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Bevezetés

Az utébbi 2-3 évtizedben Nyugat-Eurdpaban és az Egyesiilt Allamokban a
nyeldcsé adenocarcinoma dramai emelkedést mutat. Az 5. leggyakrabban eléforduld
daganatnak szamit ezekben az orszagokban. Az incidencia nodvekedésének oka
ismeretlen. A nyeldcsé adenocarcinoma korai stddiumban jol kezelhetd, elérehaladott
esetben rendkiviil rossz progndzist betegségnek szamit. Ezért fontos a korai felismerés.
A nyel6csé adenocarcinoma a metaplasias hengerhambo6l alakul ki, amit a kronikus
gastrooesophagealis reflux betegség (GERD) szovédményének tartunk. Ezt a
metaplasids hengerhamot nevezziink Barrett nyeldcsének. A nyugati orszdgokban és
hazénkban a GERD a populacié 15-30%-4t érinti, ugyanakkor a reflux betegek 5-10 %-
aban alakul ki minddssze Barrett metaplasia.

A Barrett metaplasiat praecancerosisnak tekintjiik, mert évente 0,5-1,5 %-ban
szamolhatunk nyel6cs6é adenocarcinoma kialakuldsaval az utankdvetetett betegeken.

Az endoszkopos utankdvetés, a displasia mértéke, a folyamat multicentrikus
elhelyezkedése, a mucosa ¢és submucosa érintettsége, a kialakulé nyirokcsomod
metastasisok detektdldsa szamos olyan diagnosztikus problémat vet fel, amire még
napjainkban sem talalunk egyértelmii valaszokat.

A gyogyszeres kezelés mellett végzett endoszkopos ablativ kezelés, mucosectomia, a
csokkentett radikalitdst sebészi kezelés, gasztroenterologusok ¢€s sebészek kozott
egyarant vitatott.

Sajnos a legtobb Barrett carcinomas beteg eldrehaladott stadiumban keriil
felismerésre, ami kizarja a kurativ kezelés lehetdségét és eldrevetiti a rossz progndzist.
Az agressziv kezelési stratégidk ellenére a tilélési statisztikak nem javultak az elmult 20
évben. A korai stadiumban felismert Barrett carcinoma 5 éves tulélése 80-90 %,
Osszehasonlitva a kés6i stddiumban felfedezett daganatok 10-15%-o0s talélésével
elgondolkoztatd. Ezért a korai felismerésre kell torekedniink.

Nem tudjuk, hogy vajon a felismert Barrett metaplasia miért és hogyan vezet egyes
esetekben egy jol definidlt morfologiai folyamat soran, egyre emelkedd gradiensi
displasidn 4t az intramucosalis adenocarcinoma kialakulasaig?

A kronikus refluxbetegségen kiviil szamos genetikai faktor is szerepet jatszik a

kialakulasdban. A szabalyos sejtciklus folyamata karosodik, a ndvekedési faktorok



expresszioja a sejtosztodast fokozza, a tumorsupresszorok mutacidja kovetkeztében a
sejtek nem 1épnek be az apoptozis folyamataba.
Az utdbbi években fejlddésnek indult molekulargenetikai kutatasok felhasznalaséaval
lehetdségilink van ra, hogy a morfoldgiai képen til a sejtekben zajlo valtozasokat is
tanulméanyozhassuk, mert a morfologiai valtozasokat a genetikai valtozdsok minden
bizonnyal megel6zik.

A kérdés az, hogy mely pillanattdl valtozik meg a sejtek miikodése olyan
iranyba, hogy az mar malignusnak tekinthetd és melyek e valtozés jelei. A klinikus
szamara, ezek a jelek, vagy indikatorok utbaigazitast nyujthatnak a tovabbi kezelésre

vonatkozoan.

Célkitiizés

A sejtciklussal Osszefiiggd fehérje expresszios vizsgalatok fontos informacidval
szolgalhatnak a Barrett metaplasia sejtkinetikai valtozasainak megértéséhez.
Vizsgalatainkban azt kivantunk megfigyelni, hogy displasidban és adenocarcinomaban
mar ismert €s tanulmanyozott molekuldrgenetikai eltérések jelen vannak-e mar az ép, a
gyulladésos és a metaplasias nyeldcsd biopszas mintakban.
Arra kerestik a valaszt, hogy taldlunk-e kiilonbséget a vizsgalt genetikai
paraméterekben az ép és a metaplasias ham kozott. Hordoz-e mar a metaplasiads ham
valamelyik vizsgalt paraméterre vonatkozoan olyan plusz informaciot, ami az ép ¢és
oesophagitises hamban még nincs jelen és immuhisztokémiai (IHC) vizsgalattal

kimutathato.

1. A gyulladasos aktivitds hatdsara a sejtciklusban szerepet jatszd két gén (PCNA,
EGFR), egy tumorsupressor gén (p53) és az apoptozist jellemz6 TUNEL
reakcid valtozasainak vizsgalata ép, gyulladasos és metaplasids hdmban

2. A displasidban ¢és adenocarcinomdban kimutathaté két nydk antigén (SIMA,
LIMA) immunhisztikémiai jelenlétének vizsgalata ¢ép, gyulladdsos ¢és
metaplasias hdmban.

3. Az immunhisztokémia vizsgalatokkal kimutatott genetikai elvaltozasok
hagyomdnyos fénymikroszkoppal torténd kiértékelésének Osszehasonlitdsa a

laboratoriumunkban kifejlesztett digitalis mikroszkopos kiértékeléssel.



Modszerek

A vizsgalatba bevont betegek szOvettani mintdi kivétel nélkiil a Semmelweis
Egyetem Ill.sz Sebészeti Klinikdjarol szarmaznak, ahol az el6z6 munkahelyem volt. A
biopszas mintak szdvettani értékelése Semmelweis Egyetem I.sz. Pathologai és Kisérleti
Rékkutatd Intézetében tortént.  Vizsgalatokat a Il.sz Belgyogyaszati Klinika
Sejtanalitika Laboratdériumaban végeztem.

Elézetes felvildgositas és beleegyezd nyilatkozat kitdltése utan tortént a rutin
nyeldcsd biopszids mintavétel a betegektdl gasztroszkopos vizsgélat soran. Az elkésziilt
nyeldcsd biopszias mintdkbol hagyomanyos haematoxillin eosin (HE) festéssel késziilt
metszetek szovettani diagndzisa alapjan valasztottuk ki a vizsgalatba bevont betegeket.
30 ép nyeldcsd, 30 oesophagitises és 30 Barrett metaplasids mintat. Referenciaként
még 10 ép cardia biopszids mintat is megvizsgaltunk.

Az igy kivélasztasra keriilt 100 szovettani blokkbdl ujabb metszeteket készitettiink,
amelyek immunhisztokémiai festését végeztiik. Jelatvitelre Streptavidin-Biotin-
Aminoetil-Karbazol (AEC) technikat hasznaltunk. A metszeteket glicerin-zselatinnal
fedtiik. Mindegyik metszetbdl hatféle gén immunhisztokémiai jelatvitelét vizsgaltuk.

Az apoptozis vizsgalatdhoz TUNEL reakciot, a sejtosztodashoz PCNA, a
tumorsupresszor gén kimutatdsara a p53-, a novekedési faktorok kimutatasara EGFR-t
hasznaltunk. A gyulladdsos folyamat hatasara a metaplasidas hdmban kialakuld
vékonybél tipusu nydk antigén (SIMA) és vastagbél tipusu nydk antigén (LIMA)
valtozésait vizsgaltuk.

Az elkésziilt 600 metszet kiértékelését ezutan hagyomanyos fénymikroszkop és
virtualis mikroszkop segitségével is elvégeztilk. Minden metszeten 1000-1000 sejtet
szamoltunk meg és meghataroztuk az AEC pozitiv sejtmagokat.

A fénymikroszkopos virtudlis mikroszképos kiértékelés Osszehasonlitasat statisztikai
elmzdé programmal is elvégeztiik. A statisztikai elemzést diszkriminancia analizissel

végeztik.



A vizsgalatokba bevont betegek betegcsoportonkénti szama és legfontosabb adatai

Patologiai diagnozis Esetszam No/Férfi Eletkor
(év,atlag)
Ep nyel6csé 30 10/20 47-80 55.7
Oesophagitis 30 6/24 52-92 683
Barrett metaplasia 30 11/19 35-79 75.6
Ep cardia 10 5/5 23-78 61.4

A vizsgalt mintak megoszlasa esetenként

Nyel6csd Gyomor- | Leszamolt
cardia sejtek
Egészséges 30 10
Barrett- 30 - 1000/eset
metaplazia
Reflux 30 -

oesophagitis




Eredmények

PCNA expresszio ¢p nyeldcsOben €és ép cardidban szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a reflux oesophagitisben (p<0,05) és mérsékelten alacsonyabb, mint a Barrett

metaplasidban. A legmagasabb értéket a GERD-ben talaltuk.

p53 expresszi6 a legalacsonyabb az ¢ép nyeldcsd ¢és cardia mintdkban volt.
Szignifikansan alacsonyabb volt, mint a Barrettes mintakban (p<0,05). A Barrettes

mintak és az oesophagitises mintak kozott minimalis volt a kiilonbség.

TUNEL pozitivitas vonatkozasaban szignifikans kiilonbséget talaltunk az ép mintak és
a Barrettes mintak kozott. A Barrett mintdkban alacsonyabb volt (p<0,05). A

gyulladdsos mintakban kicsit magasabb értéket talaltunk, mint Barrettben.

EGFR expresszié szignifikdnsan alacsonyabb volt Barrettes mintdkban, mint ép

nyeldcsdben (p<0,05), de alig volt kiilonbség az ép és gyulladasos mintak kozott.

A két tipust nyak antigén SIMA ¢és LIMA vonatkozdsaban nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget egyik vizsgalati csoportban sem.

Vizsgalati eredmények a harom diagnosztikus csoportban /sajat anyag/

Elliesse PCNA SIMA LIMA P53 TUNEL EGFR
Index + /- SD
Ep nyel8cs8 [0.62+0.15*% [0.65+0.14  [0.64+0.14 0.65+0.14%  [0.56+0.16* [0.51+0.16%
Reflux 0.83+0.06* [0.67+0.14  [0.67+0.12  |0.71+0.13  |0.46+0.18* |0.52+0.18
Barrett 0.72+0.12%  [0.66+0.17  |0.66+0.11 0.72+0.11%  [0.40+0.12% |0.43+0.12%
szignifikancia|**<0.05 £20.05 *%20.05 £20.05

A fénymikroszkopos és virtualis mikroszkopos kiértékelés 6sszehasonlitasa.

A hagyomanyos fénymikroszkopos kiértékelés soran egy metszet attekintése 60-90
percet vett igénybe . Ugyanezt a digitalizalt metszeteken 25-30 perc alatt tudtuk
elvégezni. A fénymikroszkdpos metszetek kiértékelésében az eredmények tekintetében

érdemi kiilonbség nem volt.



Fény- és virtualis mikroszkoppal vizsgalt adatok 0szehasonlitasa

Vizsgalt paraméterek Fénymikroszkop/Virtualis
mikroszkop (Spearmann R?)

PCNA 0,98

p33 0,94

SIMA 0,87

LIMA 0,92

EGFR 0,82

TUNEL 0,97

Kovetkeztetések

1. A sejtciklussal 0sszefliggd fehérje expresszids vizsgalatok fontos informacidval

szolgalhatnak a reflux oeosophagitis ¢és Barrett metaplasia sejtkinetikai
valtozésainak megértéséhez.

Vizsgalataink alapjan reflux oesophagitisben ¢és Barrett metaplasiaban mar jelen
vannak azok a sejtciklussal Osszefliggd valtozdsok (PCNA, EGFR, p53,
TUNEL), amelyek displasiaban és adenocarcinomaban is megtalhatok.

A PCNA ¢és p53 expresszidjanak emelkedése jelzi Barrett metaplasidban és
oesophagitisben sejtciklus folyamatanak beindulésat.

TUNEL reakcié csokkenése Barrett metaplasidban jelzi az apoptozis
folyamatanak megvaltozasat az ép nyeldcs6hamhoz képest.

Az EGFR expresszio csokkenése Barrett metaplasidban még tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Nyak antigének (SIMA, LIMA) vonatkozasaban a hdrom vizsgélati csoport
kozott érdemi kiilonbséget nem talaltunk, ami arra utal, hogy a nyak antigének
termelddésének expresszidja inkdbb a diszplazias hamban varhat6, ami akér
prognosztikai jelnek is tekintheto.

A fénymikroszképos vizsgalathoz képest a digitalis mikroszkdpia ugyanolyan
megbizhatd eredményeket adott, de segitségével a kiértékelést konnyebbé,

gyorsabba azaz felhasznal6 baratta lehet tenni.
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