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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A colorectalis daganatok legfontosabb klinikai és patologiai jellemzéi

A vastagbélrak (colorectalis carcinoma, CRC) vilagszerte a harmadik
leggyakoribb daganatfajta ndkben, és a negyedik a férfiakban, ezzel
0sszhangban a fejlett orszagok tobbségében a masodik leggyakoribb daganatos
haladlozasi okkent szerepel. A fejlett orszagokban a legnagyobb a CRC
incidencidja, a fejlddd orszagokban a legalacsonyabb, a kiilonbség mintegy
tizszeres. Az egyik legfébb rizikotényez6 a kor, az incidencia 40-50 éves kor
kdzott meredeken emelkedni kezd. Az atlagos kockazatu populéciéban a CRC
kialakulasdnak valdszinlisége a teljes varhato élettartamot figyelembe véve kb.
5%. SzOvettanilag ezek a daganatok tobbnyire adenocarcinomak, a progndzist és
a tovabbi kezelés menetét alapvetéen a daganat stadiumbeosztasa hatarozza

meg. A CRC-t feloszthatjuk sporadikus, orokletes és familiaris csoportokra.

1.2 Sporadikus tumorok

A sporadikus CRC-ben — ez az esetek kb. 70%-a — a beteg csaladi
kortorténetében nem szerepel colon tumor. A daganat altalaban 50 éves kor
felett alakul ki. Kialakulasaban diétas, kornyezeti tényezék mellett a szomatikus
sejtekben bekdvetkezett mutaciok sora jatszik szerepet. Ha a beteg
anamnézisében 1 cm-nél nagyobb polypus eltavolitdsa szerepel, a relativ
kockéazat 3,5-6,5 kdzé emelkedik. Ha CRC miatt mutétre keril sor, a betegek

1,5-3,0%-4aban Ujabb primer (metakron) tumor alakulhat Ki.

1.3 Familiaris CRC

A betegek kb. 25%-anak pozitiv a csaladi anamnézise CRC-re nézve, de
nem igazolhatdo egyetlen Orokletes szindroma sem. Ezekben a familiaris
esetekben a CRC kockéazata fokozottabb, de nem olyan magas, mint az érokletes

korkepekben. A familiaris CRC 6roklédése nagy valosziniiséggel poligénes,



hatterében keveéssé ismert, kisebb hatdsu, oOrokletes genetikai eltérések

kumulalodasa allhat.

1.4 Orokletes CRC szindrémak

Az 0sszes CRC-s beteg kevesebb, mint 10%-at érint6 csoportban 6roklott
hajlamot talalunk a betegség kialakul&sara, amiért specifikus csirasejt mutacio a
felelds. Ezt a csoportot az alapjan osztjuk két részre, hogy a betegség alapvetden
polyposis forméajaban jelentkezik, vagy sem. A polyposissal jard korképek koze
soroljuk a familiaris adenomatosus polyposis szindrémat (FAP és MUTYH-
asszocialt polyposis) és a hamartomatosus polyposis szindromakat (pl. Peutz-
Jeghers szindréma), mig a polyposissal nem jar6 csoportba a Lynch, a familiaris
CRC X szindromat és egyéb ritka betegségeket. Ezek a kdrképek kifejezetten
magas kockéazattal birnak a CRC Kkialakuldsa szempontjabol. Az 6roklédé

mutacio azonosithatd és sziirésre is felhasznalhato.

1.4.1 Lynch szindréma

A polyposissal nem jard 6roklédo colorectalis rakok koziil a leggyakoribb
a Lynch szindréma, az 6sszes CRC kb. 1-4%-at teszi ki. A betegség a CRC és
méas (pl. endometrium, ovarium, gyomor, hugyuti) adenocarcinoméak korai
kialakuldsaval jellemezhetd. A korkép autoszom domindns moédon 6roklédik.
Kialakulasaban a DNS-replikacio hibait javitd (,,mismatch repaire” - MMR)
gének (leggyakrabban a hMSH2 és hMLH1) eltéréseinek van szerepe.
Mutéacioik révén a DNS-ben hibdk halmozdédnak fel, féleg az 1n.
microsatellitdkban. Ha ez a proliferaciét szabalyzé génekben jelenik meg, tumor
fejlodhet ki.

A HNPCC klinikai diagnozisat megkonnyitendé klinikai  feltetel-
rendszereket (Amsterdam és Bethesda kritériumok) hoztak létre. Az ezek
alapjan kivalasztott paciensek tumoros mintdiban az MMR feheérjék

immunhisztokémiai vizsgalatat (IHC) illetve mirosatellita instabilitds vizsgalatot



(MSI) célszeri elvégezni. Amennyiben ezek alapjan a Lynch szindréma gyanuja
komolyan felmeriil, az MMR gének szekvenaldsa illetve tovabbi kiegészitd
vizsgalatok torténnek (nagyobb deléciok vizsgalata MLPA-val, hypermetilacio

vizsgalata, TACSTD1 gén 3’ végenek analizise).

1.4.2 Familiaris CRC X szindroma

Az évek soran lezajlott nagy HNPCC-s tanulmanyokbol kiderilt, hogy az
Amsterdam kritériumoknak megfelel6 csaladoknak csak kb. a felében fordult eld
az MMR gének mutacidja. A mutacio negativ esetekben a CRC kockézata 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
megndvekedett riziko csak CRC-re igazolodott, mas tumorokat illetéen nem volt
szignifikans. Ezek miatt javasoltak, hogy a HNPCC elnevezés helyett a Lynch
szindroma elnevezest hasznaljak a mutaciot hordozoé csaladokra, mig a
géndefektustél mentes betegségre a familiaris CRC X szindroma terminust

vezessék be.

1.5 A colorectalis daganatok kialakulasanak patomechanizmusa

Mind a veleszuletett, mind a szerzett CRC alapja a genetikai instabilitas,
mely alapvetden harom f6 mechanizmusra vezethetd vissza. A kromoszéma
instabilitas az oka a sporadikus esetek kb. 85%-anak, amikor is szamos szambeli
és strukturalis kromoszoma eltérés alakul ki és ez befolyasolja kulcsfontossagu
gének mikodését. Ezen a ,klasszikus” adenoma-carcinoma Utvonalon
leggyakrabban megvaltoz6 gének: APC, K-ras, DCC, p53 és Src. Az MMR
fehérjek (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) hianya felel6s a CRC kb. 5%-at kitevo
Lynch szindréma és a sporadikus esetek 8-15%-anak a kialakulaséért. Végil a
hypermetilacid, ami ezen fehérjék (pl. APC, MLH1) szintézisenek a csokkeneset

vagy hianyat eredményezhetik. Ez a ,,CpG-sziget metilator fenotipus” szintén



tarsulhat microsatellita instabilitassal, és leggyakrabban a sporadikus esetekben

mutathato Kki.

1.6 A patogenezis szempontjabol esetlegesen jelentds tovabbi faktorok

A peroxiszoma proliferacié aktivalta receptor gén (PPAR) is részt vehet a
carcinogenesis folyamataban. A PPAR gének olyan nuklearis receptorokat
kédolnak, melyek a sejtszaporodasban és a lipidanyagcserében résztvevo
fehérjéket szabalyoznak. Szadmos adat tamasztja ald a cyclooxygenase-
inhibitorok védohatasait a CRC kialakulasaban. Bar a mechanizmus nem
tisztazott, a COX-2 szerepét feltételezik, amely taltermelédik a CRC sejtekben.

Kevéssé ismert a Ki-67 fehérje esetleges szerepe a tumorgenezis
folyamataban, melyet, mint proliferacios markert évek Ota hasznalnak a
hisztopatoldgiaban.  Feltételezheté, hogy genetikai mddosulds révén
hozzajarulhat a CRC kialakuldsdhoz. A JAK2 gén V617F mutacidja konstans
JAK2 aktivitast, alland6 intracellularis foszforilaciot és sejtproliferaciot
eredményez, és hasonld az FLT3 gén belsé tandem duplikacidinak és a tirozin
kinaz domént érintd pontmutdcioknak is a hatdsa. Mindkét genetikai eltérés
elsésorban malignus hematologiai betegségek kialakulasdban jatszik szerepet,
sporadikus CRC-ben és tumoros sejtvonalakban nem voltak kimutathatdk, de

familiaris/6rokletes CRC-ben még nem vizsgaltak részletesen ezek jelentdségét.

1.6.1 A Ki-67 fehérje

A Ki-67 antitestet mar évtizedek 6ta hasznaljak a proliferalo sejtek
aranyanak (Ki-67 index) meghatarozasara. Az antitest egy human nuklearis
antigénhez (Ki-67 fehérje) kotodik, amely minden proliferald sejtben jelen van
(G1, S, G2, M fazisban), de hianyzik a nyugvoé sejtekbol (GO fazisban). A Ki-67
biologiai funkcidi rendkiviil sokrétiiek. Képes kotédni a DNS-hez és nem-
hiszton fehérjékhez valamint DNS-helik&zokkal is asszocidl, igy szerepet jatszik

a magasabb rendii kromatin struktira kialakulasanak és lebomlasanak



szabalyozasaban. Tobb ponton is befolyasolja a sejtosztddast. E16segiti a sejtek
S-fazisba lepését és az ezzel 6sszefiiggdé DNS-replikaciot, a G2-M atmenetet es
a mitdzis beindulasat, szerepe lehet a kettésszala DNS toréseinek javitasaban és
végul a Ki-67 riboszomalis fehérjékkel vald kdlcsonhatasa szerepet jatszik a
riboszomak miikdodésének gyors helyreallitisaban a sejtosztodas utan. Mindezek
alapjan a fehérje szerkezetében bekoOvetkezé valtozasok hatassal lehetnek a
sejtek osztodasara és kontrollalatlan sejtproliferaciot eredményezve szerepik

lehet a tumoros transzformacié folyamataban.

1.6.2 A JAK2 gén V617F mutéciodja

A JAK?2 egy a citoplazmaban talalhaté protein tirozin-kindz, amely egyes
citokinek szignalizacidjadban jatszik fontos szerepet; a citokin receptorokhoz
kotodve autofoszforilalodik, aktivalodik és az intracellularis jeltovabbito elemek
foszforilacidjat végzi. A JAK/STAT szignalizacidos utvonal jelentOségét a
sejtosztodas és a sejttulélés regulalasa adja.

A JAK2 gén 14. exonjidban a JH1 domént gatl6 JH2 pszeudokinaz
régidban kialakulé G1849T (V617F) mutacio a JH1 domeén permanens
aktivalédasahoz vezet. Ez a konstans JAK2 aktivitas allandd intracellularis
foszforilaciét és sejtproliferaciot eredményez, ami a malignus hematologiai
betegségek kialakuldsaban jatszik szerepet. Polycythaemia veraban (95%),
essentialis thrombocythaemidban (50%) és idiopatias myelofibrosisban (50%)
fordul el6 leggyakrabban ez a géneltérés. Sporadikus vastagbél daganat ¢és

vastagbél daganat eredetii sejtvonalak esetében nem sikerult igazolni a jelenlétét.

1.6.3 Az FLT3 gén belsé tandem duplikacioja (ITD) és tirozin-kindz domén
(TKD) mutéaciodja

Az fms-like thyrosine kinase 3 (FLT3) egy receptor tirozin-kinaz. A
ligandja egy transzmembran protein, ami szamos sejt es szOvet felszinén

expresszalodik. A ligand kotédése receptor dimer-képzodéséhez és annak auto-



foszforilacidjahoz vezet, ami a sejten beldli jelatviteli mechanizmusok
aktivalasa réven a sejtek proliferaciojat indukalja és apoptosisanak gatlasat
eredményezi.

Az FLT3 mutéciok egyik nagy csoportjat a juxtamembran domént kodold
14. és 15. exonok belsé tandem duplikacidi (internal tandem duplication - 1TD)
képezik. Az ITD hossza 3 és 400 bazispar kozott, mig a pluszban beépilt
nukleotidok szdma 3 és 36 bazispar kozott valtozik. Mivel a leolvasas kereten
beliil marad, a képz6dé fehérje meg6rzi kinaz-funkciojat, csak éppen a tandem
duplikéacié méretetdl fliggden hosszabb JM doménnel rendelkezik. A mutaciok
masik nagy csoportja a tirozin-kinaz domén (TKD) aktivacios hurkat érinti. Az
esetek 85-90%-ban aminosav cserét eredményez6 (missense) mutacio fordul eld
a 835. codonban. Ezen mutéciok tehat a tirozin-kinaz spontan és allandd
aktivaciojat, végsé soron a sejtek proliferaciojat és megnovekedett talélését
idézik el6. Az FLT3 genetikai eltérései AML-ben mutathatd ki viszonylag
nagyobb gyakorisaggal, CRC-ben ezek jelenlétét még nem vizsgaltak.



2. CELKITUZESEK

Munkénk soran alapvetd célunk az, hogy orokletes €s sporadikus CRC-
ben szenvedd betegek daganataiban 01j genetikai eltéréseket azonositsunk. Olyan
fehérjék vizsgalatara helyezziik a hangsulyt, melyek vagy a sejtosztddas
szabalyozésdban toltenek be nélkuldzhetetlen szerepet, vagy mutécioik révén
sejtproliferaciot indukalnak. Igy esett a vélasztds a Ki-67 fehérje valamint a
JAK2 és az FLT3 tirozinkindzok génjeire. Mig a Ki-67 szamos ponton
befolyasolja a sejtosztodast normal sejtekben is, addig a JAK2 és az FLT3
genetikai eltérései kiilonb6zé myeloid malignomakban fordulnak eld nagyobb
gyakorisaggal. A JAK2 kivételevel egyik gen mutacioit sem tesztelték még
sporadikus CRC-ben, mig egyik gén sem volt még vizsgalat targya orokletes
vastagbél daganatokban.

Vizsgalatainkkal a kovetkezo kérdésekre keressiik a valaszt:

e Kimutathatok-e a Ki-67 gén mutacioi kiilonb6zé tumoros sejtvonalakban
illetve vastagbéldaganatokbol izolalt DNS mintakban?

e Az FLT3-ITD mutacié kimutatasara leggyakrabban alkalmazott harom
kiilonbozé  elektroforetikus  modszer (agar6z  és  poliakrilamid
gélelektroforézis valamint kapillaris elektroforézis) milyen analitikai
paraméterekkel rendelkezik, és mennyire alkalmazhato a rutin
laboratoriumi diagnosztikaban?

e Kimutathatok-e a JAK2 V617F, FLT3-ITD és -TKD mutaciok
vastagbéldaganatokbol izolalt DNS mintakban?
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3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Avizsgalatban résztvevo betegek jellemzoi

A Ki-67, FLT3 és JAK2 mutéciok vizsgalatdhoz 26 sporadikus CRC-ben
szenvedd beteg (14 férfi, 12 nd; életkor: 65,4+12,5 év) mitéti preparatumabdl
szarmazo mintat hasznaltunk fel. Az FLT3- és JAK2 mutéciok vizsgalatat 38
Amsterdam- vagy a modositott Bethesda-kritériumokra pozitiv beteg eseteben is
elvégeztik. Ezeknél a betegeknél MSI vizsgalat és 3 hibajavité fehérje (MLHL1,
MSH2, MSH6) IHC vizsgéalata tortént meg. Amennyiben egy mintdban magas
MSI es/vagy egy MMR fehérje kieséset észleltik, az MLH1 és MSH2 gének
szekvencia analizisét is elvégeztik. Genetikai eltérést 6 beteg esetében tudtunk
kimutatni (Lynch szindréma; 4 ferfi, 2 nd; életkor: 47,3+£10,7 év) és ezek az
esetek korabbi publikacidkban mar bemutatasra keriltek. A fennmarad6 32
beteget (15 férfi, 17 nd; 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 dolgoz6 Dr. Tanyi Miklés gondozta. A mintak
elokészitését és az IHC vizsgélatokat a DEOEC Patologiai Intézetében Dr. Toth
Laszlo végezte el. Az MSI vizsgalatok a DEOEC Laboratériumi Medicina
Intézetében torténtek, mig az MLH1/MSH2 genek mutacié analizisét az
Orszagos Onkoldgiai Intézetben Dr. Olasz Judit végezte.

Az FLT3 és a JAK2 gének mutacidinak vizsgalatanal kontrollként 107
felnott akut myeloid leukémias (AML; 47 feérfi és 60 no; ¢életkor: 50,8+17,1 év)
és 99 polycythemia veras (PV; 55 férfi, 44 no; életkor: 61,4+14,1 év) beteg
mintajat hasznaltuk fel. Ezeket a betegeket a DEOEC Il. sz. Belgydgyaszati
Klinikajan dolgozé Dr. Batar Péter és Prof. Dr. Udvardy Miklos illetve a
Nyiregyhazi Josa Andras Korhaz Hematologiai Osztalyan dolgoz6 Dr. Szerafin

Laszl6 gondozta.
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3.2 Az alkalmazott sejtvonalak

A daganatos sejtvonalakban végzett Ki-67 génmutacié kereséshez négy
sejtvonalat hasznéltunk fel. Egy cervixcarcinoma (HeLa), egy tiid6carcinoma
(A549) és ket coloncarcinoma (CXF94, SW480) tumoros sejtvonalat
vizsgaltunk, melyek az American Type Culture Collection-t6] szarmaztak. A
sejteket DMEM+10%FBS tapoldatban (Gibco-BRL) tenyésztettiik standard

feltételek mellett.

3.3 RNS, DNS izolalas

A tumoros sejtvonalakkal kapcsolatos munkéank soran 5 x 10° sejtbél
TRIzol™ Reagens (Gibco BRL) segitségével tértént az RNS kivonasa. A
sporadikus és Orokletes CRC-s betegek esetében a Ki-67, FLT3 és JAK2
mutéaciok vizsgalatdhoz formalinnal fixalt, paraffinos metszetekbdl tortént a
DNS izolalas. Az 1-2 um vastagsagu (2-3 db) paraffinos metszetet melegitéssel
és xylollal deparaffindltuk, majd leszallo alkohol sorral rehidraltuk. Ezutan 20 pl
Proteinaz K-val emésztettilk a preparatumokat (56°C, 16-18 6ra) majd a
,QIAmp DNA Blood mini Kkit” izolalé kit Tissue protokolljat (Qiagen)
alkalmaztuk. Az AML-es és PV-s betegek esetében az FLT3 gén mutécidinak

crer

szeparalast kovetéen a granulocyta rétegbdl végeztiik el a DNS izolalast a
»QIAmp DNA Blood mini kit” izolalé kit (Qiagen) segitségével. A DNS és
RNS mintak koncentracidjat és tisztasagat fotométerrel (GeneQuant vagy

NanoDrop) hataroztuk meg.

3.4 A Ki-67 gén cDNS-ének szekvenalasa klonozéassal
A sejtvonalakbol kivont RNS-t (5 ug) a Murine Reverse Transcriptase
enzim (Ready-To-Go®, Amersham-Pharmacia) és 100 pmol pd(T)1z1s

(Amersham-Pharmacia) felhasznalasaval irtuk 4t cDNS-sé. A Ki-67 gén kodolo
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szakaszait 4 PCR segitsegével amplifikaltuk. Az amplifikaciohoz felhasznalt
primerek szekvenciaja, a PCR mixek osszetétele és a PCR-ek kondicioi —
valamennyi kés6bbi PCR esetében is — a disszertacioban talalhatok meg
részletesen. A PCR termékeket 1%-0s agar0z gélen elektroforézissel
vélasztottuk szét, és vagy a gélbél kimetszve tisztitottuk a Prep-A-Bene® DNA
Purification System (BioRad Laboratories) segitsegével, vagy kozvetlenil a
PCR csovekbdl vettiik a mintat és az E.ZN.A.® Cycle Pure Kit-et hasznaltuk
(PEQLAB Biotechnologie Gmbh). A tisztitott PCR termékeket pCR®II-Blunt-
TOPO® vectorba (Invitrogen Corp.) épitettik be, majd TOP 10 One Shot®
kompetens E. Coli baktériumokban sokszoroztuk fel. A Kanamycin tartalmu
agar taptalajon szelektalt klonokat, a ,,QIAGEN Plasmid Maxi Kit” segitségével
izolaltuk. Minden sejtvonal esetéeben harom klént vizsgaltunk, legalabb kétszer.
A plasmid DNS szekvenéladsa a Thermosequenase Kit (Amersham Pharmacia)
és M13 szekvenald primerek segitségével tortént Model 4200 (LI-COR Inc.)
készlléken. A kapott szekvenciat a Ki-67 cDNS-t leird eredeti publikécidban
kozolt illetve az Ensembl génbankban talalhaté Ki-67 cDNS referencia

szekvenciaval vetettiik Ossze.

3.5 A Ki-67 ¢.1300delC mutécio vizsgalata primer CRC mintakban
szekvenaléassal

A Ki-67 gén 7. exonjanak megfelelé szakaszat 1 PCR segitségével
amplifikdltuk. A PCR termék (437 bp) tisztitasara Microcon ultrafiltracios
oszlopot (Amicon® Ultra — 0,5 ml, 30K; Millipore) hasznéltunk. A szekvenél6
PCR-hez a BigDye 3.1-es szekvenalo kittet (Applied Biosystems), a szekvenalo
PCR termékének tisztitdshoz pedig a Qiagen DyEx Spin Kit-et alkalmaztuk. A
megtisztitott termékeket beszaritottuk, majd 15 pl formamidot mértiink rajuk és
szekvendlasig ebben a formaban -20°C-on taroltuk azokat. A formamidban 1évé
mintakat kozvetleniil szekvenalas eldtt denaturaltuk. A szekvenalas ABI Prism

310 Genetic Analizer készulékkel tortént.
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3.6 A FLT3-TKD mutéci6 kimutatasa PCR+RFLP-vel

Az FLT3 gén 20. exonjanak megfeleld szakaszat 1 PCR segitségével
amplifikaltuk. A vad tipusu allél jelenléte esetén a 114 bp nagysagu PCR termék
az emesztés soran 68 es 46 bp nagysagu termékekre hasad. Az enzim hasitasi
helye elvész mutécio jelenléte esetén, igy ekkor egy 114 bp nagysagu PCR

termeék is megjelenik a hasitott termekek mellett.

3.7 Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatasa PCR és agaréz-
illetve poliakrilamid gélelektroforezis segitségével

Az FLT3 gén 14.-15. exonjanak megfelel6 szakaszat 1 PCR segitsegevel
amplifikaltuk. A PCR terméket agar6z (3%) illetve poliakrilamid (6%)
gélelektroforézis segitségével tettiik lathatdva. A vad tipusu allél jelenléte esetén
egy 331 bp-os termék, mig mutans allél esetén egy ennél nagyobb méretii sav is

lathat6 az elektroforetogrammon.

38 Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) Kkimutatasa
fragmentanalizissel és szekvenalassal

Az FLT3 gen 14.-15. exonjanak megfelel6 szakaszat 1 PCR segitségével
amplifikaltuk fluoreszcensen jel6lt primerpart alkalmazva. A PCR terméket
formamidba vettiik fel, denaturaltuk majd analizisig -20°C-on taroltuk. A
denaturalt mixek analizise az ABI310 kapillaris elektroforézis készilekkel
tortént. A mérést/adatgylijtést a GeneScan, az analizist a GeneScan illetve a
PeakScanner szoftverek (Applied Biosystems) segitségével végeztik el. A vad
tipusu allél jelenlete esetén egy 331 bp-os termék, mig muténs allél esetén egy
enn¢l nagyobb meéretii cstcs is lathatd az elektroforetogrammon. Az FLT3-ITD

pozitiv mintak kozul 10 esetében direkt szekvenalast is vegeztiink.
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3.9 A JAK2 gén V617F mutéacidjanak kimutatasa PCR+RFLP-vel

Az JAK2 gén 14. exonjanak megfeleld szakaszat 1 PCR segitségével
amplifikaltuk. Az emésztetlen és emésztett PCR termékeket agaroz
gelelektroforézis segitségével tettlik lathatéva. A vad tipusu allél jelenléte eseten
egy 174 bp-os és egy 160 bp-os termék, a mutéans allél esetében pedig egy 364

bp-os termék lathato.

3.10 Microsatellita instabilitas vizsgalata

Az MSI vizsgalat soran 3 dinukleotid és 2 mononukleotid microsatellita
stabilitasat vizsgaltuk meg PCR és CE segitségével. Az 5 microsatellita korali
DNS szakaszokat 5 PCR segitségével amplifikaltuk. A poolozott PCR mixeket
és a ROX festékkel jelzett méret standardot (ABI ROX 500, Applied
Biosystems;) formamidban vettik fel, majd denaturdltuk. Az igy elékészitett
mintakat ABI310 kapillaris elektroforézis kesziilek segitsegével analizaltuk.
Amennyiben az 5 microsatellitdbol 1 instabil alacsony MSI-r6l, mig ha >2

instabil magas MSI-rél beszéliink.

3.11 Statisztikai analizis

A vizsgélt paraméterek megoszlasanak normalitdsat Kolmogorov-
Smirnov teszt segitségével vizsgaltuk. A kategorikus valtozok dsszehasonlitasat
a y°-teszt segitségével, mig a folytonos valtozokét a Mann-Whitney U-teszt vagy
a Student-féle t-teszt segitsegével végeztiuk. A folytonos valtozok korrelaciojat
Pearson teszt alkalmazasaval értékeltik, a betegek tulélését pedig Kaplan-Meier
analizis segitségével. Barmely kilonbséget szignifikansnak tekintettiink, ha a

p<0,05. A statisztikai analizis a Statistica program segitségével tortént.
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4. EREDMENYEK

4.1 Ki-67 mutéaciok kimutatasa daganatos sejtvonalakban és CRC-s betegek
mintaiban

Két colon tumor (CXF94, SW480), egy cervix carcinoma (HelLa) és egy
tiidé tumor (A549) sejtvonal sejtjeibdl izolaltunk RNS-t, majd az errdl atirt
cDNS-ben szekvenaltuk a Ki-67 gén exonjait 4 PCR segitségével. A vizsgalat
soran Osszesen nyolcféle genetikai eltérést taldltunk. Az els6 a c.237T>A
nukleotid csere a CXF94 sejtekben, ami nem okoz valtozast az aminosav
sorrendben. A 311. és 712. poziciéban A>G illetve T>A cserét detektaltunk, ami
aszparagin/szerin illetve triptofan/arginin aminosav cserét eredmeényezett a
CXF94/SW480 és a HeLa/CXF94 sejtvonalakban. Az 1300. pozicioban egy 1
bazisparos delécié (c.1300delC) volt kimutathatdé az A549 és az SW480
sejtekben. Ez a valtozas kereteltolddast és STOP kodont eredményez a delécidt
kovetd 12. kodonban, ami a fehérje hidnyat 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 kimutathato. Végiil a
€.9289A>G és ¢.9737G>C csere valamennyi sejtvonalban detektalhato volt.
Miutan valamennyi talalt varians a ¢.1300delC kivetelével polimorfizmusnak
bizonyult, ezért ezt az egy genetikai eltérest vizsgaltuk meg 26 sporadikus CRC-
ben szenvedd beteg tumorabol izolalt DNS mintaban. A ¢.1300delC eltérés nem

volt detektalhaté a vizsgalt CRC-s betegekben.

4.2 Az FLT3-1TD kimutatasara alkalmas mddszerek ¢sszehasonlitasa
4.2.1 Az FLT3-ITD kimutatdsara hasznalt moddszerek alkalmazasanak
gyakorisaga a nemzetkozi irodalomban

Els6 1épésben azt akartuk kideriteni, hogy az FLT3-ITD kimutatisara
milyen modszerek hasznalhatoak es milyen gyakorisaggal alkalmazzak ezeket a

nemzetkozi irodalomban. Ezért a kovetkezd kifejezések kombinécidjaval
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keresest végeztiink 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 15 Osszefoglald (,,review”), valamint 27
alapkutatas targyu tanulmanyt kihagytunk a feldolgozasbol. A maradék 135
cikkbol 122-t siker(lt teljes terjedelmében megszereznlink. Ezekben 99 esetben
tudtuk beazonositani az FLT3-1TD meghatarozas modszereét.

Ami a modszerek megoszlasat illeti, 29 kézleményben (29,3%) hasznaltak
agar0z (AGE) és/vagy poliakrilamid (PAGE) gélelektroforézist az FLT3-ITD
PCR-termekek kimutatasara 6nmagaban vagy 37 esetben (37,4%) DNS-
szekvenalassal kombinalva. A kapillaris elektroforézis (CE) aranya énmagéaban
vagy DNS-szekvenélassal hasznalva 16 illetve 3 (16,2% illetve 3,0%) volt.
Tovabbi 14 (14,1%) publikéacioban ezek illetve ritkdbban alkalmazott mddszerek
kiilonb6z6 kombinacioi szerepeltek. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az AGE
és PAGE meég mindig széleskdrben hasznalt modszerek az FLT3-ITD
kimutatasaban, ezért Osszehasonlitasuk a kapillaris elektroforézissel és a 3

maodszer analitikai tulajdonsagéanak jellemzese erdekes vizsgalat lehet.

4.2.2 Az FLT3-ITD kimutatdsa AML-es betegek mintaiban 3 Kkiilonboz6
elektroforetikus modszerrel

Osszesen 73 AML-ben szenvedd felndtt beteg 95 darab DNS mintajaban
vizsgaltuk meg harom kiilonboz6 elektroforetikus modszerrel az FLT3-ITD
kimutathatosagat. 18 beteg esetében kettd, 2 beteg esetében harom fiiggetlen
mintat dolgoztunk fel. Legalabb egy mutans allél jelenlétét tudtuk kimutatni 18
beteg 20 mintajaban, fliggetleniil a hasznalt médszertol.

A Kapillaris elektroforézis alapjan meghatarozott ITD méret 9-178
bazispar kdzétt mozgott (median 40 bp), a mutans/vad allél aranya 0,006 és
3,714 kozott valtozott (median 0,144), mig a mutans/6sszes allél aranya 0,48 és
77,8% kozott (median 12,5%.) volt. A 18 ITD-pozitiv betegb6l kilencben egynél
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tobb mutans allél volt kimutathato (t6bbszérds ITD). Habar mindhdrom maodszer
képes volt azonositani az FLT3-ITD pozitiv mintakat, kiilonbség volt koztik a
mutans allélek szdmat, méretét ¢€s intenzitasat illetéen, kovetkezésképpen
tovadbbi munkank sordn a harom elektroforetikus modszer analitikai

tulajdonsagait vizsgaltuk meg.

423 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek
meghatarozasa: reprodukalhatdsag

Két ITD-pozitiv mintat (B35 és B80) hasznéltunk a vizsgalathoz. A
kapillaris elektroforézis sordn a B35 minta egy nagy és egy alig lathato kisebb
mutans csucsot mutatott 387 és 339 bp-nal. A B80 mintanal egy nagy mutans
csucsot lattunk 355 bp-nal es egy nagyon kis intenzitasu méasikat 398 bp-nal.

A vad-tipusi és mutans allélrél felszaporodott PCR termék meretét
illetéen nagyon jo intra- és inter-assay reprodukalhatosagot észleltiink (a CV%
0,2% alatt volt). Az ITD nagysagat a mutans és 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 inzercidt észleltlink,
relative nagyobb intra- és inter-assay CVV%-kal (7 és 11%).

A mutans/vad-tipus  illetve  mutans/6sszes  allél  hanyados
meghatarozasanal valtozo reprodukalhat6sagi eredményeket kaptunk. A B35
minta ITD2 és a B80 minta ITD1 esetében a mutans/dsszes allél hanyados 65%
és 12%, az intra- €s interassay CV%, pedig 5% alatt volt. A reprodukalhat6sag
rosszabb volt, amikor a mutans/ésszes 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/6sszes allél hanyadosnal (B35 minta ITD1) a
reprodukalhatosag méar nem volt elfogadhatd; a CV% 50% feletti volt.

Ugyanezeket a vizsgalatokat elvégeztik AGE és PAGE esetében is. A

nagyobb mutéans allélrol amplifikalodd PCR termék jol lathatd volt, hasonld
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helyen és hasonlé intenzitadssal minden nap és minden futtatdsnal, mig a kisebb

mutans sav hianyzott.

424 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek
meghatarozasa: érzékenység

Kovetkezd 1épésként a harom kiilonbozd elektroforetikus moddszer
detektalasi limitjét hasonlitottuk 6ssze. A B35 és B80 minta DNS-¢bél egy ITD-
negativ minta DNS-ével sorozathigitast készitettiink. A mutans/dsszes allél
aranyt az eredeti mintdban CE és PeakScanner analizis segitségével hataroztuk
meg, a higitott DNS mintédkban pedig a kezdeti érték és a higitasi faktor alapjan
szamoltuk ki. A DNS mixet jel6letlen primerekkel amplifikaltuk az FLT3-PCR
soran, majd 10 pl PCR terméket vittiink fel agar6z vagy poliakrilamid gélre. A
dominans mutans allél kimutathatd volt 1-2%-o0s higitasnal mindkét modszer
segitségével, de a minor mutans allél ezekkel a mddszerekkel nem volt
detektalhato.

A higitott DNS-eket fluoreszcensen jelzett forward és jelOletlen reverse
primerrel is amplifikaltuk, amit a PCR termék denaturacidja majd CE kovetett.
A mutans/vad tipus, illetve mutans/osszes allel hanyadost PeakScanner
analizissel allapitottuk meg. A diltcids gorbe linearis részét hatarold legalsé
pont megallapitdsahoz egy valtozd cutoff értéket (0.1-0.5%) teszteltiink a
kalkulalt mutans/6sszes allél arany, illetve 0.001-0.005 értéket a kalkulalt
mutans/vad tipusu allél arany esetében, és egy linearis regresszids vonalat
hiztunk az aktuélis cutoff feletti pontokon keresztiil. A két vizsgalt hanyados
esetében a 0,2% és 0,002 cutoffhoz tartozott a legjobb regresszios koefficiens
(R=0,989 és R=0,990). Az assay analitikai érzekenységét a legalacsonyabb
kalkulalt mutans allél hanyadossal rendelkezé 10 adatpontot figyelembe véve
allapitottuk meg. Ezeknek az értékeknek az atlag+3SD-je 0,28% és 0,0028 volt,
amely meghatarozza a mért mutans/6sszes és mutans/vad tipusa allél hanyados

detektalasi limitjét.

19



4.25 Az elektroforetikus rendszerek analitikai paramétereinek
meghatarozéasa: felbontas

A B114 mintadban a vad és mutans allél PCR termékének 9 bazisparnyi
kilonbségét mindegyik metodus kimutatta. Ellenben a B147 minta esetében a
370 es 373 bp mutans allélek ugyan jol detektalhatoak kapillaris
elektroforézissel, de ez a harom bazisparnyi kulénbseg agar6z vagy

poliakrilamid gélelektroforézissel mar nem volt feloldhato.

4.2.6 Az FLT3-ITD pozitiv mintakban AGE és PAGE segitségével detektalt
multiplex savok analizise

A 20 FLT3-ITD pozitivnak taldlt DNS minta egy részében 2, 3, s6t 4
nagyméretli mutans savot mutattunk ki a PAGE illetve az AGE segitségevel,
melyek tobbsége nem volt lathatd a CE esetében. Ezeket vizsgaltuk meg
részletesebben a B55 beteg mintajaban. A vad tipusu (1. sdv = 331 bp), az 1.
mutans (2. sav = kb. 350 bp) és a 2. mutans savot (3. sav = kb. 550 bp)
polyakrylamid gélb6él vagtuk ki, majd bidirekcionalis szevenalassal
meghataroztuk ezek béazissorrendjét. Ez alapjan egy 21 bazisparnyi duplikacio
igazolddott a 14. intron/15. exon terlletén (c.1773 1793 dup2l) az 1. mutans
sdvban. A 2. mutans savban a két szekvencia keveréke a sav ismételt excizioja
¢s amplifikacioja utan is megfigyelhetd volt. A két savbol izolalt DNS egyuttes
amplifikacidjaval illetve denaturacio/renaturacios kisérletekkel sikerilt igazolni,

hogy a 2. mutans sav a vad tipusu és az 1. mutans sav heteroduplexe.

4.2.7 A CE-vel illetve DNS-szekvenalassal meghatarozott ITD méretek
0sszehasonlitasa

Korabbi publikaciokbdl jol ismert, hogy az ITD minden esetben ,,in-
frame” genetikai elvaltozast okoz. Ez egyben azt is jelenti, hogy az ITD-t
tartalmaz6 nukleotidok szama mindig oszthatdo harommal. Meglepé modon a CE

segitségével kapott ITD méret adatokra ez nem volt maradéktalanul igaz. Eppen
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ezert 10 esetben direkt szevenalassal is meghataroztuk az ITD nagysagat. A ket
modszer kozotti korrelacio erds (R=0,999), de a duplikatum/inzertum mérete

DNS szevenalassal 7%-kal nagyobbnak bizonyult, mint CE-vel.

43 Az FLT3-ITD és -TKD mutaciok eléfordulasanak gyakorisaga
sporadikus és 6rokletes colon tumoros betegek mintaiban

Az FLT3 mutacidk jelenlétét 26 sporadikus eés 38 orokletes CRC-ben
szenvedd beteg mintdjaban vizsgaltuk meg. A 38 ordkletes esetbdl 6 beteg
Lynch szindromés, mig 32 egyén a familiaris CRC X tipus-ba tartozott. Az
orokletes és sporadikus tumoros betegek klinikai jellemzdit 6sszehasonlitva az
atlagéletkor szignifikdnsan alacsonyabb, mig az atlagos tulélés (OS)
szignifikansan hosszabb volt a Lynch szindroméas csoportban a sporadikusok
csoportjdhoz hasonlitva. A familiaris CRC X szindrémas betegek csoportjaban a
bal colonfél érintettsége, szignifikansan alacsonyabb &tlag életkor és hosszabb
talélési 1dé volt jellemzd Osszehasonlitva a sporadikus tumoros betegek
adataival. Ami a vizsgalt FLT3-ITD és TKD mutéciokat illeti, azokat sem a
sporadikus, sem az OrOkletes colon tumoros betegek csoportjdban nem tudtuk
kimutatni. A kontrollként szolgalé 107 AML-es betegben az FLT3-ITD aranya
25,2% (27/107), mig az FLT3-TKD gyakorisaga 5,6% (6/107) volt.

4.4 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 mutéciojanak 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.
Kontrollkéent 99 PV-s betegek mintajat analizaltuk. A V617F mutécio
gyakorisaga 86,9% (86/99) volt.
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5. MEGBESZELES

5.1 A Ki-67 potencidlis szerepe a colorectalis daganatok kialakulasaban
Eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy tobbféle, a Ki-67 gént érintd
eltérés azonosithato kiilonbdz6 tumoros sejtek cDNS-ében. A ¢.1300delC hatasa
tlinik a legnyilvanvalobbnak, mivel ez STOP szignalt eredményez a 446.
kodonban, csonkolt fehérje képzddéshez vezetve. A tObbi eltérés a normal
populacidban is viszonylag nagy gyakorisaggal el6fordulé aminosav cserével
jaré genetikai polimorfizmus. Pusztan a megvaltozott aminosavak kémiai
sajatossagaira alapozva az izoleucin/leucin és aszpartat/aszparagin csere tiinik a
legkevésbé hangsulyosnak, mig a triptofan/arginin csere a legjelentésebbnek, az
oldallancuk méretében és toltésében 1évo kiilonbségnek kdszonhetden. Tovabbi
két elterés potencidlis foszforilaciés helyet érinthet. Mindezek alapjan a
kimutatott polimorfizmusok hatéssal lehetnek a fehérje mikkodésére, de nagyobb
tumoros populécio vizsgalata sziikséges annak megitélésére, hogy van-e szerepe
ezeknek a CRC kialakulasaban. Miutan a legegyértelmiibb hatasa a ¢.1300delC
eltéresnek lehet, ezt vizsgaltuk meg sporadikus CRC-s esetek tumormintaiban,

de az eltérés nem volt kimutathato.

Erdekes maddon, amilyen nagyszamd publikacio alkalmazza a Ki-67
expressziot a proliferalé sejtek ardnyanak meghatarozasara, annyira keves
vizsgélat foglalkozik a Ki-67 fehérje biokémiai és funkcionalis tulajdonségaival.
Sajat adatainkon kivul genetikai eltérés a Ki-67 fehérje génjében még nem
kertilt leirasra. Elképzelhetd, hogy a fehérje (funkcio) teljes hianyat okozé
genetikai eltérések az adott sejt pusztulasat okozzak. Nem mond ennek ellent az
altalunk talalt STOP kodont eredményez6 c.1300delC mutacid léte sem, hiszen
ez a 7. exonban talalhatd és a Ki-67-nek ismert egy gyakoribb splice variansa,
ami ezt az exont nem tartalmazza. Elképzelhet6, hogy ebben az esetben a Ki-67
izoformak aranyanak megvaltozasa lehet hatassal a sejtproliferaciora és lehet

esetleg szerepe a tumoros transzformacidban.
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5.2 Az FLT3 génben 1évé ITD kimutatasara alkalmas elektroforetikus
mddszerek analitikai paramétereinek értékelése

Az FLT3-ITD az egyik leggyakoribb genetikai eltérés feln6tt AML-es
betegekben. Kimutatasara a rutin diagnosztikaban leggyakrabban alkalmazott 3
modszer a PCR-t kovet6é agaroz, poliakrilamid illetve kapillaris elektroforezis.
Vizsgalataink sordn AML-es betegek DNS mintain teszteltik ezt a harom
detektalasi mdodot és meghataroztuk ezek analitikai paramétereit.

Az ITD-pozitiv mintdk ardnya mindharom vizsgalati modszerrel egyforma
volt a vizsgalt betegpopulacidban, mely a 3 modszer hasonlo érzekenységére
utal. Ugyanakkor, a CE nehany kisebb intenzitdsi mutans savot is kimutatott,
melyek AGE vagy PAGE segitségével nem voltak lathatoéak. Ennek megfelel6en
a vizsgalati médszerek detektalasi kiiszbbe 1-2% volt AGE és PAGE, illetve
0,28% volt CE esetében. A kordbbi FLT3-ITD kdzlemények tébbsegében
hasonlo szenzitivitast taldltak az AGE és PAGE esetében, mig két cikk
valamivel magasabb értéket kozo6lt (5-6%). A CE-t illetéen 0,8-2% szenzitivitast
irtak 5 kozleményben, mig 3-10%-ot 4 masik cikkben. A CE valamivel
magasabb szenzitivitasa, melyet a munkéank soran megfigyeltlink, az altalunk a
mérési  csucs észlelesére hasznalt alacsonyabb RFU  kiszobértekkel
magyarazhat6. Uj mintaknal az RFU>50 jelet fogadtuk el csticsnak, a nyomon
értékeket is pozitivnak tekintettiik. Ezzel ellentétben a kordbbi tanulmanyok
150-es RFU kuszobertéket hasznaltak. Ezen alacsony szignalu ITD-eltérések
jelenlétének bizonyitasara, ismételt vizsgalatokat veégeztiink, és csak ha
reprodukalhat6 volt a csics jelenléte, akkor tekintettiik a mintat pozitivnak. A
viszonylag alacsony észlelési kiisz6b ellenére csak a 1,5% feletti mutans allél
aranyt lehetett még elfogadhatd reprodukalhatdésaggal megmérni, ezért ezt az
értéket fogadtuk el, mint kvantitalasi kiisz6bot a CE soran.

Habar ezek a nagyon alacsony aranyban jelenlévd mutans allélek nem

voltak kimutathatbak AGE ¢és PAGE soran, szdmos nagyobb méretli extrasavot
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talaltunk ezekkel a modszerekkel, amelyek viszont a CE elektroforetogramjardl
hidnyoztak. DNS szevenalassal és heteroduplex analizissel vizsgalva ezek a
nagyobb méretli extrasdvok a vad-tipusu és mutans allélok altal létrehozott
heteroduplexeknek feleltek meg. Korabbi publikaciok szintén leirtak ezt a
jelenseget.

AML-es betegeink mintdit vizsgalva alkalmunk nyilt a kiilonb6zo
elektroforetikus mddszerek felbontasat is 6sszehasonlitani. Habar mindegyik
maodszer alkalmas a savok/csucsok kdzotti 9 bp-nyi kildnbség felismerésére, 3
bp-nyi kulénbség feloldasara csak a CE képes. Hasonléan nagy felbontést
észleltek két kordbbi tanulmanyban, mely alatamasztja ennek a technikanak a
fontossagat a multiplex ITD-k kimutatasaban.

A multiplex ITD-k arédnya tanulmanyunkban — CE-vel meghatarozva —
50% (9/18) volt, ami valamivel magasabb, mint a korabban k6zolt 11-32%. Ez
is nagy valdsziniiséggel az alacsonyabb RFU kiiszobértekkel magyarazhatd,
melyet a CE soran a csucsok meghatarozasara hasznaltunk.

Ami az ITD méretét illeti, alapvetéen hdrom kiilonboz6 technikat
alkalmaztak eddig ennek meghatarozasara. DNS szekvenalas, CE és az Agilent
Bioanalyzer hasznélataval 3-400 bp-nyi ITD méreteket mutattak ki, 24-70 bp
kozotti atlagértékekkel. Sajat eredményeink is ezen hatarok kézé esnek, mivel az
észlelt ITD meret intervalluma 9-178 bp volt 40 bp-os kdzépértekkel. Adataink
azt mutattdk, hogy a CE segitsegével végzett ITD méret meghatarozas
reprodukalhatosaga megfeleld, még a legrovidebb szakasz (9 bp) esetében is
11%-0s interassay CV%-ot kalkulaltunk. A duplikalodott/inzertalddott
nukleotidok szama azonban nem minden esetben volt harommal oszthatd, amit
két korabbi kdzleményben is prezentaltak mar. Ez a jelenség a vad-tipusu és
mutans allélr6l amplifikdlodott PCR termék méretének variabilitasaval
magyarazhato, ami +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 szekvendlasa, vagy az izolalt és klénozott ITD fragmentumok
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szekvencia analizise. Az el6bbi megkozelitést kovetve 10 ITD-t tartalmazo
mintat szekvenaltunk, és a talalt ITD soha nem okozott olvasasi keret eltolodést.
Ugyanakkor a szevenalassal meghatarozott ITD méretek valamivel nagyobbak
voltak, mint amit CE soran kaptunk. Irodalmi adatokra és sajat tapasztalatunkra
alapozva javasoljuk a DNS szekvenalas hasznalatat a pontos ITD méret
meghatarozasara, kulonds tekintettel arra, hogy UGjabb adatok szerint a
duplikacié/inzercid helye is prognosztikus jelentdséggel birhat.

Tébb mint 20 cikk tanulményozta eddig az AML-betegek mintéiban a
mutans allél aranyat, négy kulonféle modszert alkalmazva. Szemikvantitativ
AGE vagy PAGE 5 publikécioban szerepelt, mig kvantitativ adatokat nyertek
dHPLC, Agilent Bioanalyzer és CE hasznalataval 1, 2 illetve 13 kdzleményben.
Az eredményeket alapvetéen kétféleképpen kozlik a publikaciokban; a
mutans/vad tipusi vagy a mutans/(vad tipusu+mutans) allél hanyadost
hasznéljadk kozel egyenld gyakorisaggal. Emiatt sajat vizsgalatunk soran
mindkét hanyadost meghataroztuk. A mutans/vad-tipusu allél hanyados
kozepértéke a betegcsoportunkban 0,144, ugyanakkor a mutéans/total allél
hanyados kozépértéke 12,5% volt, ami valamivel alacsonyabb, mint a korabban
kozo6lt adatok (mutans/vad-tipusu allel arany: 0,530-0,836; mutans/total allél
hanyadost: 30-47%). Valoszinlileg ez is az altalunk alkalmazott alacsonyabb
RFU kuszobértekkel magyarazhato, amit a csucs meghatarozashoz hasznaltunk.
Ami ezeknek a meghatarozasoknak a reprodukalhat6sagat illeti, adataink azt
mutatjak, hogy a mutans/vad-tipust és a mutans/total allél hanyados 0,020 és
1,5% felett <25% interassay CV% értékkel jellemezhetd, igy ezeket az

aranyeértékeket tekintjuk a médszer kvantitalasi kiiszobértékeinek.

53 A JAK2 V617F és az FLT3-ITD és -TKD mutaciok jelentosége
sporadikus és 6rokletes colorectalis tumorokban
Bar a JAK2 gén mutaciéi dominaléan a kronikus myeloproliferativ

korképek és ezen beliil is elsdsorban a polycythemia vera kialakuldsaval
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mutatnak &sszefiiggést, de nagyszamu kisérletes adat sz6l amellett, hogy a
JAK/STAT szignalizaciés utvonal aktivalodasa fontos szerepet jatszhat a CRC
patogenezisében is. A STATS3 aktivalt, foszforilalt valtozata fokozott mértékben
mutathato ki a tumoros sejtek magjaban és ez a jelenség 6sszefliggést mutatott a
tumor kifejezettebb invazivitasadval, fokozott metastasis képz6 hajlammal, a
tumor progressziojaval és az egyértelmilen rosszabb progndzissal. CRCS
sejtvonalakat vizsgalva a JAK2/STATS3 inhibitorai csokkentették a tumoros

Mindezek alapjan logikusnak tiinik a feltételezés, hogy a JAK2 és a
kapcsolddd szignalizacios atvonal genjeinek mutécioi, amelyek konstans
szignalizaciot és ezzel egydtt aktivaciot eredményeznek, szerepet jatszhatnak a
CRC kialakuldsaban. Keét nagyobb vizsgélat analizdlta a human genom
kinazokat kodold génjeinek mutécioi és bizonyos daganatok kialakuldsa kdzotti
Osszefuggéseket, és a CRC esetében a JAK/STAT rendszer fehérjéi kozil a
JAK1 p.E886K és TYK2 p.H732R. mutacio volt — alacsony incidenciaval —
Kimutathatd. Négy tanulmany vizsgalta kozvetlenil a JAK2 V617F mutacio
eléfordulasat CRC-s  sejtvonalakban és sporadikus CRC-s  betegek
tumormintaiban, azonban egyetlen esetben sem sikerllt a mutaciot kimutatni.
Sajat eredményeink is azt mutattdk, hogy a sporadikus daganatokban ez a
mutacié nem fordul elé.

Valamennyi felsorolt publikacié sporadikus CRC-s eseteket vizsgalt,
azonban a betegek kisebb hanyadat kitevd orokletes esetekben nem tesztelték
még a JAK2 V617F mutacio eléfordulasat. A vizsgalatunk soran 6 Lynch
szindromas és 32 familiaris CRC X beteg mintajat vizsgaltuk meg, de ezekben
az esetekben sem sikeriilt a JAK2 V617F mutaciot kimutatni.

A JAK2 V617F mutaci6 hiadnya tdbbféleképpen is magyarazhato.
Felmeriil annak a lehetdsége, hogy a vizsgalt genetikai eltérés kimutatisara
hasznalt PCR+RFLP modszer érzékenysége nem megfeleld, és a kis

mennyiségben jelenlévd tumoros mutalt allél kimutatdsira mar nem alkalmas.
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Miutan a CRC-s betegek esetében a DNS izolalas parafinos metszetekbol
tortent, amelyek agy lettek kivalasztva, hogy dominaléan tumoros szOvetet
tartalmazzanak, ez a magyarazat nem til valoszinii. A masik lehetdség, hogy a
JAK2 génben tovabbi genetikai eltéresek is ismertek, igy pl. a 12. exon mutacioi
illetve tovabbi ritka eltérések, amelyeket nem vizsgaltunk, eés amelyek
magyarazhatjak a fokozott JAK/STAT szignalizaciot. Nem elképzelhetetlen,
hogy a JAK2 és a tovabbi szignalizacidés elemek epigenetikai valtozasai is
befolyasolhatjdk ezek miikodését. Végiil, bizonyos negativ regulalo elemek,
(SOCS fehérjék) kiesese is eredményezhetik a fokozott JAK/STAT aktivaciot.

Az FLT3 geén expresszioja es mutacioi dominaléan a hematopoetikus
sejtekben fordulnak eld, de viszonylag nagy mennyiségben mutathatd ki ez a
fehérje illetve ennek MRNS-e a placentdban és a kozponti idegrendszerben is.
Sokkal kisebb az FLT3 expresszioja a szervezet egyéb szdveteiben, igy pl. a
vastagbélben. Miutan korébban ilyen vizsgalat nem tortént, meghataroztuk az
FLT3 mutacidinak eléfordulasat sporadikus és orokletes CRC-s betegek
tumormintaiban, de genetikai eltérés nem volt kimutathatd. A mutacidk
Kimutatasara alkalmazott moédszerek érzékenysége megfelelének tinik, és
vélhetden nem ez all a mutaciok hianyanak hatterében, hiszen a kontrollként
vizsgalt AML-es populacidban az FLT3-ITD és —TKD eltérések gyakorisaga
25,2% és 5,6% volt, ami megfelel az irodalmi adatoknak.

A vizsgélatban résztvevd 6 Lynch szindromdas beteg mutacid analizise
méas szempontbol is érdekes volt. Ezekben az esetekben az MMR gének
mutacioi igazolhatoak voltak es magyaraztak az orokletes CRC kialakulasat. Az
FLT3 és a JAK2 mutacidi nem voltak kimutathatéak ezekben a betegekben sem,
igy ezek kialakuldsa a MMR gének kiesése esetében sem tlinik valoszinlinek és
vélhetden nincs szerepik sem az Orokletes, sem a sporadikus CRC

patogenezisében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A vastagbélrak (CRC) a fejlett orszagok tdbbségében a masodik
leggyakoribb daganatos halalozasi okként szerepel. Mind a sporadikus, mind az
orokletes CRC hatterében kornyezeti €és genetikai tényezOk is kozrejatszanak,
amelyek kozil jonehanyat sikerult mar azonositani. Munkank soran sporadikus
és Orokletes CRC-s esetek mintait vizsgaltuk Ki-67, FLT3-ITD, -TKD és a
JAK2 V617F mutacidk utan kutatva. Olyan fehérjék vizsgalatara helyeztik a
hangsulyt, melyek vagy a sejtosztodas szabalyozasdban toltenek be
nélkilozhetetlen szerepet, vagy mutacioik réven sejtproliferaciét indukalnak. Az
altalunk vizsgalt genetikai eltéréseket 6rokletes CRC-s betegekben korébban
még nem tanulmanyoztdk, a sporadikus eseteket illetden is kevés adat all
rendelkezésre.

A Ki-67 fehérje szerepet jatszik a magasabb rendi kromatin struktira és a
sejtciklus szabalyozasaban, igy a fehérje hianya vagy szerkezetének modosulasa
szerepet jatszhat bizonyos daganatok kialakuldasadban. Négy tumoros sejtvonalat
vizsgalva 8 fele genetikai eltérést siker(lt azonositani a Ki-67 génben, melyek
kozil egy — kordbban még le nem irt — 1-nukleotidos delécio kereteltolodast és
trunkalt fehérjét eredményez, 1 nem jar amindsavcserével, mig tovabbi 6 eltéres
aminosav cserével jard polimorfizmus volt. A ¢.1300delC mutacio jelenlétét 26
sporadikus CRC-s beteg mintajaban is megvizsgaltuk, de az eltérés nem volt
Kimutathato.

Az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutaciok a myeloid
maligndmakhoz tarsuldé gyakori genetikai eltérések. Elsé 1épésként az FLT3-
ITD kimutatasara alkalmas genetikai modszerek validalasat végeztik el, amit
hasonlé részletességgel korabban még nem publikéltak. Adataink azt mutattak,
hogy a CE-t hasznalo vizsgaldémddszer a legalkalmasabb az FLT3-ITD
mutans/total allél arany kimutatasara és kvantitaciojara. A multiplex ITD

jelenlétének igazoldsa CE segitségével lehetséges, ha a mutéans allélek aranya
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0,28% felett van, mig az ITD méretérdl és helyérél a DNS szekvenalds adhat
megbizhaté informéaciot. A kontrollként szolgalé acut myeloid leukemias
populacidban (107 beteg) az FLT3-ITD és —TKD gyakorisaga 25,2% és 5,6%,
mig a polycythaemia veras betegek (99 személy) esetében a JAK2 V617F
mutacié frekvenciaja 86,9% volt, ami lényegében megfelel az irodalmi
adatoknak. Ezutan 26 sporadikus és 38 orokletes CRC-s beteg mintajaban
vizsgaltuk meg az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutéciok jelenlétét,
azonban nem sikerilt ezeket az eltéréseket kimutatni. Az FLT3 és a JAK2
mutacidi nem voltak kimutathatéak a 6 Lynch szindromas beteglink esetében
sem, igy ezek kialakulasa az MMR gének kiesése esetében sem tlinik
valoszinlinek és vélhetden nincs szerepiik sem az Orokletes, sem a sporadikus

CRC patogenezisében.
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7. ADISSZERTACIO UJ MEGALLAPITASAI

7.1 Tumoros sejtvonalak cDNS-ében 8 genetikai eltérest talaltunk, amelybdl 7 a
normél populaciéban kisebb-nagyobb gyakorisaggal eléfordulo
polimorfizmusnak bizonyult. Egy 1 nukleotidos delécionak — ¢.1300delC —
azonban elvileg egyértelmiien lehet patogén hatasa csonkolt fehérje képz6déshez

vezetd STOP kodon Iétrejottén keresztiil.

7.2 A ¢.1300delC jelenléte nem volt kimutathaté sporadikus CRC-s betegek

tumormintaiban.

7.3 Az FLT3-ITD kimutatasara alkalmas genetikai modszerek validalasat
vegeztik el, amit hasonld részletességgel korabban még nem publikaltak.

Adataink azt mutattak, hogy

e a CE-t hasznalo vizsgadlomodszer a legalkalmasabb az FLT3-ITD

mutans/total allél arany kimutatasara és kvantitacidjara

e A CE metodika esetében a mutans/total allél arany kimutatadsanak

analitikai érzékenysége 0,28%-ra ndvelhetd
o amultiplex ITD jelenlétének igazolésa CE segitségevel lehetséges
e az ITD méretérdl és helyérdl a DNS szekvenalas adhat megbizhato
informéciot
7.4 Az FLT3-ITD, -TKD és a JAK2 V617F mutéciék nem fordultak el6

sporadikus és orokletes CRC-s betegek tumormintaiban.
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