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1.Anti-lactoferrin, anti-casein alkalmazasa vastagbél tumorok sziirésére
2.Vastagbél tumorok sziirése tejfehérjék alkalmazasaval

3. Exfolialt sejtek genetikai azonositasa

4. Vastagbél daganatos genetikai sziirés

5. Kering6 daganatsejtek azonositasa és jellemzése.

6. Vastagbél prognosztikai markerek vizsgalata és értékelése.

1. Uj immunkémiai eljardsok alkalmazdsa vastagbél daganatok sziirésére

Bevezetés, célkitiizés

Az ,,Egészség Evtizedének Nemzeti Programja” egyik célkitiizése, hogy a 45-65 éves férfiak
¢és nok kozott a vastag- és végbélrak haldlozasi gyakorisagat a rejtett bélvérzés sziirésének
segitségével kb. 20%-al csokkentse.

Ennek érdekében sziiletett orszadggylilési hatarozat és miniszteri rendelet foglalja keretbe a
sziirés végrehajtasanak a modjat, amely az idevago eurdpai unids elvarasoknak is megfelel. A
program 2004. jalius 15-vel indult és az esd ,,modellértéki” szakasz (Ajka, Budapest IX.,
XIV. kertilet) 2005. év végén zarul (1., 2. tablazat).

MODELL ERTEKU VASTAGBEL SZURESEK OSSZESITETT EREDMENYEI
Vilagbanki Ajka- Osszesitett
csoport Lovaszpatona

1997-1998 2003-2004
A sziirésben részt vett személyek N N N
szAma 6805 % 3996 % 10801 %
Részvételi arany 31% 46% 35,3%
Férfi 2858 42 | 1638 41 4496 41,6
Né 3947 58 2358 59 6305 58,4
Atlagéletkor 64 év 58,6 év 62,4 év

Fecatest szinreakcio pozitiv 1892 28 1123 28 3015 28

Immunkémiai pozitiv 377 6 321 8 698 6,5

Immunkém. poz. koziil szinreakcio 128 40 178 55 306 438

neg.

Haemoglobin és albumin egyiitt poz. | 224 59 167 52 391 56,1

Csak albumin pozitiv 146 39 135 42 281 40,2

Csak haemoglobin pozitiv 7 2 19 6 26 3,7

1. tablazat




MODELL ERTEKU VASTAGBEL SZURESEK OSSZESITETT EREDMENYEI

Vilagbanki Ajka-Lovaszpatona Osszesitett
csoport 2003-2004
1997-1998
ENDOSCOPOS VIZSGALATOT VALLALOK 243 65% 298 93%, 541 77,5%
ENDOSCOPOS VIZSGALATOT VISSZAUTASITOK 134%* 35% 23 7% 157 22,5%
RAK 12 13 25
POLYP 59* 67* 126*
NODUS 82 39 121
DIVERTICULOSIS 32 36 68
DIVERTICULOSIS + NODUS 11 3 14
GYULLADAS 10 (colitis ulcerosa:6) | 40 (colitis ulcerosa:4) | 50 (colitis ulcerosa:10)
EGYEB 2 10 12
NEGATIV 35 90 125
* szamos betegnél egynél tobb polyp keriilt felfedezésre
rékok 9 sigma, 2 coli trans., 10 sigma, 3 rectum 19 sigma, 3 rectum,
1 nincs adat 2 coli trans., 1 nincs adat
stédium in situ:1, Dukes A:5, in situ:4, Dukes A:5, in situ:5, Dukes A:10,
Dukes C:6 Dukes B:2, Dukes C:2 Dukes B:2, Dukes C:8

**Az endoscopos vizsgilatot visszautasitok korében 2 éven beliil megjelené rakok szama: 7

2. tablazat

Az értékelésben felhasznaljuk az 1997-1998 soran nyert tapasztalatokat is, amelyek a
Viladgbank altal tdmogatott ,,felzarkdzasi program” (Budapest, XI. keriilet) befejezése utan
keriiltek napvilagra (3., 4. tablazat).

VILAGBANK ALTAL TAMOGATOTT KISERLETI VASTAGBELSZURES
(1997-1998.) ES AJKA-LOVASZPATONA
VASTAGBELSZURES (2003-2004.) OSSZESITETT EREDMENYEI

POLYP / KORAI RAK / OSSZES RAK

Osszesitett Fecatest szinreakeié + Fecatest szinreakci6 -
Daganatok | p,p, 126 | Pobyp 67 Polyp 59
Korai rak 17 Korai rak 10 Korai rak 7
Osszes rik 25 Osszes rik 16 Osszes rik 9
Haemoglobin Albumin Haemoglobin Albumin Haemoglobin Albumin
+ - + - + - + - + - +
Polyp 72 54 122 4 (37 30|66 1 |35 24|56 3

Korairak |5 12 (17 0|5 51|10 O |0 7 (7 O

Osszesrik |9 16 (25 0|8 8|16 0 |1 819 0

3. tablazat



VILAGBANK ALTAL TAMOGATOTT KISERLETI VASTAGBELSZURES
(1997-1998.) ES AJKA-LOVASZPATONA
VASTAGBELSZURES (2003-2004.) OSSZESITETT EREDMENYEI

VARHATO VESZTESEGEK A MODELLTOL ELTERO SZURESI ELVEK ESETEN

Fecatest szinreakcié pozitivitas

esetén elvégezve az imm. kém. vizsg.ot

DaganatOk Pot 47% Mindenkinél elvégezve az
olyp o imm.kém.vizsgalatot
Korai rak 41%
Osszes rak 36%

csak haemoglobinnal
végezve a vizsgalatot

csak albuminnal
végezve a vizsgalatot

haemoglobinnal

albuminnal

Polyp 45% 1,5% 43% 3,2%
Korai rak 50% 0% 71% 0%
Osszes rak 50% 0% 64% 0%

4. tablazat

Mivel a rejtett bélvérzés kimutatasi modszer (Fecatest; kétfazist, hagyomanyos szinreakcion
és kettds ellenanyaggal — anti- haemoglobin és albumin — dolgozé immmunkémiai reakcio) és
a kovetd totdl colonoscopia azonos elvek alapjan tortént, az eldzetes felmérésnél a két
csoportot kiilon kiilon (mint két 6nalld kozigazgatasi egységet) és egyiittesen is értékeltiik.
Egyértelmiivé valt, hogy a kettds immunkémiai fehérje kimutatast a szinreakcio eredményétol
fiiggetleniil el kell végezni, s a haemoglobin mellett az albumin parhuzamos vizsgélata sem
nélkiilozhetd, ellenkezd esetben a daganatok kb. felét elveszitenénk.

Mivel a szlirési programban feltiinben nagy a polypok és a korai rdkok (koztiik az in situ)
aranya, a szlirés orszagos méretii kiterjesztése esetén a két modell-csoport sziirési stratégiaja a
mérvado. Fentieket alatdmasztja az a sajndlatos tény is, hogy a vildgbanki csoportbol — a 134
vérzésre pozitiv, de utdnvizsgalatot (colonoscopia) visszautasitd egyén koziil - a sziirés
lezarasat kovetd 1-2 éven beliil 7 vastag- €s végbélrakot talaltak, mig a negativak koziil ilyen
jelzés nem érkezett.

Amig tehat az automatizalt, egyszerlibb és olcsobb genetikai mddszer nem all rendelkezésre a
tomegszirésben, addig a korszerlibb vérzés-kimutatd (egyéb markereket is felmutato)
madszerek a sziirésben nélkiilozhetetlenek.

2. Vastagbél daganatok genetikai sziirése

Orokletes, nonpolyposis vastagbél daganatos betegek genetikai vizsgaltata:

24, a Bethesda kritériumok szerint HNPCC tipusu vastagbél daganatos beteget vizsgaltunk. A
genomialis DNS-t alvadésgatolt vérbdl izolaltuk (Wizard Genomic DNA Purification Kit,
Promega A1120).

A hMLHI1 ¢és hMSH2 06sszes exonjat (35) lefedd primer parokkal végzett PCR reakcio
termékeit eldszor SSCP, illetve heteroduplex analizissel vizsgéltuk (BioRad vertikalis
gélapparatus, MDE gél CAMBREX 506209) majd a normaltdl eltéré mintdzatot ado
termékeket sense ¢€s antisense iranyban szekvenaltuk (PE Applied Biosystems: BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit v.3.1; ABI-PRISM 310 Genetic Analyser).

A PCR reakcidkhoz az irodalomban korabban leirt primereket hasznaltunk.



(N. E. Beck, I. P. M. Tomlinson, Tessa Homfray, et al:Use of SSCP analysis to identify
germline mutations in HNPCC families fulfilling the Amsterdam criteria, Hum Genet
1997(99) 219-224.

Yuka Yanagisawa, Yoshimitsu Akiyama, Satoru lida, Emi Ito, Tadashi Nomizu, Kenichi
Sugihara, Yasuhito Yuasa, Kazuo Maruyama: Methylation of the hMLHI promoter in
familial gastric cancer with microsatellite instability, Int J Cancer 2000 (85) 50-53)

A mutaciok azonositasahoz a kovetkezo internetes adatbazisokat hasznaltuk:

ICG-HNPCC Database (http://www.nfdht.nl/database.htm), The Human Gene Mutation
Database, Cardiff (http://archive.uwcm.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html), InSiGHT Database
(http://www.insight-group.org)

Jelentds eredménynek szamit, hogy 2 HNPCC-s betegen dupla mutaciot talaltunk:

A hMSH?2 3-as exonban: cd127 Asn—Ser ¢s a hMSH2 7-es exonban: cd422 Glu—STOP az
egyik beteg esetén (7.), valamint a hMLH1 19-es exonban: cd716 Val—-Met és a hMSH2 13-
as exon-intron hatdron: 2210+1G—C a masik beteg (25.) esetén. Ez utdbbi beteg két
kiilonallo vastagbél daganattal rendelkezett. A két beteg hozzatartozdinak bevonasaval
csaladfa vizsgalatot végeztiink a mutaciok patogenetikai szerepének meghatarozasahoz.

1 esteben talaltunk mutaciét a hMLH1 2-es exonban: ¢d48 Gln—Pro (6.). Ezt a mutaciot
els6ként azonositottuk

9 esetben talaltunk polimorfizmust a hMSH2 1-es intronban: 211+9: C—G, 2 esetben
polimorfizmust a hMSH2 6-os exonban: cd 322 Gly—Asp, 1 esetben polimorfizmust a
HMSH2 9-es intronban: 65092 A— T, valamint 1 esetben HMLHI1 polimorfizmust a hMLH]1
14-es intronban: 50677 A—G

A kapott eredményeket az 5. tablazatban foglaltuk dssze.

Esetek | jelolés | Genetikai elvaltozas
1. 2 Nem azonosithato
2. 3 Nem azonosithato
3. 4 Nem azonosithato
4. 5 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G (ism)
5. 6 HMLHI1: ex 2, cod 48: CAA > CCA (GIn > Pro) (nem ism)
6. 7 HMSH2: ex 3, cod 127: AAT > AGT (Asn > Ser) (ism)
HMSH2: ex 7, cod 422: GAA > TAA (Glu > STOP) (nem ism)
7. 10 Nem azonosithato
8. 11 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G
9. 19 Nem azonosithato
10. 21 Nem azonosithato
11. 22 Nem azonosithato
12. 23 Nem azonosithato
13. 24 Nem azonosithato
14. 25 HMLHI1 ex 19, cod 716: GTG > ATG (Val > Met) (ism)
HMSH?2 ex 13, cod. 737: AGG > AGC (Arg > Ser) (nem ism)
15. 26 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3’ ex.1 (211+9): C> G (ism)
16. 27 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G (ism)
17. 28 Nem azonosithato




18. 29 Nem azonosithatd

19. 30 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G (ism)

20. 31 HMSH2 polimorfizmus: ex.6, cod. 322: GGC>GAC (Gly>Asp) (ism)
HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3” ex.1 (21149): C> G (ism)

21 32 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G (ism)

22. 33 HMSH2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3” ex.1 (21149): C> G (ism)
HMSH?2 polimorfizmus: ex.6, cod. 322: GGC>GAC (Gly>Asp) (ism)

23. 34 HMSH?2 polimorfizmus: int 1, +9 of 3° ex.1 (211+9): C> G (ism)

24. 35 HMLHI1 polimorfizmus: int 14, -19 of 5° ex 15 (50677): A>G (ism)
HMSH?2 polimorfizmus: int. 9; -9 of 5” ex 10 (65092): A >T (nem ism)

5. tablazat: 24 HNPCC-s betegben azonositott genetikai elvaltozasok

Csaladvizsgalat:

A 7. és 25. beteg csaladtagjait célzottan vizsgaltuk a benniik el6fordulé mutéciokra.
Az eredményeket a 6-7. tablazatban foglaltuk ossze.

Az 1. csaladban a hMSH2 127-es kodon missense mutacidja konzervativ aminosavcserét
(Asn—Ser) eredményez, melyet kordbban mar leirtak, és Onmagiban nem patogén
polimorfizmusként valoszinilisitenek (Samowitz et al, Gastroenterology 121:830- (2001).
Onmagaban ezt az elvaltozéast hordozé csaladtagok nem betegek. A 422-es kodon nonsense

crer

tény a korai lancterminéacio miatti funkcidkiesést, illetve a mutacidé patogén szerepét igazolja.

6. tablazat:

1. csalad Eletkor a Egészségi MSH2,ex.7: MSH2,ex.3:
diagnoéziskor | allapot 422 kodon: 127 kodon:
/ vizsgalatkor nonsense aat—agt:
gaa—taa: Asn—Ser
GLU—STOP
7. H. A. 31 beteg + +
39. H. L. (apa) egészséges |- +
40. H. Lné (anya) 43 beteg + -
41. Sz. Mn¢é (nagymama) egészséges |- -
42. Sz. Lné (nagypapa egészséges |+ -
testvére)
46. Sz. T. 36 beteg + +
(masodunokatestvér)
47. Sz. L. 42 egészséges |- -
(masodunokatestvér)
48. H. N. (testvér) 28 egészséges |+ +
49. Sz. M. 31 egészséges |+ +
(masodunokatestvér)
50. H. E. (nagynéni) egészséges | - +




ol =
SH/7

. 47.  46. 49.
SH/7 SH/7 SH/7
SH/3 SH/3

50. 39.
SH/  SH/
3 3 7. 48.
SH/7  SH/7
SH/3  SH/3

1. abra: az 1. csalad csaladfija
SH/3: mutacio a hMSH2, 3. exonban

SH/7: mutacié a hMSH2, 7. exonban
A 2. csaladban el6forduld genetikai elvaltozasok kézil a a hMLH1 716-os kodonjanak

missense mutécidjanak szerepe eddig nem tisztazott (P.Hutter et al, Int J Cancer 78:680-
4(1998). A hMSH2 13-as exon-intron hataran Iévd nukleotidcsere alternativ splice site-ot
eredményez, amely out of frame delécidhoz vezethet (Kurzawski et al. J Med Genet 39: 65
(2002). Minthogy az egyik, illetve masik mutaciot 6dnmagaban hordoz6 csaladtagok
egészségesek, feltételezzilk, hogy a kettés mutacido egyittes jelenléte vezet patogén
elvaltozashoz. Az id6s nagyszilé betegsége feltehetéen ezen o6rokletes elvaltozasoktdl
fuggetlen. 7. tablazat

2. csalad Eletkor a Egészségi MLHI1,ex.19: MSH2,ex.13:
diagnoziskor | allapot 716.kodon: 2210+1g—c
/ vizsgalatkor gtg—atg:
Val—>Met
25.Cs. T. 25 beteg + +
36. Cs. Z. (testvér) 28 + +
37.Cs. Z. 1. (apa) 51 egeszséges | - +
38. Cs. Zn¢ (anya) egészséges |+ -
(homo/hemizigota)
45. Cs. K. (nagypapa) 84 beteg - -
O
45.
38. 37.
LH1Y ] SH/13
36. 25.
LH/19 LH/1
SH/13 9
SH/13

2. abra: 2. csalad csaladfaja

LH/19: mutaci6 a hMLHI 19-es
exonjaban

SH/13: mutaci6 a hMSH2 13-as exonjaban
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