 (8,4-46,1)°

180,0 (154,0-228,3)
0,56 (0,46-0,74)
7,05 (5,44-9,28) ¢

689,0 (341,5-1425,8)"

502,0 (269,6-1293,4)"

34 (73,9%)°

2689 (482-6851)

40
68,1 (38,1-83,1)
12,0 (7,3-23,8)

176,0 (153,6-220,0)
0,55 (0,42-0,64)
6,99 (5,16-8,82)

706.0 (413,5-1346,1)"

565,0 (355,6-1001,6)"

31 (77,5%)°

2850 (147-7786)

A splenomegalia adatait a pozitiv betegek szézalékos aranyaban, mig az egyéb adatokat — kivéve a betegszamot — median forméjaban tlintettiik
fel (5-95-percentilis). A statisztikai elemzéseket % test, "Mann-Whitney U-test, vagy “Kaplan-Meier -tesztet alkalmazva végeztik. JAK V617F
pozitiv vs. negativ: %p<0.03; ®p<0.01; 'p<0.002. Roviditések: Fvs: fehérvérsejt; Hgb: hemoglobin; Htc: hematocrit; Vvt: vorosvérsejt; Thr:
thrombocyta; LDH: lactate-dehidrogenase aktivitas; OS: altalanos talélés (overall survival).
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7. Megbeszélés
7.1 A Ki-67 potencidlis szerepe a colorectalis daganatok kialakulasaban

Eredményeink egyértelmilen mutatjak, hogy tobbféle, a Ki-67 gént érintd eltérés
azonosithatd kiillonb6z6 tumoros sejtek cDNS-ében, de az, hogy ezek a genetikai varidnsok
milyen valtozasokat okoznak a molekula funkcidiban, még tovabbi vizsgalatokat igényel. A
€.1300delC hatasa tiinik a legnyilvanvalobbnak, mivel ez STOP szignalt eredmenyez a 446.
kodonban, csonkolt fehérje képzédéshez vezetve. A Kkimutatott 7-bél 6 polimorfizmus
aminosav cserét eredményez a fehérjében. Pusztdn a megvaltozott aminosavak kémiai
sajatossagaira alapozva az izoleucin/leucin és aszpartat/aszparagin csere tlinik a legkevésbé
hangsulyosnak, mig a triptofan/arginin és arginin/triptofan csere a legjelentésebbnek, az
oldallancuk méretében és toltésében 1évo kiilonbségnek koszonhetden. Mivel a Ki-67 fehérje
tobb mint 200 lehetséges foszforilacids helyet tartalmaz [156, 177], az &ltalunk észlelt
aszparagin/szerin és treonin/arginin csere befolyasolhatja a fehérje poszttranszlacios
modosulasait. Az is ismert, hogy a Ki-67 fehérje foszforilacioja a fehérje aktivalasat —
deaktivalasat, st még a sejtmagon beliili megoszlasat is szabalyozza [156, 177], igy ez a két
aminosav csere megvaltozott funkcidét eredményezhet. Mindezek alapjan a kimutatott
polimorfizmusok hatédssal lehetnek a fehérje mikodésére, de nagyobb tumoros populacid
vizsgalata szikseges annak megitélésére, hogy van-e hajlamositd hatdsa ezeknek a
polimorfizmusoknak a CRC kialakulasara.

A 14. és 15. exon esetében valamennyi vizsgalt tumoros sejtvonalbdl izolalt és
klonozott DNS-ben a ¢.9289. és ¢.9737. pozicidban ,,A” és ,,G” nukleotidokat talaltunk. A
kapott szekvenciat az eredeti kozlemenyben [156] leirt Ki-67 szekvenciaval dsszevetve ezek
eltértek attdl; a megfeleld poziciokban ,,G” és ,,C” nukleotid volt. Ez alapjan tekintettiik
ezeket a variansokat mutacioknak. Az eredmények publikaldsakor a talalt eltérések nem
szerepeltek még SNP-ként az adatbazisokban. Késébb a genetikai ismeretanyag béviilésével
és egyre tobb ember genomjanak szekvenalasa utan egyre tobb valtozatrol derult ki, hogy a
populacidban kiilonbozd frekvenciaval eléforduld polimorfizmusok. A 14. és 15. exon
esetében pedig az is vilagossa valt, hogy a ¢.9289. és ¢.9737. pozicidéban az eddig vizsgalt
tobb mint 400, kiilonb6z6 rasszhoz tartozd egyén esetében az altalunk talalt ,,A” ¢és ,,G”
nukleotidok szerepelnek, ezek tehat a vad tipusu allélnak felelnek meg és nem a mutans
variansnak. Az eredeti kdzleményben egy tumoros (IM-9 myeloma multiplex) sejtvonal
CDNS-e kertilt szekvenalasra. Elképzelhetd, hogy ez a sejtvonal tartalmazott a két leirt
pozicidban mutéaciot. Mindezek alapjan az altalunk vizsgalt 4 tumoros sejtvonalban mi

valdjaban a vad tipust formaban talaltuk meg ezt a két eltérést.
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Miutan a legegyértelmiibb hatasa a ¢.1300delC eltérésnek lehet a Ki-67 mitkodésére,
ezt az eltérest vizsgaltuk meg sporadikus és orokletes CRC-s esetek tumoros mintaiban,
azonban az eltérés nem volt kimutathatd. Vizsgalataink sordn minden esetben a primer
tumorbdl izol&lt DNS mutécidanalizisét végeztik el, azonban a betegek kozel feleben tavoli
metasztazis vagy recidiva is jelentkezett. Erdemes volna ezekbél a masodlagos
elvaltozasokbol is genetikai vizsgalatot végezni, hiszen a tumor progresszidja soran a klonalis
evollcio részeként Gjabb mutacidk és eltérések alakulhatnak ki, igy a diagnoziskor kapott
vizsgalati eredmeny csak egy ,,genetikai pillanatfelvétel”.

Erdekes modon, amilyen nagyszamu publikéacié alkalmazza a Ki-67 expressziot a
proliferal6 sejtek aranyanak meghatarozasara, annyira kevés vizsgalat foglalkozik a Ki-67
fehérje biokémiai és funkcionalis tulajdonsagaival. Sajat adatainkon kivil genetikai eltérés a
Ki-67 fehérje génjében még nem kerilt leirdsra, és az altalunk felismert ¢.1300delC sem
vizsgaltak tovabb méasok. Az hogy a Ki-67 mutaciok nem kertltek leirasra nagyobb szamban
részben a fehérje sejtosztddasban betoltdtt univerzalis és kulcsfontossagu szerepével fligghet
Ossze. Elképzelhetd, hogy a fehérje teljes hianyat vagy a funkcid teljes kiesését okozd
genetikai eltérések az adott sejt pusztulasat okozzak. Nem mond ennek ellent az altalunk talalt
STOP kodont eredményez6 ¢.1300delC mutécio6 1éte sem, hiszen ez a 7. exonban talalhato és
a Ki-67-nek ismert egy — relative nagyobb mennyiségben kimutathaté — splice variansa, ami
ezt az exont nem tartalmazza [178]. Elképzelhetd, hogy ebben az esetben a teljes Ki-67
szekvencit tartalmazo forma hianyzik, de az egyéb splice variansok (16. abra) jelen vannak,
igy mikodoképes fehérje taldlhato a sejtekben; azonban az izoformédk aranyanak
megvaltozasa hatassal lehet a sejtproliferaciora es szerepe lehet a tumoros transzforméacidban
[179].

Az Ujabban felfedezett splice variansok koncentracioja a sejtben nagyon alacsony a
kordbban ismert o és B valtozathoz képest és csak a sejtciklus bizonyos szakaszaiban
termelddnek, ezért igen nehéz a kimutathatosaguk. A funkcidikat vizsgalva Schmidt és
munkatarsai 93 agytumoros beteg szévetmintait dolgoztak fel. Az alacsony RNS szint miatt
csak az o és B valtozatot tudtak értékelni. 95%-ban mindkét izoforma jelen volt a daganatban,
de 5%-ban csak a rovidebb forma volt megtalalhatd, tehat a hosszi és rovidebb véltozat
egymastol fliggetleniil is el6fordulhat. Periférias mononuklearis sejtek mitozis indukcioja
soran azt talaltdk, hogy a sejtciklus korabbi szakaszaiban a rovidebb forma észlelhetd, a
hosszt forma pedig csak a késObbi szakaszokban, amikor a rovid forma expresszidja mar
lecsengbben van. A 7. exon a kisérleteik szerint — a tobbi domennel szemben — antiproliferativ

hatassal birt, igy a G1-G0 atmenetben, a differenciadlodasban jatszhat szerepet. Amennyiben a
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7. exon kiesik, ez hozzajarulhat a tumoros sejtek allandé osztdédasahoz. A révidebb izoformak
tehat a sejtciklust lenditik elére, a hosszabbak pedig inkdbb a differencialddas iranyaban
hatnak [179].

23456 7 891an2 13 1415

234 568 910112 13 1415

2568910112 13 1415

a izoforma

234 567 8910112 13 1415

16. dbra A Ki-67 fehérje izoformai. A szamok az adott izoforma kodolasaban résztvevo
exonokat jelolik.

B izoforma

y izoforma

13 1415

S izoforma

gizoforma

7.2 Az FLT3 génben lévé ITD kimutatasara alkalmas elektroforetikus modszerek
analitikai paramétereinek értékelése

Az FLT3-ITD az egyik leggyakoribb genetikai eltérés az AML-ben szenvedd felnott
betegekben. Az FLT3-ITD kimutatasara a rutin diagnosztikaban leggyakrabban alkalmazott 3
modszer a PCR-t kdvetd agardz, poliakrilamid illetve kapillaris elektroforézis. Vizsgalataink
soran AML-es betegek DNS mintain teszteltik ezt a harom detektalasi moddot és
meghataroztuk a harom rendszer analitikai paramétereit.

Az ITD-pozitiv mintdk ardnya mindharom vizsgalati modszerrel — AGE, PAGE, CE -
egyforma volt a vizsgalt betegpopulacioban, mely a harom technika hasonlo érzékenysegére
utal. Ugyanakkor, a CE néhany kisebb intenzitdsi mutans savot is kimutatott, melyek agardz
vagy poliakrilamid géllel nem voltak lathatdak. Ennek megfeleléen a vizsgalati modszerek
detektalasi kiiszObe — egy ITD-pozitiv DNS minta sorozathigitadsaval meghatarozva — 1-2%
volt AGE és PAGE, illetve 0,28% volt CE esetében. A korabbi FLT3-ITD kdzlemények
tobbségében hasonld szenzitivitast talaltak az AGE és PAGE esetében [180-182], mig két
cikk [183, 184] valamivel magasabb értéket kozolt (5-6%). A CE-t illetben 0,8-2%
szenzitivitast irtak le FLT3-1TD meghatarozasnal 5 kdzleményben [185-189], mig 3-10%-ot 4
masik cikkben [190-193]. A CE valamivel magasabb szenzitivitasa, melyet a munkank soran

megfigyeltiink, az Aaltalunk a mérési cslcsok észlelésére hasznalt alacsonyabb RFU
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kiiszobértékkel magyarazhatd. Uj mintaknal az RFU>50 jelet fogadtuk el csticsnak, a nyomon
kdvetés soran pedig, ismert cslcs-pozicioju mintadknal akar a 15 feletti RFU értékeket is
pozitivnak tekintettiik. Ezaltal — egy kdzel maximalis, 6000 RFU-s szignalt alapul véve — 1%
alatti szenzitivitas is konnyen elérhet6 volt. Ezzel ellentétben a korabbi tanulméanyok 150-es
RFU érteket hasznaltak [192] maximum 2-3%-0s érzékenyseget érve el. Annak érdekében,
hogy egy adott mintaban bizonyitsuk ezen alacsony szignalt ITD-eltérések jelenlétét, ismételt
vizsgalatokat végeztiink, és csak ha reprodukalhatd volt a csucs jelenléte, akkor tekintettik a
mintat pozitivnak. A viszonylag alacsony észlelési kiiszdb ellenére — amit a higitasos
vizsgélatban figyeltink meg —, csak a 1,5% feletti mutans allél ardnyt lehetett még
elfogadhatd reprodukalhatésaggal megmérni, ezért ezt az értéket fogadtuk el, mint
kvantitalasi kiiszobot a CE soran.

Habar ezek a nagyon alacsony aranyban jelenlévé mutans allélek nem voltak
kimutathatéak AGE és PAGE soran, szamos nagyobb méretli extrasavot talaltunk ezekkel a
modszerekkel, amelyek viszont a CE elektroforetogramjarol hianyoztak. Alapos vizsgalatnak
vetettik ald a vad tipustd és mutans allélokrol amplifikalodott PCR termékeket DNS
szekvenalast és heteroduplex analizist alkalmazva és azt talaltuk, hogy a nagy extrasavok a
vad tipusu és muténs allélok &ltal létrehozott heteroduplexeknek felelnek meg. Korabbi
publikaciok szintén leirtak ezt a jelenséget [193]. Egy tanulmany direkt szekvenalast
alkalmazott [192], mig egy masik [194] a mi Kisérletiinkh6z hasonlé ,,keveréses” mddszert
hasznélt a heteroduplexek jelenlétének bizonyitdsdra. Az AGE és PAGE mddszerrel nem
detektalhato kis intenzitdsd mutans allélek jelenlétét és a heteroduplex képzédést figyelembe
veve a multiplex ITD-k kimutatdsdnak megbizhaté modszere a CE.

AML-es betegeink mintait vizsgalva alkalmunk nyilt a kiilonb6z6 elektroforetikus
modszerek felbontdsat is ©sszehasonlitani. Habar mindegyik maodszer alkalmas a
savok/csucsok kozotti 9 bp-nyi kildnbség felismerésére, 3 bp-nyi kilénbség feloldaséara csak
a CE képes. Hasonléan nagy felbontast észleltek két korabbi tanulmanyban [187, 195], mely
alatamasztja ennek a technikanak a fontossagat a multiplex 1TD-k kimutatasaban.

A multiplex ITD-k ardnya tanulméanyunkban — CE-vel meghatarozva — 50% (9/18)
volt, ami valamivel magasabb, mint a kordbban koézolt 11-32% [182, 192, 195-202]. Ez is
nagy valosziniiséggel az alacsonyabb RLU kiszobértékkel magyarazhatd, melyet a CE soran
a csticsok meghatarozasara hasznaltunk.

Ami az ITD méretét illeti, alapvetden hdrom kiilonb6zd technikat alkalmaztak eddig
ennek meghatarozasara. DNS szekvenalas [195, 196, 201, 203-206], CE [189, 193, 196, 200,
202, 207] es az Agilent Bioanalyzer hasznalataval [194, 209] 3-400 bp-nyi ITD méreteket
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mutattak ki, 24-70 bp kozotti atlagertékekkel. Sajat eredmeényeink is ezen hatarok kozé esnek,
mivel az észlelt ITD méret intervalluma 9-178 bp volt 40 bp-os kézépértékkel. Adataink azt
mutattdk, hogy a CE segitségével végzett ITD méret meghatdrozas reprodukélhatésaga
megfelelé, még a legrovidebb szakasz (9 bp) esetében is 11%-0s interassay CV%-ot
kalkulaltunk. A duplikalodott/inzertalodott nukleotidok szama azonban nem minden esetben
volt harommal oszthatd, amit két kordbbi kézleményben is prezentaltak mar [194, 208], de
mas, Agilent Analyzert vagy CE-t alkalmaz6 tanulmanyokban nem emlitették. Ez a jelenség a
vad tipusi és mutdns allélr6l amplifikalédott PCR termék méretének variabilitasaval
magyaradzhato, ami mindkét esetben +0.6 bp. Miutan az ITD méretét a vad és a mutans PCR
termékek méretkllonbsége adja, a két meghatarozas egydttes variabilitasa +1.0 bp valtozast
idézhet el6 az ITD méretében. Emiatt az a modszer, amelyik pontos ITD méret meghatarozast
biztosit, az vagy a DNS minta direkt szekvenaldsa, vagy az izolalt és klonozott ITD
fragmentumok szekvencia analizise. Az elébbi megkozelitést kovetve 10 ITD-t tartalmazé
mintat szekvenaltunk, és a talalt duplikacid/inzercié soha nem okozott olvasasi keret
eltolodast. Ugyanakkor a szekvenalassal meghatarozott ITD méretek valamivel nagyobbak
voltak, mint amit CE és PeakScanner vagy GeneScan elemzés soran kaptunk. Irodalmi
adatokra és sajat tapasztalatunkra alapozva javasoljuk a DNS szekvenalas hasznéalatat a pontos
ITD méret meghatarozasara, kulonos tekintettel arra, hogy Ujabb adatok szerint a
duplikécio/inzercio helye is prognosztikus jelentéséggel birhat [199].

Tdébb mint 20 cikk tanulmanyozta eddig az AML-es betegek mintaiban a mutans allél
aranyat, négy kulonféle modszert alkalmazva. Szemikvantitative AGE vagy PAGE 5
publikacidban szerepelt [pl. 198, 204, 210], mig kvantitativ adatokat nyertek dHPLC [211],
Agilent Bioanalyzer [194, 209] és CE [181, 182, 190, 195, 197, 199, 200, 203, 205-207, 212,
213] hasznélataval 1, 2 illetve 13 kdzleményben. Az eredményeket alapvetéen kétféleképpen
kozlik a publikaciokban; a mutans/vad tipusu [190, 195, 199, 203, 205-207, 212, 213] vagy a
mutans/(vad tipusi+mutans) [181, 182, 194, 197, 198, 200, 209] allél hanyadost hasznaljak
kozel egyenld gyakorisdggal. Emiatt sajat vizsgalatunk soran mindkét hanyadost
meghataroztuk. A mutans/vad-tipusu allél hanyados kdzépértéke a betegcsoportunkban 0,144
(0,006-3,714), ugyanakkor a mutans/total allél hanyados kozépértéke 12,5% (0,48-77,8%)
volt, ami valamivel alacsonyabb, mint a korabban kozo6lt adatok (hatar- és kdzépértékek a
mutéans/vad tipusu allél aranyt illetéen: 0,008-32,56 és 0,530-0,836; hatar- és kozépértékek a
mutans/total allél hanyadost illetden: 1-100% és 30-47%). Valoszintileg ez is az &ltalunk
alkalmazott alacsonyabb RFU kiiszobértékkel magyardzhatd, amit a csucs meghatarozashoz

hasznaltunk. Ami ezeknek a meghatarozasoknak a reprodukalhatésagat illeti, adataink azt
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mutatjak, hogy a mutans/vad tipusu eés a mutans/total allel hanyados 0,020 és 1,5% felett
<25% interassay CV% értékkel jellemezhetd, igy ezeket az ardnyertékeket tekintjuk a
modszer kvantitatalasi kiszobértékeinek (ennél kisebb aranyok mar nem kvantitalhatok
elfogadhato reprodukélhatdsaggal).

Kisérleti eredményeink és a korabbi publikdciok adatai egyértelmiien azt mutatjak,
hogy a CE-t hasznalo vizsgalémddszer a legalkalmasabb az FLT3-ITD mutans/total allél
arany kimutatasara és kvantitacidjara, amely akar rutin diagnosztikai célokra is hasznalhato.
Kutatasi céllal a multiplex ITD jelenlétének igazolasa CE segitségével lehetséges, ha a
mutans allélek aranya 0,28% felett van, mig az ITD méretér6l és helyér6l a DNS szekvendlas

adhat megbizhato informaciot.

7.3 A JAK2 V617F és az FLT3-ITD és -TKD mutaciok jelentésége sporadikus és
orokletes colorectalis tumorokban

Bar a JAK2 gén mutacioi dominaléan a kronikus myeloproliferativ korképek és ezen
belill is elsésorban a polycythemia vera kialakulasaval mutatnak dsszefliggést, de nagyszamu
Kisérletes adat szl amellett, hogy a JAK/STAT szignalizacios Utvonal aktivalodasa fontos
szerepet jatszhat a CRC patogenezisében is. A STAT3 aktivalt, foszforilalt valtozata fokozott
mértekben mutathatd ki a tumoros sejtek magjaban és ez a jelenség 0sszefuiggést mutatott a
tumor Kifejezettebb invazivitdsaval, fokozott metastasis képzé hajlammal, a tumor
progresszidjaval és az egyértelmiien rosszabb prognoézissal. Tumoros CRC sejtvonalakat
vizsgalva a JAK2 és a STATS3 inhibitorai csokkentették a tumorsejtek proliferacidjat és
fokoztak ezek apoptosisat. Jelentds mértékben csokkentették tovabba a tumor invazivitasat és
migraciojat, elsdsorban az extracellularis matrixot degradald enzimek szintézisének
csokkentése ¢és a tumorsejtek kozotti kapcsolddast eldsegité adhézids molekulak
expressziojanak ndvelése révén [214].

Mindezek alapjan logikusnak tiinik a feltételezés, hogy a JAK2 és a kapcsolodo
szignalizacids Gtvonal génjeinek mutécioi, amelyek konstans szignalizaciot és ezzel egyiitt
aktivaciot eredményeznek, szerepet jatszhatnak a CRC kialakulasaban. Két nagyobb vizsgalat
analizalta a human genom kindzokat kodold génjeinek mutacidi €s bizonyos daganatok
kialakulasa kozotti 0sszefuggéseket [215, 216], és a CRC esetében a JAK/STAT rendszer
fehérjéi koziil kettében sikertilt 1-1 genetikai eltérést kimutatni: JAK1 p.E886K és TYK2
p.H732R. Azonban ezeknek a mutécidknak is az incidencidja nagyon alacsony volt (<5%).
Jeong és munkatérsai 47 CRC-s beteg mintaiban analizéltdk a JAK1, JAK3 és TYK2 gének

mutacioit, de nem taldltak eltérést, és a tobbi vizsgalt szolid tumor (emld, gyomor,
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hepatocellularis és nem kissejtes tiidé carcinoma) esetében is csak egy-két egyedi mutacio
volt kimutathatd [214]. Négy tanulmany vizsgalta kozvetlenul a JAK2 V617F mutaciod
el6fordulasat CRC-s sejtvonalakban és sporadikus CRC-s betegek tumormintaiban, azonban
egyetlen esetben sem sikerult a mutaciot kimutatni [217-220]. Sajat eredményeink is azt
mutattak, hogy a sporadikus daganatokban ez a mutacioé nem fordul eld.

Valamennyi felsorolt publikéacio sporadikus CRC-s eseteket vizsgalt, azonban a
betegek kisebb hanyadat kitevé Orokletes esetekben nem tesztelték még a JAK2 V617F
mutécid el6fordulasat. A vizsgalatunk soran 32 olyan CRC-s beteg mintajat analizaltuk, akik
az Amsterdam vagy a mddositott Bethesda kritériumoknak megfeleltek, de a betegség
hatterében all6, az MMR géneket érinté mutaciot nem sikerdlt igazolni (familiaris CRC X
tipus). Ezekben az esetekben sem sikerilt azonban a JAK2 V617F mutaciot kimutatni.

A JAK2 V617F mutacio hianya tobbféleképpen is magyarazhat6. A kontrollként
szolgal6 PV-s betegcsoportban a mintak 86,9%-ban detektaltunk pozitivast, ami valamivel
alacsonyabb a nemzetk6zi irodalomban jelenleg elfogadott 95-97%-0s pozitivitasi aranynal
[221, 222]. gy felmeriil annak a lehetdsége, hogy a vizsgalt genetikai eltérés kimutatasara
hasznalt modszer érzékenysége nem megfeleld, és a kis mennyiségben jelenlévé tumoros
mutélt allél kimutatasara mar nem alkalmas [222]. Miutan a CRC-s betegek esetében a DNS
izolalas parafinos metszetekbdl tortént, amelyek Ggy lettek kivalasztva, hogy dominaléan
tumoros szovetet tartalmazzanak, ez a magyardzat nem tal valoszinli. A masik lehetdség,
hogy a JAK2 génben tovabbi genetikai eltérések is ismertek, igy a 12. exon mutacioi illetve
tovabbi ritka eltérések, amelyeket nem vizsgaltunk, és amelyek magyardzhatjak a fokozott
JAK/STAT szignalizaciét [221, 223]. Nem elképzelhetetlen, hogy a JAK2 és a tovabbi
szignalizacidos elemek epigenetikai valtozasai (pl. promdter régio metilaldsa) s
befolyasolhatjak ezek miikodését [218]. Végil, esetleg bizonyos negativ regulald elemek,
mint pl. a SOCS fehérjék genetikai okokra visszavezethetd kiesése is eredményezhetik a
fokozott JAK/STAT aktivaciot [218].

Az FLT3 gén expresszidja és mutacioi dominaléan a hematopoetikus sejtekben
fordulnak eld, de viszonylag nagy mennyiségben mutathatd ki ez a fehérje illetve ennek
mMRNS-e a placentaban és a kdzponti idegrendszerben is [168, 224, 225]. Sokkal kisebb az
FLT3 expresszidja a szervezet egyéb szoveteiben, igy a vesében, a szivben, a gonddokban, a
borben, és hasonldan kis mennyiségben a vastagbélben is kimutathat6 [225]. Miutan korabban
ilyen vizsgalat nem tortént, meghataroztuk az FLT3 mutacidinak el6fordulasat sporadikus és
Orokletes CRC-s betegek tumormintéiban, de genetikai eltérés nem volt kimutathatd. A

mutaciok kimutatdsara alkalmazott modszerek érzékenysége megfelelonek tlinik, és vélhetéen
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nem ez all a mutaciok hianyanak hatterében, hiszen a kontrollként vizsgalt AML-es
populacidban az FLT3-1TD és —TKD eltérések gyakorisaga 25,2% és 5,6% volt, ami megfelel
az irodalmi adatoknak [168].

A vizsgéalatban résztvevd 6 Lynch szindromas beteg mutdcid analizise mas
szempontbol is érdekes volt. Ezekben az esetekben az MMR gének mutacidi igazolhatdak
voltak és magyaraztdk az oOrokletes CRC kialakulasat. Az MMR komponensei szerepet
jatszanak a genetikai hibak javitasaban és kiesésuk esetén a spontan is kialakuld genetikai
eltérések akkumulalédnak a genomban. Az FLT3 és a JAK2 mutéaciéi nem voltak
kimutathatéak ezekben a betegekben sem, igy ezek kialakuldsa az MMR gének kiesése
esetében sem tlinik valoszintinek és vélhetdéen nincs szereplk sem az Orokletes, sem a

sporadikus CRC patogenezisében.
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8. Osszefoglalas

A vastagbélrdk (CRC) a fejlett orszagok tdbbségében a masodik leggyakoribb
daganatos halalozasi okként szerepel. Mind a sporadikus, mind az érokletes CRC hatterében
kornyezeti és genetikai tényezok is kozrejatszanak, amelyek koziil jonéhanyat sikeriilt mar
azonositani. Munkank soran sporadikus és orokletes CRC-s esetek mintait vizsgaltuk Ki-67,
FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutaciok utan kutatva. Olyan fehérjék vizsgalatara
helyeztik a hangsulyt, melyek vagy a sejtosztddas szabalyozasaban toltenek be
nélkildzhetetlen szerepet, vagy mutacidik révén sejtproliferaciét indukalnak. Az altalunk
vizsgélt genetikai eltéréseket Orokletes CRC-s betegekben korabban még nem
tanulmanyoztak, a sporadikus eseteket illetden is kevés adat all rendelkezésre.

A Ki-67 fehérje szerepet jatszik a magasabb rendii kromatin struktura és a sejtciklus
szabalyozasaban, igy a fehérje hianya vagy szerkezetének mddosulasa szerepet jatszhat
bizonyos daganatok kialakuldsadban. Négy tumoros sejtvonalat vizsgalva 8 féle genetikai
eltérést sikerult azonositani a Ki-67 génben, melyek kozul egy — korabban még le nem irt — 1-
nukleotidos delécio kereteltolodast és trunkalt fehérjét eredményez, 1 nem jar aminosav
cserével, mig tovabbi 6 eltérés aminosav cserével jard polimorfizmus volt. A ¢.1300delC
mutécid jelenlétét 26 sporadikus CRC-s beteg mintajaban is megvizsgaltuk, de az eltérés nem
volt kimutathato.

Az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutaciék a myeloid malignomakhoz tarsuld
gyakori genetikai eltérések. Els6 1épésként az FLT3-ITD kimutatséra alkalmas genetikai
modszerek validalasat végeztik el, amit hasonld részletességgel korabban még nem
publikaltak. Adataink azt mutattak, hogy a CE-t hasznalo vizsgadlomaddszer a legalkalmasabb
az FLT3-ITD muténs/total allél arany kimutatdsara és kvantitacidjara. A multiplex ITD
jelenlétének igazolasa CE segitségével lehetséges, ha a mutans allélek aranya 0,28% felett
van, mig az ITD méretérdl és helyérél a DNS szekvenalas adhat megbizhat6 informaciot. A
kontrollkent szolgalé akut myeloid leukémias populéciéban (107 beteg) az FLT3-ITD illetve
az FLT3-TKD mutécio gyakorisaga 25,2% és 5,6%, mig a polycythaemia veras betegek (99
személy) esetében a JAK2 V617F mutacio frekvencidja 86,9% volt, ami Iényegében megfelel
az irodalmi adatoknak. Ezutdn 26 sporadikus és 38 oOrokletes CRC-s beteg mintajaban
vizsgaltuk meg az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutéciok jelenlétet, azonban nem
sikeriilt ezeket az eltéréseket kimutatni. Az FLT3 és a JAK2 muticiéi nem voltak
kimutathatoak a 6 Lynch szindrémas beteglink esetében sem, igy ezek kialakuldsa az MMR
gének kiesése esetében sem tlinik valdsziniinek és vélhetden nincs szerepiik sem az 6rokletes,

sem a sporadikus CRC patogenezisében.
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9. Summary

Colorectal carcinoma is the second most frequent cancer cause of death in the majority
of the developed countries. Environmental and genetic factors — many of which have been
successfully identified — may play a role in the development of sporadic and hereditary CRC,
too. In our study we analyzed samples of patients with sporadic and hereditary CRC searching
for genetic alterations of Ki-67, FLT3 and JAK2 genes. We focused on such proteins which
either play an essential role in regulation of cell cycle or in the case of their mutations induce
an enhanced cell proliferation. The genetic alterations we studied have not been examined by
others in patients with hereditary CRC and there are only limited data on sporadic cases, too.

Ki-67 protein has a role in the regulation of higher chromatin structure and cell cycle,
therefore lack of the protein or alteration of its structure may play a role in the development of
certain tumors. Analyzing four tumor cell lines we have successfully identified 8 genetic
alterations in the Ki-67 gene one of which — a one-nucleotide deletion that was not described
earlier — was resulted in a frame shift and truncated protein, one mutation was not associated
with amino acid change while other 6 alterations were polymorphisms with amino acid
changes. We also searched for the presence of ¢.1300delC mutation in samples of 26 patients
with sporadic CRC but it was not detectable.

FLT3-ITD, -TKD and JAK2 V617F mutations are frequent genetic alterations
accompanying to myeloid malignancies. As a first step we validated three genetic methods
used for detection of FLT3-1TD which had not been published in such details previously. Our
results suggest that CE is the most suitable method to detect and quantify the mutant/total
allele ratio of FLT3-ITD. Verification of the presence of multiple 1TDs is possible with CE if
the ratio of the mutant alleles is above 0.28%, while DNA sequencing can provide reliable
information about the exact size and location of ITD. The frequency of FLT3-1TD and —-TKD
mutation was 25.2% and 5.6% in the control group of 107 AML patients, while the rate of
JAK2 V617F mutation was 86.9% in 99 PV patients similarly to data published in literature.
Thereafter we analyzed the presence of FLT3-ITD and mutations of FLT3-TKD and JAK2
V617F in samples of 26 and 38 patients with sporadic and hereditary CRC but we could not
find these alterations. Mutations of FLT3 and JAK2 genes were also not detectable in 6
patients with Lynch syndrome so their formation does not seem to be probable even in the
case of loss of function of the MMR genes and they probably do play a role in the
pathogenesis of neither sporadic nor hereditary CRC.
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10. A disszertacié Uj megéllapitasai

10.1 Tumoros sejtvonalak cDNS-ében 8 genetikai eltérést talaltunk, amelybdl 7 a normal
populécidban kisebb-nagyobb gyakorisaggal el6forduld polimorfizmusnak bizonyult. Egy 1
nukleotidos delécionak — ¢.1300delC — azonban eclvileg egyértelmiien lehet patogén hatasa
csonkolt fehérje képzddéshez vezeté STOP kodon létrejotten keresztil.
10.2 A ¢.1300delC jelenléte nem volt kimutathatd a sporadikus CRC-s betegek
tumormintéiban.
10.3 Az FLT3-ITD kimutatasara alkalmas genetikai modszerek validalasat végeztik el, amit
hasonlo részletességgel korabban még nem publikaltak. Adataink azt mutattak, hogy
e a CE-t hasznald vizsgalomddszer a legalkalmasabb az FLT3-1TD mutans/total allél
arany kimutatasara és kvantitaciojara,
* a CE metodika esetében a mutans/totdl allél arany kimutatasanak analitikai
érzékenysege 0,28%-ra ndvelhetd,
» amultiplex ITD jelenlétének igazolasa CE segitségével lehetséges,
* az ITD méretérdl és helyérdl a DNS szekvenalds adhat megbizhatd informaciot.
10.4 Az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutaciok nem fordultak el6 sporadikus és

orokletes CRC-s betegek tumormintaiban.
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