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Vastagbélrakok



Betegek és modszerek

Osszesen 634 miitéttel eltavolitott vastagbélrak .
Adatbazis szerkesztés.

Automatikus DNS izolalas FFPE tumor szovetbd6l MagNa Pure
Compact késziilék segitségével.

PCR- és immunhisztokémia-alapu microsatellita instabilitas teszt
(Dietmaier and Hofstadter Lab. Invest., 81:1453-1456, 2001).

Sejtciklus paraméterek vizsgalata immunhisztokémiai
madszerekkel.

A KRAS exon 2 and BRAF exon 15 gén régiok DNS mutacidinak a
vizsgalata valdsidejii PCR és olvadas-pont analizis, tovabba DNS
szekvencia analizis segitségével.



Genetic classification of colorectal cancers
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A kulonboz6 genetikai statusu vastagbélrakok
kormegoszlasa (384 beteg)

Kormegoszlas
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Localization of genetically different CRCs

Localization %

Colorectal cancer Right half- Left half-colon &

colon rectum
Sporadic CIMP+ MSI-H 100.0 - 100
HNPCC MSI-H 65.1 34.9 100
Sporadic MSS 21.9 78.1 100

P =0.000



Frequency distribution of KRAS and BRAF mutations
in hereditary and sporadic CrC

CrC types KRAS mut % BRAF mut %

HNPCC MSI-H 39.5 -
Sporadic CIMP+, MSI-H 8.4 52.8
Sporadic MSS 45.9 4.2






A szignifikans genetikai elvaltozasok vastagbél-
rakokban befolyasoljak:

1. A sejtciklus szabalyozast.
2. A metasztazis elso lépését az EMT-t.

3. A daganatellenes kezelésre adott terapias valaszt:
1. KRAS és BRAF mutacio gatolja az anti-EGFR antitestek
terapias hatasat,
2. az 5-fluorouracil-alapu kemoterapia hatastalan
microsatellita instabil (MSI-H) carcinomakban.




____________________________________

A sejtciklus szabalyozasa - Ink4 CDKI csald .
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p21cip1

Cyclin-dependens kinaz inhibitor 1A

Stimuldlja a sejtciklust a CDK4/6 - cyclin-D komplexen
keresztul

Gdtolja a CDK2 - cyclin-E/cyclin-A komplexek kialakulasat
és ezzel meggatolja a sejtciklus atlépését S-fazisba.

A p53 mutacio meggatolja a p21 expressiot.

p21 csokkent expressio fokozza a sejtosztddast a vastagbél
nyalkahartyaban és el6segiti a CrC kialakulasat.



p27kip1

Cyclin-dependens kinaz inhibitor 1B enzim (Gén: CDKN1B)

Stimuldlja a sejtciklust a CDK4/6-cyclin-D komplexen
keresztul.

Gatolja a CDK2 - cyclin-E / cyclin-A komplexek kialakulasat
és ezzel meggatolja a sejtciklus atlépését S-fazisba.

MSS és MSI-H CrC-ben a p21 és p27 fehérje szintje
kilonbozo mértékben lecsokken.

A HNPCC-ben viszonylag sok a p21+ és p27+ tumor sejt.

A p27 expressio hianya a Il. stadiumu distalis vastagbél ca.-
ban az alacsony differencialtsag és a rossz prognozis jele.



Sejtciklus stimulalas
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Villosus adenoma dysplasiaval




Rectum carcinoma radio-kemoterapia utan

Az egyébként labilis p53
fehérje post-translatios
stabilizacidja a nem
daganatos sejtekben

MP 137/08




Az ,Epitelialis - Mesenchimalis Trazicié” (EMT) beindulasat elésegito
genetika valtozasok vastagbél rakokban: az attétképzodés elso lépése

Wnt 'EGFR
|APC mutKRAS
*p-catenin  MuUtBRAF

mutTGF-
|CDH1 Cytoskeleton karosodas R
(E-cadherin) — Csokkent sejtadhézio %
csokkenés ﬂ -»
mut/metCDH 1 . | -~ /
(E-cadherin) F o, Ji 1 | L2, ,
N L\" /‘:)'Q" ’ g ,:.g’ ’> 3 / T / a > - - »
A B ‘e’- . ,w' T s+ E-cadherin |
- o ¥ = vy - . ) J




Reversibility of Epithelial-Mesenchymal Transition
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Figure 14-17b The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



A KRAS és BRAF mutacio analizis
és/vagy az attetbol torténjen?

1. A KRAS mutaciod statusa mindig ugyanaz volt a
primer tumorban és az attétben, vagyis ebben a
tekintetben nem volt heterogenitas.

2. A primer tumor a BRAF mutacio tekintetében
heterogénnek bizonyult.
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Kornyezeti

faktorok ,Polyp-cancer” szekvencia
i ADENOMA
N | |
Ep H|¥f i Barat Invasio &
ham || Profiterativ arcinomaj—{petastasis
ham
T4 4 97
(.\mutAPC mutkRAS  +TKs  |18qTSG mutp53 7EGFR |CDH1
S teMYC *PI3K  (delDCC)  |p27kip1 (E-cadherin)
Ordkletes mutAXIN-2 - KRAS | HNPCC,@
MMR mut. | mutTGF-BR  +TKs mutPTEN  |p274P1  +EGFR
[ LOH
~~ o \ 4 ~ . Y ¥
3 Hyper- ianizalédaé Alacsony
ha":n —»| proliferativ f— Qe IO eiia Carcinomaj| — metasztatizalé
ham adenoma | képesség |
< B 4 4> 4» @« D 4
MLH1 mutTGF-BR 1TKs mutPTEN mMutBRAF tEGFR  metCDH1
metilacio | metO-6-MGMT TPI3K

Metp1 6INK4A | p27kip1
metAPC Sporad. CIMP +, @




Konkluzidk

A genetikailag haromféle vastagbélrak tipus kormegoszlasa, lokalizacidja,
szovettani szerkezete, KRAS , BRAF mutacio és MSI statusa, korlefolyasa
és a kemoterapias kezelésre adott valasza egymastadl jelentésen eltér.

Az EGFR fokozott expressioja, a KRAS, BRAF és p53 mutacié és az MSI
status a p21 és p27 fehérjéken keresztiil hat a a sejtciklus miikodésre és a
metastasis képzodés legkoraibb fazisara, az EMT-re.

A sejtciklus szabalyozas vizsgalata diagnosztikus és prognosztikus
jelentdségdi.

A daganat genetikai heterogenitasa miatt az egyénre szabott terapiahoz
sziikséges génmutaciok vizsgalatat nem csak a primer tumorbdl, hanem
az attétbol is ajanlatos elvégezni.



Gastrointestinalis stromalis tumor (GIST)



Klinikopatologiai adatok

A tumor mintak szama: 74

c-kit mutans tumor 58 (78.4%), c-kit wt tumor 16 (21.6%)
A szovettani dg. a c-kit és CD 34 immunhisztokémiara alapozott

A betegek kormegoszlasa:
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Modszerek

Tumor mintak gyljtése az orszag egész teriiletérdl és klinikopatologiai
adatbazis szerkesztés.

Diagnosztikus CD117 és CD34 immunhisztokémia és patoldgiai tumor
prognosztikai besorolas.

Automatikus DNS izolalas FFPE tumor szovetb6l MagNa Pure Compact
késziilék segitségével.
A c-kit exon 9, exon 11, PDGFRA exon 12 és exon 18 gene régiok real-time
PCR amplifikacidja és mutacio vizsgalata:

1. hagyomanyos olvadaspont analizis,

2. Nagyfelbontasu olvadaspont analizis,

3. nagyfelbontasu kapillaris gél-elektroforézis,

4. hagyomanyos DNS szekvencia analizis segitségével.

Egy c-kit wt GIST teljes genom pyroszekvenalasa 454 Sequencing System
(FLX Titanium) segitségével.

Referencia szekvencia: hgl9 human genom



A \,A A

(
o
B)B )a

Izolalt DNS
fragment

Denaturalt egyszalu
DNS az univerzalis

primerekkel a végeken

A Pico Titer Plate feltoltése
szekvenalashoz az
el6készitett gyongyokkel

Emulzid

Szekvenald
gyongyhoz kotott

Klonalis amplifikacio
emPCR-rel

egyszalu DNS

O

ey Sgnal Image

M{“"

.“T‘-TIIT'IIIIIIIIIIIII‘. ];
o Qmm}d]
:,4:' . / p » J {
2 2 t" : ,  priner
y — ATP
DNA Caplira oot Lucifersse v\*,_hfm |
ccntairing milkcas
of copks of a Angfo
conaly anpinn? Light + Oxy Luctierin
fragnent

eSzekvenalas szintézissel kiilon-kiilon a gyongyokon
o¢CCD kamera altal rogzitett fény szignal intenzitasa
aranyos a beépiilt nucleotiddel.

oA szignal feldolgozasaval a szekvencia megadhato

PTP-70.480

(

\

/

\ ’I
MU B 51542
L0000 00 30
cu 1 2 3 4 5 8 7

A pico Titer Plate képe




Localization of GIST
(No = 72)

Kaplan-Meier probability survival function

1,0
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0,8 i
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A szignifikans mutaciok megoszlasa GIST-ben
74 tumor

Gleevec rezisztens

Gleevec szenzitiv mutaciok, c-kit

mutaciok, PDGFRA c-kit és

Exon 9 PDGFRA
pont mut &  Exon 11 del Exon 11 2Em s wt
dupl pont mut pont mut & delins

5 (6.8 %) 32 (43.2%) 15 (20.3 %) 8 (10.8 %) 9 (21.2 %)
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65 éves no; c-kit negativ gyomor lokalizacioju GIST genetikai
analizise a 454 Sequencing System segitségével -1

* Formalin-fixalt, paraffinba agyazott tumorszovet

 Osszes leolvasott szekvencia: 153 186
 Osszes leolvasott bazis: 50 910 537
* Pontosan illeszkedo bazis: 48 609 392
* llleszkedés a referencia szekvenciakhoz: 96.81 %
* Leolvasasi hiba: 1.08 %
* Repetitiv szekvencia: 6.99 %
* Chimerikus szekvencia 1.70 %
* Tual rovid fragment: 1.16 %

e Consensus pontossag: 99.8982 %




c-kit negativ gyomor lokalizacioju GIST genetikai analizise — 2

Ismeretlen SNP / kis genetikai eltérés: 340
Szignifikans el6fordulas (>= 5 leolvasott szekvenciaban): 279

>2 bazist érintd kis genetikai eltérés
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c-kit negativ gyomor lokalizacioju GIST genetikai analizise — 3

Ismert SNP / kis genetikai eltérés: 1469
Coding frame:

Lokalizacio
snmbolum

Adhesiv junctioval 6sszefiliggé fehérje, ami a hepatocyta
GF hatasara az E-cadherin alapu adherens junctio szét-

h TNND2 -[A i . . . v s . s 4z oz

Chr> ¢ et esését okozza és ezzel elGsegiti a sejtek szétszorodasat.

Fokozott expressiojat prostata adenca.-ban mutattak ki..
. . . ’ ikl

Chrs MCC _/GGA ins Feltetele.zett coIor:ectalls tu,mor supressor, a sejtciklus
progressiot negativan szabalyozza

Chr 20 TSHZ2 AT Feltételezett transcriptios regulator, a novekedési
folyamatokban van szerepe.

Chr 18 ROCK1P1 C/T Nem kodol RNS-t.

CTNND2 = cadherin-associated neural plakophilin-related arm-repeat protein

MCC = mutated in colorectal cancers

TSHZ2 = teashirt zinc finger homeobox 2

ROCKK1P1 = homo sapiens Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 pseudogene 1
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c-kit negativ gyomor lokalizacidju GIST genetikai analizise — 4

chrlO
39094396

GPUGS8IQO01AJAXS8
GPUG8IQO01BRJNR
GPUG8IQO1EZ4XZ
GPUG8IQ01BJP20
GPUGS8IQO1BPW2T

GPUG8IQO01CO9AZH

(2)

39094324+
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Nagyobb genetikai eltérések: 17
Chr 4:
Chr 8:
Chr 10:
Chr 11:
Chr 16:
Chr 18:

B R WNR R

TT-GTTCCAGTCCATTCCTTTCG-AGTCCATTCCATTTC-A-GT--CCA-TTCCATTCGATTCCATTCCATTCGACTCCG

ins del del ins del ins del del

% Vivy vv ¥

TT-GTTCCAGTCCATTCCTTTCGC-GTCCATTCCATT-CCA--TTTC-ACT-CCATTCGATTCCATTC

TTC-TTCCAGTCCATTCCTTTCGC-GTCCATTCCATT-CCA--TTTC-ACT-CCATTCGATTCCATTCCA
TT-GTTCCAGTCCATTCCTTTCGC-GTCCATTCCATT-CCA--TTTC-ACT-CCATTCGATTCCATTCCA
TT-GTTCCAGTCCATTCCTTTCGC-GTCCATTCCATT-CCA--TTTC-ACT-CCATTCGATTCCATTCCA
TT-GTTCCAGTCCATTCCTTTCGC-GTCCATTCCATT-CCA--TTTC-ACT-CCATTCGATTCCATTCCA

TT-GTTCCAGTCCATTC-TTTCGC-GTCCATTCCATT-CCAC-TT-C-ACT-CCATTCGATTCCATTCCA
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Konkluzidk

Széles-skalaju szekvenalas lehetséges FFPE szovetmintabdl

Sokszor nehéz a carcinogenesis szempontjabadl jelentos és
jelentéktelen (driver or passenger) mutaciot megkiilonboztetni,
ezért egyszerre tobb hasonld daganatot sziikséges vizsgalni.

Be kivanjuk vezetni a genom szekvenalast megel6z6 Sequence
Capture Array eljarast, amelynek a segitségével a daganatos
betegségben fontos gének kivalaszthatok. Jelenleg a 19 fontos
génbdl nyolcnak a genetikai vizsgalatat végezzuk.

A most bemutatott tumorral kapcsolatos probléma:
— Patoldgiai diagnozis szerint GIST

— Genetikai diagnodzis: nem vilagos, hogy megfelel GIST-nek.
— Milegyen az esetleges kezelés legjobb modja?



