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3. ROVIDITESJEGYZEK

APC  adenomatous polypozis gén

Bcl2  B-sejt leukemia gén 2

bFGF basic fibroblast growth factor

BE Barrett nyeldcsd (Barrett esophagus)

BMI  testtomegindex (body mass index)

CagA citotoxin asszocialt gén

CDK  ciklin dependens kinaz enzim

COX ciklooxigenaz enzim

EGFR epithelialis novekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)
GERD gasztroesophagealis reflux betegség (gastroesophageal reflux disease)
HGD magas foku displasia (high grade dysplasia)

HE haematoxilin eosin

HP helicobacter pylori

HRE  high-resolution endoscopy

ICAM intracellular adhesion molecule

IL interleukin

INOX nitrogen oxygen szintetaz

LES  also nyel6esé sphincter (low esophageal sphincter)

LGD alacsony foku displasia (low grade dysplasia)

LIMA vastagbél tipusu nyak antigen (large bowel intestinal mucin antigen)
LOH a heterozigotizmus elvesztése (loss of heterosigosity)

LSBE hossza szakaszl Barrett nyeldcso (long segment Barrett’s esophagus)
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MUC  nyak antigén

NBI narrow band imaging

NSAID nem szteroid gyulladascsokkentd

NO nitrogen monoxid

PCNA sejtproloferaciés mag antigén (proliferating cell nuclear antigen)
PG prosztaglandin

Rb retinoblastoma gén

RTK  tirozin kinaz receptor

SIMA  vékonybél tipusu nyak antigen (small bowel intestinal mucin antigen)
Src-gen tyrosin kinase of Rous sarcoma virus gen

SSBE  rovid szakaszu Barrett nyeldcs6 (short segment Barrett’s esophagus)
hTERT telomeraz revers transkriptaz gén

TGF tumor novekedési faktor (transforming growth factor)

TNF  tumor nekrozis faktor
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

TRAIL TNF fiiggd apoptosis indukalé ligand (TNF-related apoptosis inducing ligand)

VEGF érendothel névekedési faktor ( vascular endothelial growth factor)


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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4. BEVEZETES

4.1. Bevezetes

A gastroesophagealis reflux betegség a felmerések szerint a felnétt populacié 30-
40 %-at érinti (Croft és mtsai 2002). Jelentdsége rendkiviili gyakorisaga miatt megnott
az utdbbi évtizedekben. A felmérések szerint az emberek mintegy 0todénél
jelentkeznek, legalabb hetente egyszer a betegségre jellemz6 tipusos tlinetek
(gyomorégés, regurgitacio, nyelési panaszok, bofogés), melyek életmindségromlast is
eredményeznek ¢€s rendszeres gyogyszerszedést igényelnek (Lagergren és mtsai 1999).
A hosszan tart6 tiinetek mellett bizonyos szovodmények (fekélyképzodés, hegesedés,
daganatos elfajulas stb.) is kialakulhatnak. Ertekezésemben a kronikus reflux egyik
legfontosabb szovOdményével, a Barrett nyeldcsd kialakuldsaval és jelentdségével
foglalkozom.
Jelen tudasunk szerint Barett oesophagus, a kronikus gastro-oesophagealis reflux-
betegség szovddményeként kialakuld praemalignus elvaltozas, amely a nyeldcso-
adenocarcinoma kifejlédésre hajlamosit (Lagergren és mtsai 2005).

A nyeldcs6 nyalkahartyajat el nem szarusodd laphdm boritja, egy mechanikai €s
ozmotikai ingereknek igen ellenalld szovet. A kémiai ingereknek viszont kevésbé tud
ellenallni ez a tipusu nyalkahartya. A gyomorsav ugyanis normal koériilmények kozott
nem karositja, mert azzal csak rovid ideig érintkezik, azonban ha tobbszor és hosszabb
ideig talalkozik a gyomornedv a nyeldcsé nyalkahartyajaval, a nyalkahartyan
szovettanilag kimutathat6 karosodasok alakulnak ki, mert nincs olyan jelentds védekezé
kapacitasa, mint a gyomornyalkahartyanak. A karosodott nyeldcsé nyalkahartyanak egy
specialis valasza, amikor hengerhamsejek differencialodasa indul meg a laphamsejtek
helyén, amelyek joval ellenallobbak a sdsavval szemben, és egy masik sejttipus alakul
ki a nyeldcs6ben, ez a Barrett-metaplasia. Az a tény kozismert, hogy Barrett metaplasia
talajan joval gyakoribb a nyel6csé adenocarcinoma kialakulasa, mint az egészséges
populacidban (Lagergren és mtsai 1999).

A kérdés az, hogy mely pillanattol valtozik meg a sejtek miikddése a nyeldcsod

nyalkahartyaban olyan iranyba, amikor a metaplasias hamban megindulnak azok
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morfoldgiai atalakulasok, amelyeket mar displasidanak neveziink, és innentdl ezt mar
malignus folyamatnak tekintjiik.

Elképzelésiink szerint a kronikus reflux betegség talajan kialakuldo oesophagitis,
metaplasia endoszkopos elvaltozasai mellett, a biopszias mintdk szdvettani
morfologiajanak megvaltozasa mellett a sejtekben is olyan molekulargenetikai
valtozasok torténnek, amelyeknek a megismerése és a késObbikben a diagnosztikus
felhasznalasa utbaigazitast nyujthat a tovabbi kezelési stratégiaban.

A Barrett metaplasia endoszképos utankovetése soran vett biopszias mintak
szovettani értékelése és a dysplasia sulyossaganak megitélése szabja meg a Barrettes
betegek tovabbi kezelését. A dysplasia megitélése fligg a mintavétel helyétdl és a
patologus tapasztalatdtol. Az utdbbi idében felismert molekulargenetikai valtozasok
feltérképezése soran, a tumor kialakulasanak megismerése mellett, olyan 1j
diagnosztikus markerekhez juthatunk, amelyek segitségével korabban azonosithatok és
ellendrizhetdk a legnagyobb rizikoju csoportok, akar a dysplasia kialakulasa el6tt is.
Dolgozatomban arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy vannak-e mar ilyen
diagnosztikus markerek a napi gyakorlatban, amelyeket a rutin endoszkopos
ellendrzésen kiviil haszndlhatunk az utankodvetésben és a korai diagnosztikaban. A
masik érdekes kérdés pedig az, hogy mennyire tudjuk quantitativva tenni a patoldgiai

kiértékelést az utobbi idében elindult digitalis patologia ismeretek felhasznalasaval.

4.1.1 A Barrett metaplasia elnevezése és klinikai jelentésége

A nyeldcs6 distalis harmadaban kialakuld patolégiai elvaltozast, amelyben a
laphdm atalakult hengerhamma és fekélyképzodés indul meg, legel6szor 1950-ben
Albers irta le, mint 1ényeges klinikai jelentdség nélkiili érdekes esetet (Stein és mtsai
1996). Az els6 leirasok megkdzelitéleg azonos idoben jelentek meg két egymastol
fiiggetlen szerz6tdl, akik mindketten sebészek voltak és életiik nagy részét a
nyel6csorak sebészetének szentelték. Az egyik sebész a Parizsban dolgozo Jean-Louis

crer

0t kronikus nyeldcséfekélyes betegrél (Stein és mtsai 1996). A masik leiras Norman
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Ruppert Barrett-t6] szarmazik, aki a londoni Brompton Korhazbodl lekozolt egy esetet,
amelyben a nyel6csé intratorakalis szakaszan kronikus ulcust talalt, ami egy gyulladt
hiatus herniaban alakult ki. Barrett els6 leirasaban egy velesziiletett rovid nyel6csében
kiakult fekélyr6l besz¢él, ami tulajdonképpen az intratorakalisan elhelyezkedd
felcstiszott gyomornyalkahartydban alakult ki, véleménye szerint a congentialis rovid
nyelécsdben velesziiletett nyalkahartyaszigetek az okai a fekélynek (Barrett 1950). (1.
abra)

Eldszor Allison és Jakobson angol mellkassebészek ismerték fel, intraoperativ
megfigyeléseikre alapozva, hogy a Barrett altal leirt tubuldris gyomornyalkahartya
valdjaban hengerham sejtekkel bélelt nyel6csdszakasznak tekintheté. 1953-ban Allison
egy Johnstone nevii angol radiologussal Osszefogva elhatdroztdk, hogy a distalis
nyeldcsOszakasz hengerhambélésének kialakuldsat, emlékezve Norman Barrett
rendkiviil szerény személyiségére, az iranta valo tiszteletiik jeleként, ezentl “ Barrett
oesophagusnak” fogjak nevezni (Allison és Johnstone 1953). Eldszor 1957-ben engedte
meg Norman Barrett, hogy az altala javasolt teoriat megvaltoztassak ¢és az Allison és
Johnstone javaslatat fogadjak el. Ezt a dontését egy uj kozleményben fejtette ki, €s
definialta Barrett az anatomiai kritériumokat az als6 nyeldcsOszakasz nyalkahartydjanak
megvaltozasardl, ami a késdbbiek soran, mint tudjuk térténelmi folyamatot inditott el,
mert az angolszasz irodalomban ezt kdvetden altalanossa valt a “Barrett oesophagus”
elnevezés (Barrett 1957).

Ugyanebben az évben, 1957-ben irta le Lortat-Jacob a francia szakirodalomban
az “endobrachyoesophagus” kifejezést, ami a nyel6csé laphamjanak a megrovidiilését
jelentette a nyel8csd izomzatanak megrovidiilése nélkiil. O is felismerte és anatomiai
vizsgélatokkal megerdsitette, hogy a megfigyelt hengerhdm az als6 nyel6cséspchintertdl
proximalisan helyezkedik el, a hengerhambélés mellet a nyeldcsé specidlis vérellatasa,
muskulaturaja megmarad peritonealis boritas nélkiil (Stein és mtsai 2003).
1960-ban kezdtek érdemben foglakozni az endobrachyoesophagus ill. Barrett
oesophagus kialakuldsanak kérdésével és tudoméanyos magyardzatdval a nyel6csd
adenocarcinoma ¢és a Barrett epithelium Osszefiiggésével (Stein és mtsai 2003).
Bremner mutatta ki el6szor kutydkon végzett kisérletek alapjan, ha az also

nyeldcsOspinchter roncsolasaval egylitt, a distalis nyel6cséhamot is eltavolitja, nem
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lapham, hanem hengerham képzddés indul meg. Ezzel igazolta, hogy a hengerham
kialakulasa nem kongenitalis eredet(i, hanem szerzett jellegii korkép. (Bremner és mtsai
1978). Az elmult idében megjelent kozlemények tobbsége a szerzett jellegli
megbetegedés mellett foglalt allast. Az utdébbi években a molekulargenetikai kutatasok
elotérbe keriilésével megvaltozni latszik ez az elképzelés, és felmeriil, mint sok mas

betegségbdl a familiaritas, illetve orokletesség kérdése.

1. abra. Norman Ruppert Barrett /1903-1979/

A kronikus reflux betegség talajan kialakult gyulladdsos nyalkahartya
elvaltozasoktdl a metaplasias hdmon keresztiil kifejlddd intraepithelialis, az tn. ,,in situ
carcinomaig” vezetd ut még nem teljesen tisztazott. Minden carcinomas folyamatban
szamos genetikai karosodast talalunk, amelyek Ujabb és tjabb genetikai zavarokat
indukélnak a sejtosztddas ciklusaban és az id6 eldrehaladtaval mar olyan heterogén
valtozasokat taldlunk, amelyek nehezen vizsgéalhatok ¢és definialhatok. Fontos a
kutatasok szempontjabol a tumor bioldgiai viselkedésének tanulmanyozasdhoz, hogy

lehetdleg a korai, esetleg praemalignus stadiumban végezhessiink a vizsgalatokat. A
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Barrett nyel6csé erre kivaléoan alkalmas modell, hiszen az utan kovetés soran a
gyulladés kialakulasatol megfigyelhetjilk a sejtekben lezajld bioldgiai és genetikai
valtozasokat a metaplasiatol a displasian at a carcinoma kialakulasaig. Kiemelve azt a
tényt, hogy a korai stadiumban diagnosztizalt nyel6csé adenocarcinoma jol gyogyithatd
betegségnek szamit, miitét utan az 5 éves tulélés 90%-0s (Corley és mtsai 2002).
Elérehaladott stadiumban felfedezett Barrett carcinoma miatt végzett radikalis nyeldcsé

resectio utan az 5 éves tulélés mindossze 7% (Corley és mtsai 2002).

4.1.2 Patologiai valtozasok

A carcinogenezis folyamatiban fellépd genetikai véltozasok megeldzik a
dysplasia kialakulasat.  Egy jol definialt morfologiai sor vezet az intestinalis
metaplasiatél a displasian at az adenocarcinoma kifejlédéséig, mindezt biopszias
mintakban szovettanilag lehet vizsgalni (2. abra). Displasia esetén a ham a daganatos
atalakulas jeleit mutatja, amely alatt a sejtek és mirigyek struktarajanak megvaltozasat
értjik a basalis membran attérése nélkiil. A dysplasia egy praemalignus allapotnak
tekinthetd. Jellemzdje a fokozott mitotikus aktivitas, megnagyobbodott hiperkrom
sejtmagokkal (Morales és mtsai 1997).

A displasianak két tipusat kiilonboztetjilk meg a low grade displasiat (LGD) és a high
grade displasiat (HGD). HGD-ban megkiilonboztetiink két tovabbi altipust a fokalis és
diffaz tipust. A diffaz tipusu high grade dysplasia hordozza a legmagasabb rizikét az
adenocarcinoma kialakulasara. Jelenleg a metaplasias esetek ellenérzése soran az
endoszkopos biopszias mintak szovettani vizsgalata az alapveté eszkoze a dysplasia

kimutatasanak (Offerhaus és mtsai 2003).
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Barrett-nyelocso: Carcinogenesis

Fenotipus
- W, b N 1y --: Iy " ‘ "L-:."’-,.- ” ‘; : - .’.

HG-dysplasia carcinoma

Genetikai (DNS) abnormalitasok
akkumulalédnak

2. abra. Metaplasia-displasia-adenocarcinoma folyamata

Irodalmi adatok szerint HGD-ban a betegek 50%-ban fejlédik ki
adenocarcinoma a nyeldcsé also szakaszan (Guindi és Riddel 2003). HGD-ban a sebészi
Barrettes betegek endoszkopos utan kovetése soran igazolt high grade dysplasia esetén
végzett nyelGcsd resectiok utan az eltavolitott nyeléecs6ben mar 40-55%-ban
kimutathato volt az occult adenocarcinoma (Haedrick és mtsai 2002).

Intramucosalis adenocarcinoma (pTla) esetében a displasias sejtek attorik a basalis
membrant, de nem jutnak at a muscularis mucosan (Schlemper és mtsai 2000). Ide
soroljuk még a Vienna klasszifikacio alapjan a submucosaba beterjed6, a muscularis
mucosan attoéré submucosalis carcinomat (pT1b) (Schlemper és mtsai 2000). Ezeket

egylitt a Vienna klasszifikacio szerint ,,korai Barrett carcinomanak™ nevezziik (Stein és

Siewert 1994) (3. 4bra).

10
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HGD pTla pT1lb pT2 Mucosa

Lamina propria

—  Muscularis Mucosae

= Submucosa

= Muscularis propria

Korai carcinoma Carcinoma

1. dbra: Korai nyel6csé rak

3. dabra. Sematikus rajz a ,,korai Barrett carcinoma” abrazolasara

Az egészséges nyel6csé laphamsejtjei a fiziologias reflux tevékenység
kovetkeztében nem karosodnak. A normal epithelidlis sejtekhez hasonloan a nyeldcso
hamsejtjei is allando pusztulasban és Ujraképzddésben vannak a somaticus allando
dssejtek osztodasanak eredményeként (Stein €s Feith 2005). Koros esetekben (hosszabb
savexpozicids idO, alacsony LES nyomads, hiatus hernia, stb.) makroszkdposan is
¢észlelhetd gyulladas alakul ki a nyel6csd also harmadan. A nyélkahartya diffizan vagy
foltosan hyperaemiassa valik. A szovettani mintakban latszik, hogy a felszini hamsejtek
karosodnak, lelokddnek, alattuk plazmasejtek és limfocitak szaporodnak fel. Eldszor
erosiok, majd mélyre terjed6 fekélyek alakulnak ki. A fekélyek koriil a submucosaban
kotészovet szaporulat figyelhetd meg, ami a fal koncentrikus megvastagodasahoz,
hegesedéséhez vezet. A koros reflux tevékenység megsziinése utdn a normal lapham
ujraképzodik. Hosszabb ideig fennallo, nem kezelt, kronikus reflux esetén azonban nem
lapham képzddik, hanem kifejlddhet, a praecancerosusnak tekintett Barrett nyel6csd. A
nyeldcsé nyalkahartya pluripotens dssejtjei alacsony pH mellett hengerham sejtekké
differencialodnak, amelyek ellenallobbak a savas gyomortartalommal szemben (Seery
2002, Stolte és Vieth 2002). Barrett nyel6cs6ben a hengerham harom tipusat

kiilonboztetjiik meg:
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a) gyomor-fundus jellegii ham: nyaktermel6 parietalis és fosejtekkel

b) junkcionalis tipusu epithelium: normal cardiahamra jellemz6 sejtekkel

c) intestinalis metaplasia: foveolaris, kehely-és endokrin sejtekkel
Ez utobbi hajlamosit leginkabb displasiara és adenocarcinoma kialakulasara (Castell és
Richter 1999).

A biopszias mintdkban ezeket a hengerham irdnyaba differencialodott sejteket
tudjuk azonositani. A kehelysejtek megjelenése az als6 harmadi nyeldcsében biztos
diagnosztikus jel a Barrett nyeldcs6 igazolasara (Reid és mtsai 2000, Morales és mtsai
2002). A pluripotens sejtek, amelyekbdl a Barrett epithelium 1étrejon, vagy a
gyulladdsos nyalkahartya papillaibol szarmaznak, vagy a nyeldcsé mirigyeiben
talalhatok és a gyulladas alatt kolonizaljak a nyeldcsdvet (Guindi és Riddel 2003).

A szakirodalomban, ha a nyel6csé als6 harmadanak legalabb 3 cm-es szakaszan
kialakul a hengerhamra jellemzé morfoldgiai és szdvettani kép, azt Long Segment
Barrett Esophagusnak (LSBE) nevezzik. A 3 cm-nél rovidebb szakaszt érintd
megbetegedést Short Segment Barrett Esophagusnak (SSBE) nevezziik (Corley és mtsai
2002). Az oesophago-gastricus junkcio illetve a cardia teriiletét érinté intestinalis
metaplasiat Ultrashort Barrettnek nevezziik (Fitzgerald 2005). Adenocarcinoma
kialakulasa szempontjabol a Long Segment Barrret Esophagust tekintjiik a legnagyobb
veszélyeztetd tényezének (Corley és mtsai 2002). A LSBE prevalenciaja az életkor
elorehaladtaval novekszik, majd elér egy ,,platod” szintet (Conio és mtsai 2003).

Az Ultrashort Barrett azonban kiilonallé betegségnek tekinthetd, mivel makroszkoposan
normdl hammal fedett junkcio teriiletérdl vett biopsia hisztoldgiailag detektalhato
kehelysejteket tartalmaz. A cardia kornyéki intestinalis metaplasia (CIM) inkabb
Helicobacter pylori fertdzéssel hozhaté Osszefiiggésbe (Malferteiner és Petz 2005).
Eradikacidos kezelést kovetden az Ultrashort Barrett dramai javulast mutat. A
savcsOkkentOk szedése viszont nem befolydsolja ennek a betegségének a lefolyésat.
Ennek differencialdiagnosztikai jelentésége van (McDonald és mtsai 2000).

Mi az oka a nyeldcsd laphdmsejtjeinek hengerhamma torténd atalakulasanak? A
hengerhdm kialakuldsanak bioldgiai értelme az, hogy ez a szdveti tipus sokkal
ellenallobb a savas, illetve epés jellegli refluxatummal szemben, mivel nyaktermeld
képessége is van. Ez a nyak, vagy gél mucin nevili dsszetett fehérjéket tartalmaz (Arul

és mtsai 2000). A mucinok nagy molekulatomegii glikoproteinek, amelyeket az
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epithelialis szovetek mindegyike termel (Lagergren és mtsai 1999). A hengerhamsejtek
neutralis mucint termelnek, hasonléan a gyomor epithelidlis sejtjeihez. Az intestinalis
metaplasia kehelysejtjei pedig savas jellegii mucint termelnek (Chen és mtsai 1999).
Haematoxilin-Eosin festéssel a neutralis mucin piros, a savas mucin kék szinti (Guillem
¢és mtsai 2000). A kehelysejtek altal termelt mucinnak két altipusat kiilonbdztetjilk meg,
a sialomucin és a sulfomucint. Barrett mucosaban kimutathatd kehelysejtekben mindkét
mucin tipust megtalaljuk (Guillem és mtsai 2000).

A nyaktermeld hengerhamsejtek ¢és kehelysejtek altal termelt mucint
immunhisztokémia és in situ hibridizacios tesztekkel is ki tudjuk mutatni (Morales és
mtsai 1998). Az immunhisztokémiai kimutatds elénye a mucin mRNS in situ
hibridizacios modszerrel szemben, hogy gyorsabb és egyszeriibb (Arul és mtsai 2000).
A MUC antigének (MUC1, MUC?2) kiilonb6z6 altipusainak kimutatasa igent fontos a
Barrett nyeldcsé diagnosztikajaban (Burjonrappa és mtsai 2007). Tobb tanulmanyban a
MUC?2 expressio csokkenését figyelték meg Barrett nyel6csében daganatos elfajulés
esetén (Burjonrappa és mtsai 2007). A MUCI antigén viszont alig volt kimutathatd
metaplasias és displasias nyeldcs6hdmban, carcinoma esetén azonban expressidja

jelentésen emelkedik (Peuchmaur és mtsai 1984).

4.1.3 Epidemiologia

A nyugati populacié 15-30%-at érintd kronikus gastro-oesophagealis reflux
mellett minddssze 1-3 %-ra tessziik a Barrett metaplasia kialakulasat (Croft és mtsai
2002). Igazolt reflux betegeknél 5-10 %-ban alakul ki metaplasias ham a nyel6csdben
(Castell és Richter 1999). FErdekes tény, hogy Japanban is a reflux meglehetésen
gyakori betegségnek szamit, de a Barrett nyeldcsd 1ényegesen ritkabban fordul eld az
endoscopos leletek kozott (Devesa és mtsai 1998). Epidemioldgiai tanulmanyok
igazoltak tovabba, hogy Barrett nyel6csé esetén a nyeldcsé adenocarcinoma
kifejlodésének esélye 30-125-szor nagyobb (Jenkins és mtsai 2002). Metaplasia esetén a
nyel6cs6 adenocarcinoma kialakulasanak kockazata 2-5%, dysplasia esetén azonban 25-
50% (50). Prospektivé tanulmanyok elemzése alapjan a Barrettes betegek 1%-aban
fejlodik ki 1 éven beliil adenocarcinoma (Shrama és Sidorenko 2002). Egy masik
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tanulmany a betegek utan kovetésébdl arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a metaplasia
felismerése utdn 1 évvel az adenocarcinoma kifejlédésének valdszintisége 0,5-1%, tiz
év utan mar 5-10 % a valdsziniisége, 20-30 év utan mar 18-36% (Reid és mtsai 2003).
Az eldrehaladott allapotban felismert €s operalt nyeldcsé adenocarcinoma talélése 7%
(Haedrick és mtsai 2002). Sajnos a legtobb beteg elérehaladott stadiumban jelentkezik,
ami kizarja a kurativ kezelés lehet6ségét és elOrevetiti a rossz progndzist. Az agressziv
kezelései stratégiak ellenére a talélés nem javult szignifikdnsan az elmult 20-30 évben
(Geboes és Van Eycken 2000). A korai Barrett carcinomanak viszont az 5 éves tulélése
sebészi kezelést kovetden 90% (Fults és Taussky 2011). Ezért mindenképpen a korai
felismerésére kell torekedniink. Hogyan tudjuk idében felismerni olyan esetekben a
Barrett metaplasiat, akiknél soha nem fordultak el6 GERD-re jellemz6 refluxos tiinetek?
Refluxos tlineteket nem produkalé emberekre vonatkozoéan a Barrett nyeldcséd
kor felett végzett colonoscopos sziirdvizsgalatok mellett egyuttal gastroszkdpos
vizsgalatot is végeztek refluxos tiineteket nem produkald betegeken. Az igy megvizsgalt
betegek 25%-anal tiinetmenetes Barrett nyeldcsovet igazoltak a kiegészitd felsd
panendoscopos vizsgalatokkal (Rex ¢és mtsai 2003). Egy masik vizsgalatban azt
talaltdk, hogy tipusos fekélyes panaszok miatt végzett gasztroszkopia kapcsan 9,5 %-
ban fordult el6 Barrett metaplasia (Ramel 2003), diszpepszia miatt végzett endoscopos
vizsgalatok soran 6%-ban talaltak Barrett jelenséget (Sharma és mtsai 2000). Mindezek
fényében azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Barrett nyel6csé prevalencidja
lényegesen nagyobb annal, mint eddig feltételeztiik. Az ismert refluxos betegek 5-10%-
an kiviil sokkal szélesebb a potencialisan veszélyeztettek kore (Sharma és Sidorenko
2002). Annak ellenére, hogy a Barrett nyel6csd kialakulasaban a kronikus refluxnak
jelentds szerepe van a Barrettesek 40 %-anak soha nem volt GERD-re jellemz6 tipusos
tiinete (Sharma és mtsai 2004).

A kérdés, hogy a fennall6 Barrett metaplasia miért és hogyan vezet egyes
esetekben jol definialt morfologiai folyamat soran, egyre emelkedd gradiensii displasian
at az intramucosalis adenocarcinoma kialakulasaig (Buttar és mtsai 2001)?

Egy rendkiviil széles, tobblépcsds, genetikai illetve sejtbiologiai szintli folyamat
eredményezi a  metaplasia-displasia-adenocarcinoma  szekvencia  kialakulasat

(Jankowski és mtsai 1999). A genetikai valtozasok feltérképezése igen fontos, mert
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azon tul, hogy modellezheti a tumorgenezis mechanizmusat, és a molekulargenetikai
modszerek segitségével prognosztikai markerekhez is jutunk, amelyekkel pontosabban
azonosithatok, és ellendrizhetéek a legnagyobb rizikdju csoportok. A Barrett metaplasia
megjelenése utan a dysplasia és adenocarcinoma csak kisszamu esetben fordul el6. Ez
arra utal, hogy a refluxon kiviil vannak mas faktorok is, amelyek szerepet jatszanak a
malignus atalakulas folyamataban.

Az utobbi harom-négy évtizedben az Amerikai Egyesiilt Allamokban maés
malignus betegségeknél nagyobb mértékben novekedett a nyeldcsé adenocarcinomas
esetek szama (Wang és Sampliner 2008). Nagy-Britanniaban a daganat incidenciaja
dramai moédon nyolcszorosara emelkedett (Wang és Sampliner 2008). Az 6todik
leggyakrabban el6fordulé daganat Nyugat-Europaban (Zeki és Fitzgerald 2015). Az
incidencia novekedésének oka eddig nem teljesen tisztdzott. Szdmos tanulmany
elemzése alapjan megallapithat6, hogy elsdsorban a kaukazusi tipusu, fehér férfiakon
figyelhetdé meg a nyeldcsé adenocarcinoma incidencidjanak novekedése (Lagergren
2005), ugyanakkor a nyelécsé laphamrak incidencidja az utobbi harom évtizedben
ugyanitt kifejezett csokkenést mutatott. A nyel6csd adenocarcinoma eléforduldsa férfi

dominanciat mutat, a férfi/ n6 arany 7/1 (Lagergren 2005).

4.1.4. Etiologia

A Barrett metaplasia kialakulasaban a legfontosabb etiologiai tényez0 a kronikus
reflux betegség mellett még szamos mas faktort is leirtak (Menke — Pluymers és mtsai
1993).

Kialakulasban szerepet tulajdonitanak az elhizasnak is. A nyugati orszdgokban a body-
mass index (BMI) altalanos emelkedésének, és az obesitas prevalenciajanak novekedése
indokolja, hogy ne hagyjuk figyelmen kiviil, mint egy lehetséges rizikotényezot (Fléjou
2005). Az alkoholfogyasztas és a dohanyzas eddigi ismereteink szerint nem jelentenek
egyértelmiien fokozott kockazatot (Gammon €s mtsai 1997). Egy tanulmany azt allitja,
viszont, hogy a dohanyosoknal 55%-al nagyobb a kockézat az adenocarcinoma
kialakulasdra, mig a rendszeres alkoholfogyasztds nem volt befolyassal a betegség

kialakulasara (Freedman és mtsai 2007).
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Csokkent z6ldség-¢és gylimolcsfogyasztas is Gijabb rizikofaktornak tekinthetd (Gerson és
mtsai 2002).

Végiil egyértelmiien rizikdcsoportba soroljuk az eddigi ismereteink alapjan az 50 és 70
év kozotti életkorban levé fehér, obes [BMI> 30] férfiakat, akiknél legalabb 10 éve
fennallnak a refluxos tiinetek (Chow és mtsai 1998).

Szamos adat tdmasztja ald azt a hipotézist, hogy Helicobacter pylori fert6zés
csokkentheti a nyelécs6é adenocarcinoma kialakulasanak rizikojat (Blaser 1999). Vicari
¢s munkatarsai megfigyelték, hogy a cytotoxin-asszocialt gene A pozitiv [CagA+]
Helicobacter pylorival fert6zott egyénekben nincs hajlam a metaplasia kialakulasara
(Chow ¢és mtsai 1998). A H. pylori fertézés eléidézte atrophias gastritisben csokken a
gyomor savtermeld kapacitdsa, de nem tisztdzott mennyiben befolyasolja ez a GERD
lefolyasat (Goldblum és mtsai 1998). Egy metaanalizis kapcsan Rokkas és munkatarsai
kimutattak, hogy  szignifikdns inverz  kapcsolat all fenn a  Barrett
metaplasia/adenocarcinoma kialakuldsa és a Helicobacter pylori fertézés kozott (Rokkas
¢és mtsai 2007).

Frdekesség, hogy a Barrett-nyeldcsé familidris formajat is leirtdk mar olyan
csaladokban, ahol a refluxra valo hajlamot monogénes 6roklddéssel adtak tovabb és a
Barrett nyeldcsé vagy adenocarcinoma halmozottan fordult el6 (Chak és mtsai 2002).
Az utdbbi idében sikeriilt azonositani a 13-as kromoszoma hosszii karjan egy
kromoszémaszakaszt (13q) ami csaladi halmozodast mutatd refluxos esetekben az
orokléseért felelds lehet (Chak és mtsai 2002).

Az okok széles skéldja mellett sajnos egyértelmii allasfoglalds még nem sziiletett, a
Barrett nyelocsd kialakulasanak pontos eredetére, ezért fontos az utdnkovetés és a

rendszeres ellendrzés, aminek a legfontosabb eszkdze az endoszkdpia.

4.1.5. Az endoszkopia szerepe és utankovetés

Az endoszkopos vizsgalatok egyik kihivdsa a neoplasztikus 1éziok korai
detektalasa Barrett-nyeldcsé esetén (Falk és mtsai 1999). A protokoll szerint a
biopsziakat 4 quadransbol 2 cm-enként kell venni, mas guideline-ok random biopsziakat
ajanlanak, ez azonban elkeriilhetetleniil al-negativ eredményeket is hoz (Connor és
mtsai 2002). Retrospektiv tanulmanyokbdl kitlinik, hogy azokban a Barrettes esetekben,

amelyeket rendszeresen endoszkoposan ellendriztek kevesebb adenocarcinoma fejlodott
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ki, mert idejében elkezdték a megfeleld terapia alkalmazasat, mint azokban az
esetekben, amelyeket a felismerés utdn rendszeresen nem ellendriztek (Sharma és
Sidorenko 2002). Randomizalt, mintegy 5000 beteget magaba foglalo, legalabb 10 éves
utdn kovetést tartalmazd tanulmanyra lenne sziikség egyértelmli kovetkeztetések
levonasara, ami jelenleg még nem all rendelkezésiinkre (Sharma és Sidorenko 2002). A
biopsziak mindemellett anyagot biztositanak a kutatasokhoz, amelyek e témaban
folynak. Az alabbiakban néhany a tanulmanyban szereplé megbetegedés jellemz6

endoszkopos képe lathato (4. abra).

Barrett metaplasia

Barrett carcinoma

4. abra. Jellemz6 endoszkopos elvaltozasok /sajat anyag/
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Vilagszerte alkalmazott eljards a Barrett ham gyantja esetén a nyeldcso
nyalkahartya festése. A napi gyakorlatban a metilénkék az indigbcarmin és a lugol
festés terjedt el. A festési eljarasok hasznossaga és megbizhatdsaga vitatott kérdés.
Napjainkban az egyre fejl6dé endoszkopos eljarasok diagnosztikai szempontbol
hattérbe szoritottak a festési technikakat (Spechler 2014).

A fény indukalta fluorescensendoscopia (LIFE) alkalmazasakor a szaloptikas
vizsgalatok soran hasznalt fehér fényt juttatjuk a nyalkahartyara, de egyelére ez a
technika csak hagyomdanyos szaloptikds endoszkopok alkalmazdsaval kivitelezhetd,
amelyeknek a képalkotasi minésége rosszabb, mint a video endoszkopoké és a nagy
felbontasu endoszkopoké (HRE) (Spechler 2014).

A narrow band images (NBI) technika a nyalkahartya részletgazdagabb felismerését
teszi lehetdvé. Az NBI rendszer a nagyfelbontasti endoszkopos technikaban hasznalt
fehér fényt kombinalja piros, zold és kék sziir6k egymas utani alkalmazasaval, és ez
altal részletgazdagabb képet kapunk a nyalkahartya allapotarol és microcirkuldcidjarol.

Egy multicentrikus nemzetkdzi vizsgalatban 10j endoszkdpos technikékat
alkalmaztak a korai neoplasia felismerésére. Az un. tri-modal endoszkopos technikak
segitségével (high-resolution endoscopy [HRE], autofluorescence imaging [AFI],
narrow-band imaging [NBI]) a random biopszidk helyett, az endoszkopia soran
Osszevettek a nagy felbontdsu képet, és a megvaltozott nyalkahartya eltérd
autofluoreszcenciajat mutatd képet a narrow-band-imaging-gel készitett képpel, hogy a
mintavétel hatékonysagat és specificitasat optimalizaljak. Az NBI lehetdséget nyu;t
arra, hogy lathatova tegyiik a nyalkahartya szerkezetét és érmintazatat. A vizsgélatban
kimutattdk, hogy mind a nyalkahartya szerkezete, mind annak az érrajzolata irregularis
felépitést mutat high grade dysplasia és adenocarcinoma esetén, mig Barrett
metaplasidban a nyalkahartya szabalyos mintazatu és érrajzolati (Souza és Spechler
2003).

A Barrett metaplasia utankovetése nagyon fontos, de altalanosan elfogadott
vélemény szerint a tul gyakori mintavételnek nincs sok értelme (Spechler 2014). A
jelenleg elfogadott allaspont szerint metaplasiaban elegendd 2-3 évente elvégezni az
endoszkopos vizsgalatot (Sontag és mtsai 2002). Low grade dysplasia (LGD) esetén
haromhavonta vagy félévente javasoljak az endoszkoépos ellendrzést szovettani

mintavétellel egyiitt kiegészitve operativ endoszkopos mucosa eltavolitassal
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(mucosectomia, argon plasma koagulacio, photodinamias kezelés stb.). Stlyos dysplasia
esetén (HGD) javasoljak a csokkentett radikalitasi nyel6cs6é resectiot (Merendino
miitét), akiknél a fenti miitét csak nagy kockazattal végezheté el javasoljak az
utankovetést és a mucosectomiat (Spechler 2002, Stein 1996).

A Barrett metaplasia-displasia-adenocarcinoma szekvencia korai felismerésére
¢s utankovetésére az endoszkopos ellendrzésen kiviil hatékony mddszernek gondoljuk
néhany molekularis genetikai marker vizsgalatanak gyakorlati bevezetését (Van der
Woulde és mtsai 2002). Mivel tudjuk milyen gyakorisaggal alakul at a metaplasias ham
daganatta, de eldre viszont nem tudjuk kiknél és milyen gyorsan kovetkezik be ez a
valtozas, ezért a metaplasids ham jelenléte nem elégséges biomarkere a malignus
elfajulasnak (Stolte és Vieth 2002). A folyamat pontos ismeretének hidnyaban lehetetlen
elére megjosolni, hogy mely betegek veszélyeztettek jobban és kevésbé. Jelenleg nem
all a rendelkezésiinkre olyan biomarker, ami a Barrett nyel6csoves betegek esetében
megbizhatdan kijelolné a daganatos elfajulasra hajlamos egyéneket (McDonald és mtsai

2000, Zaninotto és mtsai 2005).

4.1.5. Az antireflux miitétek szerepe

A primer gastroesophagealis reflux betegség kezelésében az individudlisan
megtervezett ¢és kivitelezett refluxgatlé miitét elfogadhato alternativat jelent a komplex
belgyogyaszati kezelés (diéta, életmodbeli valtozasok, gyogyszerek) mellett (Balint és
mtsai 1999). A korabbi évtizedek gyakorlataban a sebészi kezelés sziikségessége csak
szOvodmények kialakuldsakor (hegesedés, vérzés, daganatos elfajulds) esetében meriilt
fel. Napjainkban megfelelden kivéalasztott kautéldk mellett, még a szovédmények
kialakulasa eldtt elvégzett plasztikai refluxgatldo mitét vilagszerte elfogadottd valt
(Balint és mtsai 1999). A laparoszkopos technika elterjedése és gyakorlata a mitét
kockézatat csokkentette, a posztoperativ korai és késéi eredmények és szovodmények
ismerete gasztroenterologusok és sebészek kozott egyarant az antireflux miitéteket
elfogadotta tette (Balint és mtsai 2000).

A mitéti indikacié felallitisiban a végsé dontést sebész hozza meg a
belgyogyasz-gasztroenterologus javaslata alapjan. A miitét elétt az endoszkopos

vizsgalat mellett sziikséges a nyel6cs6 funkcionalis vizsgalatok (manometria, 24 6ras
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pH mérés, vagy kétséges esetben nyeldcsd impedancia mérés, 24 6ras Bilitec vizsgalat)
elvégzése is (Balint és mtsai 1999).
Miitéti beavatkozas a kovetkezo esetekben tartunk sziikségesnek:
e a gyogyszerek elhagydsa utdn a panaszok kiujulasa az Un. gyogyszerfiiggd
panaszmentesseg
e szovodmények jelentkezése (pl.Barrett metaplasia, nyel6cséfekély)
e pH méréssel igazolt koros mértéki reflux a nyelécsdben (DeMeester score)
e manometriaval igazolt defektiv als6 nyelécsdsphincter, és megtartott propulziv
motoros tevékenység a nyeldcsdtestben,
o refluxhoz tarsuld hiatus hernia és volumen reflux
o gyermekkori szovOdménymentes esetekben ¢és fiatal életkorban, amelyeknél
egész ¢leten at tartd folyamatos gyogyszerszedés jelenti az alternativat a
mitéttel szemben.

e extraoesophagealis manifesztaciod

A laparoszképos antireflux miitét az elfogadhaté kockézat mellett, a konnyii
posztoperativ id6szak ¢€s a relative gyors rehabilitacio miatt a betegek szamara vonzo
megoldasnak tlinik. Lehetévé teszi a gyogyszerek elhagydsat ¢és  tartos
refluxmentességet eredményez. A laparoszkopos fundoplikacio utan a beteg 2-3 nap
mulva a korhazbol elbocsathatd, ezzel szemben a hagyomanyos antireflux miitét utani
korhazi tartozkodas még mindig 6-10 napot igényel. A postoperativ fajdalom és a
kozmetikai eredmény is a laparoscopos miitétek mellett szol (Allaix és Patti 2015).

A mitét helyreallitja a nyel6csé és a gyomor kozott normalis esetben meglévo
mechanikai barriert az un. His-szdget, olyan szelepmechanizmust alakit ki, amely nem
akadéalyozza meg a normalis nyelési folyamatot, bofogést, hanyast, de megakadalyozza
a koros regurgitaciot. Visszakeriil a gastroesophagealis junkcié a hastiregbe, a kitagult
rekesszarakat besziikitjiik és a mobilizalt fundus felhasznalasaval szelepszeri
mandzsettat képziink. A miitét utdn csokken a nyeldcsd strictura €s az erosiv osophagitis
el6fordulasa (Balint és mtsai 1999) . A Barrett nyel6csé kialakulasanak az
eléfordulasara €s az adenocarcinoma kifejlodésének a csokkenésére fundoplicatio

elvégzése utan evidenciak nincsenek (Curvers és mtsai 2008).
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Az els6 antireflux mutétet Rudolf Nissen (1896-1981) végezte Baselben 1956-
ban. (5. abra) Az eset érdekessége, hogy kronikus refluxbetegség talajan kialakult
nyeldcsostricturat perforaltak, merev endoszkoppal. Nissen a nyeldesd perforaciot a
mobilizalt gyomor fundussal fedte be €s a beteg meggyogyult a beavatkozast kovetden
(Fults és Taussky 2011). Nissen zsenialitasa abban nyilvanult meg, hogy felfigyelt arra,
hogy a beteg refluxos panaszai is megsziintek a mitét utan. Ezt kdvetden szamos
fundoplicatiot végzett 360 fokos fundusmandzsetta felhasznalasaval kronikus refluxos
panaszok miatt. Rudolf Nissen munkatarsaként dolgoz6 Mario Rosetti modositd
javaslata alapjan terjedt el a ,,floppy Nissen fundoplicatio”, amit a napi gyakorlatban
mar Nissen-Rosetti-féle miitétnek neveziink (Fults és Taussky 2011).

Dr. Nissen 1896-1981

5. abra. Dr. Rudolf Nissen (www.maimonides.org)

A Nissen Rosetti fundoplicatio napjainkban az egyik leggyakrabban végzett
antireflux beavatkozassa valt, ami mint annyi mas 0] felfedezés, egy véletlennek és egy
zsenialis megfigyelésnek koszonheti az elterjedését. A laparoscopos sebészet bevezetése
utdn az antireflux mitétek szdma is megndvekedett. A teljes 360 fokos Nissen
fundoplikaci6 mellett elterjedt posterior parcialis fundoplikacié (Toupet) és az anterior
parcialis fundoplikacié (Dor) is, amelyeknél a fundusmandzsettaval nem korkorosen,
hanem csak részlegesen, 180 fokban hatulrol, vagy elolrdl vessziik koriil a nyeldcsovet
(Balint és mtsai 1999). (6. abra) A miitéti tipus megvalasztasanal alapvet6 szempontnak
tekintjiik a nyeldcs6test motilitdsanak ép vagy csokkent funkcidjat. Csokkent
nyeldcsdtest motilitdsban inkabb a parcidlis fundoplikaciot valasztjuk. A mellkas feldl is

elvégezhet6 a fundoplikacio ezt Belsey-miitétnek nevezziik. (Balint és mtsai 2000).
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A completed Nissen fundoplication

6. abra: Parcialis posterior (Toopet) és teljes fundoplikacié (Nissen)

Forras: herniamed.de, 2015

A mitétek korai szovédménye lehet az un. teleszkép jelenség, amikor
fundoplikécid mandzsettaja lefelé vagy felfelé elcstszik a nyeldcsdvon, a tal szorosra
kalibralt fundus mandzsetta miatt diszfagia 1éphet fel. Az 6ltések kiszakadasa miatt a
mandzsetta és rekeszszarak szétnyilhatnak. A tal mélyre helyezett oltések, amelyek
atoltik a gyomor teljes falat, ritkdn bevérzést okoznak és a kialakult véromleny
befert6zodhet és hasiiregi talyog kialakulasahoz vezethet (Aujesky és mtsai 2014).
Szovoédmények miatt végzett Un. redo mitétek Kkivitelezése is laparoszkopos
beavatkozast ajanljak, amivel az adott mechanikai probléma megoldhat6, ill. a talyog
evakualhato (Spechler 2014). To6bb szaz nyitott és laparoszkopos miitét eredményeit
ismerve sajat tapasztalatunkbol, batran allithatjuk, hogy krénikus gastrooespohagealis
reflux betegség kezelésére jol kivizsgalt és gondosan szelektalt betegeknél a
laparoscopos antireflux miitét hossza tavon is j6 eredményt mutat.

Antireflux mitétek utan azonban az utankovetett betegekben a mitét elott
igazolt Barrett metaplasia ismételten kialakul, amire pontos magyarazatot még nem
sikertilt talalnunk (Souza és mtsai 2001). Az irodalmi adatok alapjan az antireflux
miitétek a dysplasia és adenocarcinoma rizikojat csokkentik, de nem védenek meg téle.

Az antireflux miitétek szama az utobbi évtizedekben ugrasszerien megndtt, ennek
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ellenére a nyel6csé adenocarcinomak szdma nyolcszorosara emelkedett (Sharma és
mtsai 2004, Lagergren 2005, Spechler 2002).

Tehat kell lenni a kronikus reflux tevékenyég mellett mas, olyan eddig szamunkra még
ismeretlen tényezOknek, minden bizonnyal genetikai eltéréseknek, amelyek a

metaplasia-displasia-adenocarcinoma atalakulasi folyamatat befolyasoljak.

4.1.6. A Barrett carcinoma miutéti kezelése

A nyel6csorakok kisebb részét mintegy, 8%-at kitevd adenocarcinoma
incidenciaja az elmult 20-30 évben a fejlett nyugati orszagokban ugrasszeriien
megemelkedett, ahogy a bevezetében mar emlitettiik (Axelrad és Fleischer 1998). A
laphamrak incidencidja ugyanezekben az orszagokban pedig csokkent (Devesa és mtsai
1998). Vannak bizonyos faktorok (kronikus reflux, obesitas stb.) amelyek szerepet
jatszhatnak a kialakulasaban, de az igazi ok ismeretlen (Menke — Pluymers és mtsai
1993). Az egyetlen eddig ismert rizikofaktor a nyelécs6 adenocarcinoma kialakulasaban
a Barrett metaplasia, amit precancerosisnak tekintiink (Bani — Hani és mtsai 2000). A
Barrett nyel6csé miatti endoszkopos surveillance nem hozott attorést, mert a nyeldcsé
adenocarcinoma el6fordulasa tovabbra is névekszik (Corley és mtsai 2002). Mégis a
klinikusokat és a kutatokat tovabbra is élénken foglalkoztatja az a felismerés, hogy
Barrett metaplasia utan kovetkezé kiilonboz6 displasias stadiumok utan alakul ki
nyel6écsé adenocarcinoma, aminek a kezelésében csak akkor varhatunk megbizhato
eredményeket, ha idoben, korai stadiumban sikeriil felfedezni (Cameron 2000).
el (Sontag és mtsai 2002). Harom csoportba sorolta a nyel6csé alsdé harmadi tumorokat
(7. abra)

e |. Tipus: Adenocarcinoma a distalis nyeldcsében-Barrett carcinoma

e |l.Tipus: Cardiatumor

e |IL.Tipus: Subcardalis tumor
A Kklasszifikdcio  alapjat a tumortomeg elhelyezkedése jelentette. Az
oesophagogastrikus junkcid alatt és felett 1-1 cm-rel elhelyezkedd tumor ezen tipizalas

alapjan a cardia tumor. Alatta 5 cm-rel subcardialis tumor, felette 5 cm-rel als6 harmadi
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nyel6csé tumor a hivatalos elnevezés. A tipizalds értelme, a kiillonbségtétel
betartasanak oka a kezelési taktika és a miitét tipusanak a megvalasztisa. Siewert
klasszifikacioja alapjan a cardia tumor ¢€s subcardidlis tumor sebészi ellatisa a
laparotomiabdl végzett total gastrectomia oesophago-jejunostomiaval. A szamunkra
érdekes Barrett carcinoma esetén a javasolt miitéti eljaras subtotalis oesophagectomia,
proximalis gyomorresectioval (Akiyama-szerint) bal oldali thoraco-laparotomiabol vagy

a hastireg fel6l laparotomiabol transhiatalisan (Fults és Taussky 2011).

-5
Type |
-1
o
Typell
Type I

7. abra. Siewert klasszifikacio

Eldrehaladott stadiumu nyeldcsé adenocarcinoma esetén a gold standard eljaras
a subtotalis nyel6csO resectio Kiterjesztett nyirokcsomé disszekcioval (Stein 1996). A
perioperativ miitéti mortalitas 10 %. Az operabilis esetek utan az 5 éves tulélés 20%
koriil mozog. Sajnos a felfedezett Barrett carcinomaknak kevesebb mint fele, kb. 40%-
a alkalmas radikalis miitétre (Fults és Taussky 2011). Palliativ kezelésként alkalmazhato
endoprothesis illetve taplalé gastrostomia vagy jejunostomia behelyezése (Dagnini és
mtsai 1986).

Az igazi problémat az jelenti, hogy korai stddiumban, amikor még nem
alakulnak ki nyirokcsomo metastasiok, a daganat nem terjed a submucosan tal (pT1b).
Ebben az esetben felmeriil az a kérdés, milyen kezelési stratégiat valasszunk. A korai

stadiumban végzett subtotalis nyeldcs6d resectio rossz morbiditasi és mortalitdsi adatai
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arra 0sztonozték a sebészeket és gasztroenterologusokat, hogy 1j kezelési stratégiat
dolgozzanak ki az un. ,,korai Barrett carcinomaban” (Stein és Siewert 1994).

High grade displasiaban - ahol még nincsenek nyirokcsomo6 metasztazisok -
alkalmazhatok a kiilonb6z6 terapias endoszkopos eljarasok (photodinamias kezelés,
argon plasma koagulacio, endoszkdépos mucosa resectio) akar egyenként vagy
kombinalva (Aujesky és mtsai 2014). A fenti eljarasok viszont tobb problémat is
felvetnek. Egyrészt sokszor a beavatkozas utan - a mucosectomia kivételével - nem
tudjuk megbizhatéan az eltavolitott nyalkahartyat szovettani vizsgalatra kiildeni, nem
tudjuk a széli resectiot megitélni és a metaplasia multilocularis jellege miatt bizonyos
szakaszok nem Keriilnek eltavolitasra (108). Amennyiben a daganat a submucosat is
eléri, irodalmi adatok szerint (13-44%) megindul a daganatos nyirokcsom6 metastasiok
kialakulasa (Stein és Siewert 1994). Egyeldre nincs a keziinkben olyan megbizhato
diagnosztikus vizsgald eljaras, amivel a nyirokcsom6 metasztazisok pontosan
detektalhatok lennének az utdnkovetés soran. Az endoszkdpos ablativ kezelést tobbszor
meg kell ismételni és a két kezelés kozott folyamatos nagy doézisu protonpumpa kezelést
kell alkamazni (Wu és mtsai 1998). A kezelések utan a Barrett metapalasia sokszor az
épnek latsz6 lapham alatt is kifejlédik, ami az endoszkopos ellenérzések soran sem
kertil felismerésre és észrevétleniil atmegy displasiaba (Stein és Siewert 1994).

Mindezeket figyelembe véve szdmos tanulmanyban ramutatnak a csokkentett
radikalitasii nyel6csé resectiok 1étjogosultsagara, high grade displasiak ¢és korai
nyelécsé adenocarcinomak (T1b) esetében (Stein és Siewert 1994). Ezeknek a
mitéteknek a morbiditdsa €s mortalitdsa 1ényegesen kisebb, mint a radikalis
oesophagectomiaknak, funkcionalisan is jobb eredményt adnak. Ugyanakkor az
endoszkopos ablativ kezeléssel szemben nemcsak a nyalkahartya keriil eltavolitasra,
hanem a distalis nyeldcsO teljes szakasza a kornyezd nyirokcsomokkal egyiitt. A
betegek életmindsége 1ényegesen jobb, mint radikalis nyelGcsé resectiok utan. A
csokkentett radikalitasu miitétet eredetileg Merendino és Dillard irta le 1955-ben, mint
egy lehetséges antireflux miitétet (Merendino és Dillard 1955). (8. abra) Azonban
ugyanabban az idében ko6zolte Rudolf Nissen is a sajat antireflux mitétjét és igy a
Merendino-miitét mint antireflux technika nem terjedt el széles korben (Fults és
Taussky 2011). A miitét Iényege, hogy hasiiregi feltarasbol eltavolitasra keriil a distalis

nyeldcsé egy Szakasza a cardiaval és a gyomor proximalis részével egyiitt. Az
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oesophago-gasztrikus kapcsolatot egy kb 15 cm-es izoperisztaltikusan beiiltetett
jejunumkaccsal allitjuk helyre. A jejunum interpositum megakadalyozza a savas
regurgitaciot a nyelécsé felé. A mitét soran mindkét vagus agat meg kell Orizni
(Merendino és Dillard 1955).

(R
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8. abra. Merendino miitét (75)

Az utobbi évtizedekben ismételten elOkeriilt a Merendino mitét, de nem
antireflux beavatkozasként, hanem mint egy lehetséges alternativaja a korai nyeldcso
adenocarcinoma miitéti megoldasanak. Egy 130 beteget feloleld tanulmanyban a
radikalis nyel6csé resectioval Osszehasonlitva a csokkentett radikalitasu Merendino-
mitét morbiditasi és mortalitasi adatai lényegesen jobbak voltak (Stein és Siewert
1994). Az onkologiai radikalitast illetden és az eltavolitott nyirokcsomok szamat
tekintve nincs érdemi kiilonbség a két mitét kozott (Stein és Siewert 1994).
Természetesen még szamos tapasztalatra van sziikség e két mitéti tipus
Osszehasonlitasara, de a korai nyel6csérak kezelésében mar a kezdeti tapasztalatok is
meggy6zoek, amit sajat munkacsoportunk altal elvégzett mitétek eredményei is

megerdsitenek.
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4.2. Molekularis és genetikai valtozdsok

A gyulladastél a metaplasia kialakulasaig, illetve az atipias ham kifejlédésig
vezetd Ut még nem teljesen tisztdzott. Fontos a kutatasok szempontjabol a tumor
biologiai viselkedésének tanulményozasdhoz, hogy lehetéleg a korai, esetleg
praemalignus stadiumban végezhessiink vizsgalatokat (Wong és mtsai 2001). A Barrett
nyeldcs6 erre kivaldéan alkalmas modell, hiszen az utankovetés soran a gyulladas
kialakulasatol figyelhetjiik meg a sejtekben lezajlo bioldgiai, genetikai valtozasokat a
metaplasian at a dysplasia kialakulasaig (Sharma és mtsai 2000). Nem beszélve arrdl az
elényrél, hogy a korai stddiumban diagnosztizalt nyelécsé adenocarcinoma jol
gyogyithatd betegségnek szamit (Fléjou 2005). Nem mellékes, hogy mikor és milyen
stddiumban keriil diagnosztizalasra. Emlékeztetdiil ismételten megemlithetjiik, azt a
jelentds kiilonbséget, amire mar a bevezetében is felhivtuk a figyelmet, nevezetesen a
kifejlodott nyeldcsd adenocarcinoma 5 éves tulélése radikalis nyel6csd resectio utan
minddssze 7% (Buttar és mtsai 2001), korai Barrett carcinoma esetében ugyanezen
miitét utdn az 5 éves tulélés 90 % (Conio és mtsai 2003). Mar ezen két adat birtokaban
is sziikségesnek latszik az eddig ismert diagnosztikus eszkoztar bdvitése, amelyhez
reménykeltd segitséget nyujthat a Barrett-ham genetikai valtozasainak és biologiai
viselkedésének minél alaposabb megismerése. Irodalmi adat, hogy high grade
dysplasiaban (HGD) végzett nyel6csd resectiok utan, az eltavolitott nyel6csdszakaszban
mar az esetek 50 %-aban kifejlédott, invasiv adenocarcinomat talaltak, amelyet nem
mutattak ki az ellen6rzé endoszkopos vizsgalatok sem (Stein és Siewert 1994). Az
ismert Barrettes betegek utan kovetése, az endoszkopos eszkozok technikai fejlédése és
a Dbiopszids protokoll alapos betartdsa mellett is sokszor késén keriilnek
diagnosztizalasra olyan egyedi esetek, amelyek pedig a szemiink el6tt fejlddnek ki (Falk
és mtsai 1999). Véleményiink szerint a molekulargenetikai kutatasok tovabbi fejloddése
nemcsak a tumor bioldgiai viselkedésére vonatkozd ismereteinket gazdagitja, hanem
adott esetben uj, korai diagnosztikus lehetéségek tarhaza nyilhat meg eléttiink (Zhang
¢s mtsai 2009). Az ilyen molekuldris biologiai klinikai markereket tartalmazo

diagnosztikus panelekkel mar folynak kutatasok, de eddig még a klinikumban
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hasznalhato, egyszeri, gyors és validalt tesztek nem allnak rendelkezésiinkre (Arul és
mtsai 2000). A daganatokkal kapcsolatos intenziv molekulargenetikai kutatasok
eredményeként a Barrett oesophagus ¢s a nyelécsd adenocarcinoma vonatkozasaban is
szamos 1j megfigyelés sziiletett, ezeknek a kutatasoknak Osszegzése €s ismerete egy
klinikus szamara mindig 0sztonzéleg hat, ez sarkalt a jelen dolgozat megirasra és a

kutatés elinditasara.

4.2.1. A sejtproliferacio- és sejtciklus valtozasai

Az utébbi években szamos tanulmany foglalkozott a sejtproliferacio
kimutatasaval, és ezekben elsdsorban két markert vizsgaltak rutinszerien, a
proliferating cell nuclear antigén-t (PCNA) és a Ki-67-et (Buttar és mtsai 2002). A
PCNA kitlind indikatora a sejtproliferacionak G1/S fazis atmenetben. A Ki-67 a
proliferal6 sejtekben expresszalodik a G1-, S-, G2-fazisban. A sejtciklus M fazisaban is
kifejezddik, de erre nem specifikus, GO fazisban azonban nem mutathaté ki (Reid és
mtsai 1993). (9. abra) Mindkét marker immunhisztokémiai és flow citometrias
modszerekkel kimutathatd emelkedését észlelték, amikor a metaplasids sejtek
atalakulasa megindul a dysplasia felé (Jenkins és mtsai 2002). Ennek ellenére a klinikai

gyakorlati alkalmazasuk rutinszertien nem terjedt el.

1
(mitosis)

G2
(Gap 2)

Cells that
cease

S phase
division

(DA synithiesis)

9. abra. A sejtciklus fazisai (sotepedia.hu)
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Harom f6 sejtciklus karosodast sikeriilt eddig azonositani a Barrett metaplasia

kialakulasdban:

1. A GO fazisbdl a sejtek a G1 fazisba jutnak, ami a metaplasia kifejlédésének a
jele.

2. Az S fazis frakci6 megnovekedése, ami a G1 fazisbol torténd atmenet
szabalyozasanak zavarat mutatja, és egyben jelzi a genetikai instabilitast €s az
aneuploiditast

3. A G2 fazisban levo sejtek szama megnovekszik, ami a Barrett metaplasias
ham dysplasiaban torténé atmenetét mutatja (Geddert és mtsai 2002).

Az S fazisban és G2 fazisban levd sejtek szamanak emelkedését észlelték szamos
Barrettes mintdban, ami sokszoros aneuploidiaval illetve tetraploidiaval (4N) tarsul.
Mindkét fazis az M fazis el6tt helyezkedik el a sejtciklusban, igy hibas génallomanya

sejtek osztddasanak beindulasa varhato ezekben az esetekben (Morales és mtsai 2002).

4.2.2. A genetikai stabilitas fontos bastyai: Protoonkogének és
tumorszupresszor gének

A géneket, amelyek a sejtek osztddasat és apoptozisat szabalyozzak, két nagy
csoportba lehet osztani. Az egyik csoportba a protoonkogének, a masikba pedig a
tumorszupresszor gének tartoznak (Fléjou 2005). A protoonkogének a sejtosztodast
serkentd, a tumorsupressor gének pedig osztodast gatlo fehérjéket kodolnak. A
sejtciklus megfeleld reguldlasdhoz mindkettére sziikség van, hogy a serkentés és a
gatldas egyensulyban legyen. A legtobb protoonkogén a nodvekedési faktorok
hatasmechanizmusaban szerepet jatszo fehérjét kodol (Fitzgerald és Farthing 2003). A
jelatviteli ut minden eleme, fehérje komponense megvaltozhat ugy, hogy a sejt
osztddasa valamilyen, okbdl egyszer csak beindul. Ezeket a megvaltozott (hiperaktivva
valt) fehérjéket kodold géneket onkogéneknek nevezik. Miikodésbe 1épésiik azt
eredményezi, hogy tobb és/vagy aktivabb fehérjetermék keletkezik, ami tumorok
kialakulasahoz vezethet (Fitzgerald és Triadafilopoulos 1998).

A sejtosztodast szabalyozo gének masik csoportjat a tumorszupresszor gének alkotjak,

amelyek termékei a sejtek osztodasat gatld fehérjék. Probléma akkor jelentkezik, ha
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ezek a gének delécidt szenvednek, vagy megvaltoznak és ezért hibas mikddési
fehérjéket kodolnak (Younes és mtsai 1999). Ez szintén tumor kialakulasahoz vezethet,
mert egy olyan fehérje hidnyat, vagy hibas miikodését eredményezi, ami a sejt

osztddasat nem gatolja (Bai és mtsai 2000, Fennerty és mtsai 1989).

Protoonkogének/ onkogének

A c-erbB2-gén (Her-2) egy transmembran receptort kodol, és 17q21-es
kromoszéman helyezkedik el (61). Fenti locus felerdsodését detektaltak nyeldcsd
adenocarcinomaban. Overexspressioja rossz prognozis jele (Barrett 1992, Brien és mtsai
2000).

Az EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) vagy mas néven c-erbB1-
gén a 7pl2-13-as locuson helyezkedik el. A gén felerdsodését detektaltak a legtobb
nyel6cs6 adenocarcinoma kés6éi stadiumaban, amikor mar nyirokcsomé metastasisok
megjelenése varhato (Jenkinks és mtsai 2000).

A TGF-alfa (Transforming Growth Faktor) az EGFR-hez kotédik. A 2pl13-
as locuson a TGF-alfa feler6sodését figyelték meg nyeldcsé adenocarcinoma kifejlodése
esetén (Brito és mtsai 1995). A TGF-alfa stimulalja VEGF gént (Vascular Endothel
Growth Factor), ami elésegiti a Barrett carcinoma vascularisaciojat. A VEGF-A az
angiogenezisben, a VEGF-C limfangiogenezisben jatszik szerepet (Couvelard és mtsai
2000).

Az src-gén (tyrosine kinase of Rous sarcoma virus) egy tirozin-kinaz, amely
befolyasolja az EGF (Epidemal Growth Factor) jelatvitelét ¢s hatidsa van a sejtek
adhesiojara. A transzkripcios faktor a c-myc az src Gtjan tud aktivalodni, és ez vezet a
sejtproliferacid elinduldsdhoz. Az src-gén aktivitasa novekszik metaplasids szovetekben
is, de a tirozin-kinaz hatszoros novekedését detektaltak Barrett carcinoméban. Ebbdl
kovetkezik, hogy az src-gén aktivitas novekedés korai jele lehet az adenocarcinoma
kifejlodésének (Kumble és mtsai 1997).

A K-ras gén egy kis G fazis fehérjét kodol, amely a fehérje transzkripciot
befolyasolja. K-ras mutaciot detektaltak 40%-ban HGD-ban ¢és 30%-ban
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adenocarcinomaban (Lord és mtsai 2000). A fenti mutaciét nem lehet kimutatni
metaplasias szovetekben

A Ciklin-A,-B1,-D1,-E-gének szintén protoonkogének és kulcsszerepet
jatszanak a sejtciklus szabalyozasban (Lagorce — Pages és mtsai 1998). A 11913
kromoszoman kodolt ciklin-D1 szignifikdns novekedése metaplasias mintakban
fokozott rizikét jelent az adenocarcinoma kifejlodésére és egyben korai genetikai jelnek
is tekinthetd. A sejtmagokban a ciklin-D1 locus expressidjanak emelkedését a Barrett

metaplasias betegek 34%-aban irtak le (Singh és mtsai 1998).

Tumorsupressorok

A retinoblastoma gén (Rb) a 13q14 kromoszoéman lokalizalodik, részt vesz a
sejtciklus szabalyozasaban és kapcsolatot teremt az apoptdzist szabalyozd pS53 génnel
(Vogelstein és mtsai 1988). Barrett nyel6cs6bdl kialakult adenocarcinomas betegek
mintaiban az Rb gén locus expressiojanak csokkenését 50%-ban igazoltak, de mar
metaplasiaban is mérhetd kisebb mértékii csokkenése (Schneider és mtsai 2000). Az Rb
gén modosulasa onmagdban nem, hanem szdmos mas genetikai karosodassal egyiitt
képes elémozditani a daganatos elfajulast Barrett-nyelécsdben (Stolte és Vieth 2002).

A pl6 egy ciklin dependens kinaz (CDK) inhibitor, génje a 9q21 locuson
helyezkedik el. A pl6 expressidjanak csokkenését észleljiik 75%-ban metaplasias
szovetekben ¢€s aneuploididban Egyes tanulmanyok szerint a pl6 szint csokkenése
illetve hipermetilacidja mutatja legkorabban a genetikai karosodast Barrett
metaplasiaban (Wink és mtsai 1988). Termelddésének csokkenése jelzi legbiztosabban,
hogy a Barrett metaplasias hamban varhaté az adenocarcinoma kifejlédése (Stolte és
Vieth 2002).

A p27-gén egy masik ciklin dependens kinaz inhibitor, amely a 12q13 locusrol
irodik at. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a p27 szintjének csokkenését 83%-ban
kimutattak adenocarcinomas esetekben (Ellis és Loda 2004). A p27 gén modellez egy
masik mechanizmust is a carcinogenezisben, amikor a nem megfelelé helyen, vagy
sejtkompartmenben levé fehérje nem tudja kifejteni a hatasat (Coino és mtsai 2003).

Ugyanis ahhoz, hogy a p27-gén gatolja a sejtciklus lefolyasat, be kell 1épnie a
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sejtmagba, ha azonban a citoplazmaban marad, inaktivva valik. Kimutattak, hogy HGD-
ban 50%-ban a p27 nem a sejtmagban talalhatd, hanem a citoplazmaban (Coino és mtsai
2003).

A p2l-gén a 6p21 locuson helyezkedik el, a p 53 fokozza a p21 gén
transzkripcidjat. Ez a fehérje gatolja mindegyik G1 fazisban jelenlevé CDK-ciklin
komplex aktivitast, tehat a sejt nem tud S-fazisba lIépni. A p21 jelentds emelkedése
esetén varhatd, hogy a displasias hambol megindul az adenocarcinoma kifejlodése
(Chatelain és Fl&jou 2003).

A p53 fehérje a TP53 gén (17p13) terméke. Elnevezését a sulyarol kapta, mivel
53 kilodaltonos volt, amikor felfedezték. Hatdsara, ha a genom valamilyen okbol
karosodik, a sejtciklus folyamata a G1 fazisban megall addig, amig a hiba ki nem
javitodik a DNS-repair enzimek és enzimkomplexek altal. Amennyiben a genomban
keletkezett hibakat nem sikeriik kijavitani, a p53 elésegiti az apoptozist (Vogelstein és
mtsai 1988). Stressz stimulusok (DNS sériilés, hipoxia, hdsokk, citokinek stb.)
aktivaljak a p53-at és a sejtciklus felfliggesztésén kiviil, mint egy transzkripcids faktor a
bcl-2 csaladba tartozd géneket elnyomva, a bax-géneket serkentve beinditja a
programozott sejthalalt (Chatelain és Fléjou 2003). A sejten beliil a p53-nak kiterjedt
kapcsolata van megannyi fehérjével, eddig legalabb 150 gént és fehérjét irtak le,
amelyekre a p53 hatassal van. A p53-nak nagyon fontos szerepe van a tumorok
kifejlodésének gatlasaban. Igy  ennek fehérjének barmilyen eredetii miikodés
csokkenése a tumorok kifejlddésének lehetdségét nagymértékben megndveli.

A p53 mutaciok gyakran kdvetkeznek be a metaplasia-displasia-adencarcinoma
szekvencia soran A p53 muticid lehet az egyik alapja az adenocarcinoma
kifejlédésének, mivel hibas funkcidju gén nem képes a karosodott sejteket az apoptozis
iranyaba 16kni (Seery 2002). A tumor sejtekben magas koncentraciéban van jelen a
mutalodott p53 fehérje. A rendellenes ¢€s miikodésképtelen pS3 fehérje féléletideje
meghosszabbodik és az ezzel jar6 cellularis p53 koncentracid emelkedése teszi
lehetévé, hogy immunhisztokémiai modszerekkel is kimutathato legyen (Seery 2002). A
mutans p53 nem tudja kifejteni hatasat a sejtciklusra és nem inditja be az apoptdzist. A
fenti gén funkcidjanak hianya jol korrelal a Barrettes betegek rossz progndzisaval
(Tanapfel 2004). A p53 funkcidja gyakran Ggy vész el, hogy az egyik allélon mutacio

1ép fel (ekkor heterozygota lesz a sejt a p53-ra nézve, ami még nem jarna
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funkcioromlassal, mert a masik allélrol ép fehérje kodolodik) a masik kromoszéman
1évé ép allél pedig az osztdédas sordn a kromoszoma rovid karjaval elvész. Ez az Un.
,,17p loss of heterozygosity” (17pLOH). Hozzatehetjilk a gondolamenethez, hogy p53
mutacio és a 17pLOH olyan mechanizmusok, amelyek a human daganatok ko6zos
rendellenességeinek tekinthetéek, nemcsak nyel6csd adenocarcinomara jellemzdek
(Reid és mtsai 2001). Az irodalmi adatok meglehetésen nagy szorast mutatnak a Barrett
carcinomaban bekovetkez6 p53 valtozasra, melyet 50-90%-ban jeloltek meg (Reid és
mtsai 2003). A metaplasias hamban dysplasia nélkiil 1-5%-ban fordul el6, LGD-ban
65%-ban HGD-ban 75%-ban irtak le p53 karosodast. Reid tanulmanyaban 5 éves
utankovetést végeztek 256 Barrett-nyelOcsoves betegnél, és a p53 17pLOH tipust
mutaciot 95%-os valdsziniiséggel talaltak pozitivnak azokban az esetekben, amelyekben
Barrett carcinoma fejlodott ki. A 17 pLOH a Ried féle klinikai biomarker panelben, az
egyik legfontosabb elore jelzéje a malignizaldodasi folyamatnak (Reid és mtsai 2001,

Reid és mtsai 2003).

4.2.3. A kromoszomaszam megvaltozasa - aneuploidia

Szamos genetikai karosodas fellépése sziikséges a daganatos elfajulas

meginduldsdhoz. A genetikai karosodas lehet a sejtek DNS tartalmdnak, normal
kariotipusanak megvaltozdsa. Az aneuploidia, vagyis a normalistél eltérd
kromoszémaszam esetén nagy a valoszinlisége az adenocarcinoma kifejlédésének
(Doak és mtsai 2003).
A normal emberi sejtek kromoszoémaszdma 2x23, azaz 46, amit 2N-nek jeldliink és
diploid kromoszomadlloménynak neveziink, az ettdl eltér6 kromszomaszam esetén
beszéliink aneuploididrél. Mar a Barrett-nyel6csé genetikdjaval foglalkozo kezdeti
tanulméanyokban is leirtdk a DNS-tartalom megvaltozasat, az aneuploidiat, amit flow
citometrias vizsgalatokkal igazoltak (Reid és mtsai 1993). Barrett epitheliumban és
nyelécsé  adenocarcinomaban egyarant kimutathatéak aneuploid vagy tetraploid
sejtpopulaciok.

Megfigyelték, hogy az aneuploiditas 0sszefligg a dysplasia mértékével, ezért az

aneuploiditas kimutatidsa Barrettes betegeknél fontos prognosztikai faktort jelenthet az
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utan kovetésében. HGD-ban ¢és nyeldcsé adenocarcinomaban tébb mint 90%-ban
aneuploiditast igazoltak (Chatelain és Fléjou 2003).

Az aneuploidia leggyakrabban tetraploidiaként (4N) jelenik meg (Jenkins és
mtsai 2002). A Saetle-csoport prospektiv tanulmanyaibol egyértelmiien igazolodni
latszik, hogy azoknal a betegeknél, akiknél flow citometrids vizsgalatokkal kimutattak a
DNS aneuploiditast illetve tetraploiditast, megnd a rizik6ja a high grade dysplasia és
carcinoma kifejlédésének (Chatelain és Fléjou 2003). Mas kutatocsoportok szerint
azonban a dysplasia és aneuploiditas k6zott nincs dsszefiiggés (Guindi és Riddel 2003).

A citogenetikai tanulméanyok, Osszevetve a flow citometrias analizisekkel az
mutatjak, hogy amennyiben megné a sejtciklus S-fazisanak idétartama, akkor egyenes
aranyban emelkedik az aneuploid sejtek szama és egyben a carcinoma kifejléddésének a
lehetdsége (Barrett és mtsai 1992). Ezeknek a markereknek a kimutatisa segitséget
nylUjthatna a magas rizikdji betegek kivalasztdsdban ¢és utankovetésében. Bar
tagadhatatlan tény, hogy az aneuploiditas hidnyaban is kialakulhat az intraepithelialis
neoplasia vagy dysplasia, és sokszor a DNS tartalom megvaltozasat sem koveti
evidensen a carcinoma kifejlédése (Gleeson és mtsai 1998). Valdjaban soha nem
egyféle valtozas idézi el a daganat kialakulasat, hanem tobb helyen kialakult genetikai

karosodas (Sharma és mtsai 2004).

4.2.4. A genom fenntartasa és az apoptozis

Az osztodd sejtekben a DNS pontos masoldsa a kromoszémak normalis
szamanak fenntartasa és minden ellendrzés szintén a génekben kodolt fehérjék feladata.
Léteznek olyan fehérjék, amelyeknek a szerepe a hibasan replikalodott DNS kijavitasa,
igy a genom stabilitasanak fenntartasa (Vogelstein és mtsai 1988). Ha a genom
valamilyen okbol kéarosodik, a sejtciklus folyamata a G1 fazisban megall addig, amig a
hiba ki nem javitodik. A javitast a DNS-repair enzimek és enzimkomplexek végzik.
Amennyiben a genomban keletkezett hibat nem sikeriil kijavitani, a (mar emlitett) p53
eldsegiti az apoptdzist, vagy mas néven a programozott sejthalalt (Hanas és mtsai
1999). Az apoptdzis a sejtek nekrozisaval szemben egy aktiv, energiat igényl6 folyamat,

amely 0j gének expressidjaval és fehérjék szintézisével jar (Vogelstein és mtsai 1988).
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Az apoptdzis soran endonukledzok aktivalédnak, és a DNS-t a nukleoszomak kozott
elvagjak, majd az igy keletkezett darabokat még kisebb darabokra hasitjak . A fehérjék
hasitasaban a kaszpazok vesznek részt, amelyek egy proteolitikus kaszkadot alkotnak.

Az apoptozist szabalyozé kiilsé tényezOk a novekedési faktorok, citokinek,

hormonok stb. Jelenlétiik a sejttipustol, a kdrnyezettdl és a konkrét szignaltdl fliggden
megakadalyozhatja az apoptozist, mig a szignal hidnya el is indithatja azt, vagy éppen
forditva, a szignal megjelenése inditja be a folyamatot.
Az utdbbira példa a TNF (Tumor Nekrozis Faktor) citokin csalad, melynek tagja az
un. Fas-ligand és a TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) is. A Fas-ligand
a citotoxikus T-lymfocitak és natural killerek felszinén elhelyezkedé olyan fehérje,
amellyel a T-lymfocitak a sejtek Fas-receptoraihoz kotddnek és a receptoron keresztiil
kivaltjak a célsejt apoptozisat, példaul tumor sejtek esetében (Tselepis és mtsai 2000).
A receptor a citosolba nyuld részén egy specialis domén helyezkedik el, amelyet death-
doménnek neveznek: ligand kotésre hozza kotédik két, ugyancsak death-doménnel
rendelkezd citosol fehérje , FADD és a TRADD, amelyek ezek utin tobbszoros
attétellel aktivaljak a kaszpazokat (Wong és mtsai 2001). A Fas-receptor normalisan
megtalalhat6 az epithel sejtek felszinén, mig a limfocitak mind a Fas- receptort mind a
Fas-ligandot expressaljak. A tumor sejtek felszinén megjelend Fas-ligand
hozzékapcsolodhat a citotoxikus T-limfocitdk és natural killerek Fas-receptoraihoz és
igy a tumorsejtek helyett ezekben indul be az apoptdzis. Maguk a tumorsejtek azonban
elkeriilik az apoptézist, azzal, hogy egyszerlien nem teszik ki a sejtek felszinére Fas-
receptorokat. A Fas-ligand felszaporodasat figyelhetjiikk meg a nyel6csé nyalkahartya
sejtjeiben Barrett metaplasiaban, dysplasiaban és mar kifejlodott adenocarcinomaban,
s6t a Fas-ligand pozitiv sejtek aranya korrelal a dysplasia mértékével (Tselepis és mtsai
2000).

A Bcl-2 (B-cell leukaemia gene-2) a 18921 kromoszoman elhelyezkedd
onkogén, amelynek az apoptozis gatlasadban van nagy szerepe. Egy tanulmény szerint,
normal esetben az epithelium basalis membranjadban mutathat6 ki, melynél 1ényegesen
erésebb expressiojat mutattak ki metaplasias mintak 72%-aban, LGD-ban 76-100%-0s,
HGD-ban 0-25%-o0s, adenocarcinomaban 0-20%-os volt az el6fordulasa. Ugyanez a
tanulmany az apoptozisban fontos Ki-67 (Sejt proliferaciés marker) kimutathatésagat is

vizsgalta: LGD-ban a Ki-67 expressio novekedése 14%-ban, a p53 7%-ban, HGD-ban a
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Ki-67 a mintak 73%-aban, a p53 60%-ban, adenoracinomaban Ki-67 87%-ban, a p53
85%-ban volt kimutathato (Rioux — Leclercq és mtsai 1999).

Gyakran eléfordulé valtozds a nyelécs6 adenocarcinomaban  egy
tumorsupressor, az APC (adenomatous polyposis coli) gén modosuldsa, amely az

5921 locuson helyezkedik el, és szerepet tulajdonitanak neki a sejtek kozotti adhaesio

crer

crer

praecmalignus szovetmintakban, csak daganatos szovetekben (Kawasaki és mtsai 2000).
Az APC-gén hypermetilacidja esetén a metaplasia-displasia-adenocarcinoma
szekvencia progresszidja varhatd. Igy korai jele lehet a neoplasztikus progresszid

beindulasanak (Kawasaki és mtsai 2000).

4.2.5. Telomerak valtozasa

A telomerak a kromoszoémak végén talalhato, és a kromoszomak integritdsanak
¢s stabilitasdnak megdrzésében szerepet jatszo régiok. Ezeknek a szekvencidknak a
hossza eltérd a kiilonbozd sejttipusokon beliil, illetve bizonyos sejttipusok esetében az
iddvel is valtozhat. Ugyanis az osztddasok szdmatol fliggéen egyre rovidebbek lesznek
a kromoszomak telomer régioi. Egy bizonyos rovidséget elérve a sejtek nem osztoédnak
tovabb, és belépnek az apoptdzis fiziologias folyamataba (Horikawa és Barrett 2003). A
gyakran o0sztodo sejtekben, mint az ivarsejtek, csontvel, haemopoetikus sejtek,
embrionalis sejtek és az Ossejtekben biztositja, hogy a replikacid sordn ne révidiiljon a
DNS szal. Ezt a mechanizmust hasznaljdk a tumor sejtek iS. Malignus
transzformacioban a telomerek nem rovidilnek tovabb az osztédasokkal, mert a
telomeraz reverz transzkiptaz (h TERT) gén aktivalodasanak kovetkeztében a
telomeraz szint megemelkedik a daganatos sejtekben (Horikawa és Barrett 2003). Egy
tanulmany in situ hibridizacids technikaval kimutatta, hogy a telomerdaz RNS szint a
nyelécsé adenocarcinoméak 100%-4ban, HGD mintdk 70%-aban nagymértékben
emelkedett. Emellett a metaplasias esetek egy részében és LGD mintakban, kisebb
mértékben ugyan, de ki lehet mutatni pozitivitast (Kawasaki és mtsai 2000). A

telomerdz enzim a normal epithelidlis dssejtekben nagyon minimalis mennyiségben
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mutathato ki. A pontos megismerése a folyamatnak ¢s a telomeraz aktivitas rutinszert

kimutatasa még tovabbi vizsgalatokat igényel (Kolligs és mtsai 2002).

4.3. Gyulladas és malignitds

Harom kiilonb6z6 gyulladasos mediatort irtak le, amelyek szerepet jatszhatnak a
daganatok kifejlédésében: reaktiv oxigén és nitrogén molekuldk, citokinek és a
prostaglandinok. Mindezek hatdsdra a DNS karosoddsok olyan nagy szamban 1épnek
fel, amelyeket a normal reparativ mechanizmusok nem képesek helyredllitani és ez
szerepet jatszik a metaplasia-displasia-adenocarcinoma progressziojaban (Fitzgerald és
Farthing 2003).

A reaktiv oxigéngyokok karosodast okoznak a DNS-ben, a proteinekben és a
lipidekben is, igy eldsegitik a tumorok kialakulasat. Kimutattdk, hogy mind a sav
indukalta reaktiv oxigéngyokok mind a nitrogén-monoxid (NO) képes a DNS-ben
double-strain toréseket 1étrehozni, igaz mas-mas mechanizmussal. Ezek a karosodasok
foként az S-fazisban 1évo sejteket érintették (Singh és mtsai 1998). A Nitrogén Oxigén
Szintetdz (INOS) expressigja szintén befolyasolja, mint koztes faktor, a metaplasiabol
az adenocarcinoma kifejlédését (Watson 2000). Az iINOS-gén mRNS szintjének a
megemelkedését  talaltdk  76%-ban  metaplasias  szovetekben és  80%-ban
adenocarcinomaban (Wilson és mtsai 1998). A reaktiv oxigéngyokok ellen védod
antioxidans enzim, a glutation-S-transferdz egyre alacsonyabb szintjét szintén
kimutattak a metaplasia-displasia-adenocarcinoma szekvencia soran (Singh és mtsai
1998).

Vannak adatok, amelyek arra utalnak, hogy a non-szteroid gyulladascsékkent6k
(NSAID) rendszeres szedése védelmet jelent az adenocarcinoma kialakulasaval
szemben (Shirvani és mtsai 2000). Az NSAID-ok célpontja a ciklo-oxygenaz enzim
(COX), amelynek két altipusa ismert a COX-1 ¢és a COX-2. A COX-2 a
sejtmembranhoz kotddd glikoprotein, amelynek oxidaldo hatidsara arachidonsavbol
prosztaglandin keletkezik. Kimutatott, hogy a COX-2 enzim, termékei révén jelentds
szerepet jatszik a carcinogenezisben, a sejtproliferaciora, az angiogenezisre €és az
apoptozisra gyakorolt hatasa révén (Farrow és mtsai 1998). A COX-2 tipusu enzim

jelentdsen megnovekedett expressigjat mutattak ki nyel6csé adenocarcinomaban és
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Barrett-metaplasias szovetmintakban (Shirwani és mtsai 2000). Ex vivo kisérletek
igazoljak, hogy Barrettes biopszids mintdkon, savas ill. epés reflux képes meginditani a
COX-2 enzim taltermelddését ¢és a prosztaglandin-E2 (PGE2) megndvekedett
felszabadulasat (Kaur és Triadafilopoulos 2002). Ennck a Kkisérletsorozatnak a
folytatasaként szelektiv COX-2 gatlok adasara (NS-398) vagy protein kinaz-C (PKC)
gatlasanak eredményeként dramaian lecsokkent a PGE2 termelddés, és az ex vivo
szovetmintakban megallt a Barrett-ham illetve az adenocarcinoma proliferacioja
(Shirvani és mtsai 2000). Allatkisérletek alapjan egyértelmiien megallapitottak, hogy a
reflux okozta COX-2 enzimszint emelkedés szerepet jatszik az adenocarcinoma
kialakulasaban (Lerut-féle modell). A patkanyokban az alkalmazott szelektiv és nem
szelektiv COX gatlok hatasara 55%-al csokkent az adenocarcinoma kifejlddésének
rizikdja, a placebo kontrollhoz képest. Ezzel jol korrelalt a ciklo-oxigendz gatlot kapott
allatokban a PGE2 szint csokkenése is (Buttar és mtsai 2002). Mindezek azonban
egyelore csak allatkisérletekben bizonyithatok. Ahhoz, hogy megtudjuk, az embereknek
adott protonpumpa gatlok, és a veliik egylitt adott COX-2 gatlok milyen hatést fejtenek
ki a Barrett-nyeldcsében, még nagyon sok randomizalt tanulmany kiértékelésre van
sziikség (Shirvani és mtsai 2000).

A GERD kronikus gyulladast okoz a nyeldécsOben, ami citokinek expressiojaval
jar, mint az IL-18, IL-8, NF-kB. Ezeket a citokineket metaplasias mintakbol ki is lehet
mutatni. Erdekes, hogy nem csak az infiltralé gyulladasos sejtek, hanem maguk a
metaplastikus epithel sejtek is termelnek IL-1B-t, IL-8-t és IL-10-t (Shirvani és mtsai
2000).

4.4. \aszkularizdacio és szoveti invdzio

A tumor novekedéséhez az ellatd érrendszer kifejlodésre is sziikség van, nem
meglepd tehat, hogy az angiogenezishez sziikséges ndvekedési faktorokat, mint a
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) megnovekedett expressidjat lehet
kimutatni a nyeldcsé adenocarcinoma esetében és ez Osszefligg az angiolimfatikus
invaziéval. A vaszkularizaci6 kialakuldsa korai prognosztikai jele a Barrett carcinoma
kifejlodésének. Megjelennek a kronikus gyulladasos mediatorok is a VEGF mellett,

amelyek ugyancsak a vaszkularizaciot segitik eld, ilyen mediatornak tekintheté a bFGF
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(basic fibroblast growth factor), az IL-16 (interleukin), interleukin-6, a TNF-alfa
(tumor necrosis factor), NO (nitrogen oxid) (Couvelard és mtsai 2000).

Régota ismert tény, hogy human daganatokban a sejt-sejt kozotti adhésio
metastasis képzodést. A kadherin-E, kadherin-P elnevezésii proteineknek szerepet
tulajdonitanak az adenocarcinomdk metastasis képzésében. A fenti proteinek hidnyaban
vagy csOkkent jelenlétében a sejtek migracidos képessége novekszik. A kadherinek
expressiojanak  csokkenése a  metaplasia-displasia-adenocarcinoma  szekvencia
elindulasra utal (Tanapfel 2004).

A kateninek két mechanizmus Utjan befolydsoljdk a metaplasiabol az
adenocarcinoma kialakulasat. Egyrészt a kadherinekhez kotédve a kalcium-dependens
sejt-sejt kozotti adhaesio legfontosabb mediatorai. A B-katenin normal sejtekben, a
citoplazmaban elhelyezked6 kadherin-E farokrészéhez ko6tddik (Kolligs és mtsai 2002).
Masrészt a kateninek az APC (adenomatosus polypus coli) tumor supressor proteinnel
egymasra hatnak. Az APC protein inaktivacioja kovetkeztében emelkedik a szabad
cellularis B-katenin szint, ami nem ko6tddik a kadherinekhez €s bejutva a sejtmagba,
képes beleszolni bizonyos gének transzkripcios folyamataiba (c-myc, ciklin-D1)
(Kolligs ¢és mtsai 2002). Nyel6csé adenocarcinomaban emelkedett B-katenin szintet
mutattak ki mind a sejtmagban, mind a citoplazmaban, ugyanakkor a B-katenin
mutaciojat nem sikeriilt kimutatni (Vogelstein és mtsai 1988). Normal Barrett
nyeldcsdben, ahol nincs jele a diszplazianak els@sorban a sejtmembranban mutathato ki
B-katatenin jelenléte (Stolte és Vieth 2002).

Az aldbbiakban 0Osszefoglaloan felsoroljuk az értekezésben szerepld kiillonbozd

molekulargenetikai valtozasokat, nyeldcsd adenocarcinomak esetén:

o A sejtciklusvaltozas: PCNA és Ki-674
e Onkogének: c-erbB2-gén (Her-2)A
EGFRA
TGF-alfafh
src-gén (c-myc)Ah

K-rasfh
Ciklin-D1n
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e Tumorszupresszorok: Rb-gén W

p16 W
p27 ¥
p21 A
pS3 AN

e Apoptozis : Fas-ligand(TNF) A
Bcl2 A
APC A

e Telomerazok: hTERT
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5. CELKIUZESEK

A Barrett metaplasianak mint praemalignus folyamatnak az ismerete és korai
felismerése olyan kulcs lehet a keziinkben, amivel kozelebb juthatunk az utdbbi
¢évtizedekben jelentdsen emelkedd incidencidt mutatd, nyeldcsé adenocarcinoma korai
felismeréséhez ¢€s sikeres gyogyitasdhoz. Tudjuk a statisztikai adatokbol, hogy Barrett
metaplasia jelenléte esetén a nyel6cs6 adenocarcinoma kifejlddésének az esélye 30-125-
szOr nagyobb a normal populaciohoz képest (Jenkins és mtsai 2002). Hogyan tudjuk
id6ben felismerni olyan esetekben a Barrett metaplasiat, akiknél soha nem fordultak el
a GERD-re jellemz6 refluxos tiinetek? A refluxos tiineteket nem produkalod populaciora
hogy a Barrett nyeldcs6 kialakuldsdban a kronikus refluxnak jelentds szerepe van, a
Barrettesek 40 %-anak soha nem volt GERD-re jellemz6 tipusos tiinete (Offerhaus és
mtsai 2003). Ezért a reflux betegség felismerése és utankovetése Onmagaban nem
elegendd a Barrett jelenség korai felismeréséhez és ezaltal a nyel6cs6 adenocarcinoma
incidenciajanak csokkentésére.

A Barrett metaplasia endoszkopos utankovetése a folyamat multicentrikus
elhelyezkedése, a diszpldzia mértéke, a kialakuld nyirokcsomd metasztdzisok
felismerése, a mucosa és submucosa érintettsége szamos olyan diagnosztikus problémat
vet fel, amire még napjainkban sem taldlunk egyértelmli valaszokat. Az endoszkdpos
ablativ kezelés és mucosectomia vagy a csokkentetett radikalitast sebészeti mitét (pl.
Merendino-miitét) a gasztroenterologusok és sebészek kozott tovabbra is élénk
vitatéma.

A savas és epés reflux mellett a rizikdcsoportok genetikai vizsgélata segit
azoknak a prognosztikai faktoroknak a korai felismerésében, amelyek szerepet
jatszanak a metaplasia-displasia-adenocarcinoma kialakulasaban. Rizikocsoportnak
tekintjiikk eddigi ismereteink alapjan az 50 és 70 év kozotti életkorban levé fehér, obes
[BMD 30] férfiakat, akiknél legalabb 10 éve fennallnak a refluxos tiinetek (Hanas és
mtsai 1999). Ezeknél a betegeknél a genetikai biomarkerekkel kiegészitett utankdvetés
ad reményt a nyel6csd
adenocarcinoma minél koraibb stadiumban torténd felismerésére. Nem valoszinii, hogy

egy vagy két genetikai marker felismerése elég lenne a diagnézis felallitasahoz, hiszen
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szdmos genetikai valtozas egyideji fellépése sziikséges a betegség kialakuldséhoz.
Minden carcinoma esetében megtalalhatd valamilyen genetikai kdrosodas, amely ijabb
¢€s ujabb zavarokat indukal az id6 elérehaladtaval. A kifejlodott carcinomaban, mar igen
heterogén kérosodasokat talalunk. Ezért egyszeribb a carcinoma kifejlodése elott
tanulmanyozni az ép nyel6csé hamban kialakuld genetikai valtozasokat, illetve a
gyulladés kiilonb6z6 stadiuméaban megfigyelni a sejtciklussal 0sszefiiggd valtozasokat,
amelyek eldfutarai lehetnek a carcinoma kialakulasanak.

Ertekezésemben két kérdésre kerestem a valaszt. E18szor arra, hogy az eddig
ismert endoszkopos utankovetés és standard biopszidas modszerek mellett milyen j
molekulargenetikai paraméterek immunhisztokémiai vizsgalata segithet benniinket a
Barrett nyel6csé malignizalddasi folyamatanak minél koraibb felismerésében.
Masrészt milyen biztonsaggal alkalmazhatjuk a hagyoményos fénymikroszkdpos

vizsgalatok mellett a virtualis mikroszkopiat és a digitalis kiértékelést.

5.1. A sejtciklussal dsszefiiggd fehérje-expresszios valtozdsok kimutatdsa
az ép és gyulladasos nyelocsoben

Az utobbi években fejlddésnek indult molekulargenetikai ismeretek
felhasznalasaval elinditottunk egy vizsgalatsort. Rutin nyelécsé biopszias mintakbol
immunhisztokémiai vizsgalomodszerek segitségével vizsgaltunk egy sejtciklushan
szerepet jatszo gént (PCNA), protoonkogént (EGFR), tumorsupressor gént (p53), az
apoptozis kimutatdsara az un. TUNEL modszert hasznaltuk,valamint a gyulladdsos
folyamat hatdsdra a metaplasids hamban kialakulo vékonybél tipusi nydk antigént
(SIMA) ¢és vastagbél tipust nyak antigént (LIMA). Arra kerestiik a valaszt, hogy az ép
nyeldcsd, a gyulladasos nyeldcsd €s a potencialisan premalignusnak tekinthetd Barrett
nyelécs6 hamjaban a fentiekben felsorolt fehérje-expresszids valtozasok egymashoz
képest milyen aranyban €s mértékben fordulnak eld. Melyik genetikai marker tekinthetd

potencidlisan korai jelnek a malignus folyamat kialakulasaban.
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5.2. A kiértékelés dsszehasonlitisa hagyomdnyos fénymikroszkopos
vizsgalat és virtualis mikroszkopos vizsgdlat segitségével

A kiértékelést hagyomdnyos fénymikroszkop ¢és virtudlis mikroszkop
segitségével is elvégeztik. A fénymikroszkdpos sejtszamolds rendkiviil idéigényes és
nem teljesen pontos vizsgalati modszer, és csak szemikvantitativnak tekinthetd, ezért
alapvetd célkitlizésiink volt 6sszehasonlitani a laboratériumunkban kifejlesztett virtualis
mikroszkoppal végezhetd digitalis sejtszamolassal. A  digitalizalt metszetekben
Osszehasonlitasképpen a szamitogép altal elvégzett automatizalt szamolasi technikan
kiviil szabad szemmel is megszamoltuk a sejtmagokat. Vizsgalataink célja az
alkalmazhat6 digitalis mikroszkopos technika megbizhatosaganak igazolasa és egy 1j

felhasznalobarat technika bevezetése volt. (10. dbra)
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10. abra: Laboratoriumunkban Kifejlesztett virtualis mikroszkopia
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6. MODSZEREK

A Barrett nyel6csé az egyik legjobb modell a humén carcinogenesis in vivo
tanulmanyozasra, mivel a  metaplasia-displasia-adenocarcinoma  tobblépcsds
folyamatanak megfigyelésére lehetOséget nyujt. A kérdés az, hogy mely pillanattol
valtozik meg a sejtek mitkddése olyan irdnyba, hogy az malignusnak tekinthetd, és
melyek e valtozas jelei. Statisztikai adatokbol latjuk, hogy metaplasia megjelenése utan
a dysplasia és adenocarcinoma nem minden esetben alakul ki. Ez arra utal, hogy a
refluxon kiviil vannak mas faktorok is (genetikai, kornyezeti, taplalkozasi stb.), amelyek
szerepet jatszanak a malignus transzformacio kialakulasaban (Souza és mtsai 2001).

Az endoszkdpos eszkozok technikai fejlodése €és az alapos biopszids protokoll
szigoru betartasa mellett is sokszor késon kerililnek diagnosztizalasra olyan egyedi
esetek, amelyek pedig a szemiink eldtt fejlddnek ki. A molekulargenetikai kutatdsok
tovabbi fejlédése nemcsak a tumor bioldgiai viselkedésére vonatkozd ismereteinket
gazdagitja, hanem adott esetben 1j, korai diagnosztikus lehetdségek tdrhaza nyilik meg
eldttiink. A Barrett nyelécsében zajlé  valtozdsok kutatasadra felhasznaltunk
laboratoriumunk vezet6je Dr. Molnar Béla altal Kifejlesztett virtualis mikroszkopia adta
lehetdségeket. (Biro 2008).

Az utobbi évtizedben kifejlesztésre kertilt digitalis mikroszkop olyan
berendezés, amelyik a hagyomanyos fénymikroszkop altal felnagyitott képet nagy
sebességgel digitalizalja , és ezaltal tarolhatova és tovabbithatova alakitja.

Az eszk0z nagy nagyitast alkalmaz, a hagyomanyos fénymikroszkép 400x szoros
nagyitasat, és igy letapogatja a targylemezeket, ott ahol a vizsgalati anyag helyezkedik
el. Az igy kapott digitalis adatokat a rendszer matematikai modszerekkel, atlagolassal
tomoriti. A tomoritéskor mar nincs analog-digitalis atalakitds. A szamitogép
képernydjén mi mar a digitalis képet latjuk.

Forditott folyamatr6l van sz6, mint ahogyan egy hagyomdényos fénymikroszkdpos
vizsgalat torténik. A fénymikroszkopos vizsgélatkor a patologus eldszor kisebb
nagyitasokkal tekinti 4t a metszeteket, majd eldonti, hogy mely részleteket érdemes
kinagyitani. A digitalis mikroszkop elészor a nagy nagyitasu képet rogziti, majd abbol

allit eld kisebb nagyitast képeket, amelyeket a szamitogép megfeleld adatbazisba
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rogzit. A hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgéalatkor a patologus sajat szisztémaja
szerint tekinti 4t a metszetek kiilonbozo elemeit. A digitalis mikroszkopok a digitalis
metszetek egész sorardl nyerhetnek nagy mennyiségli informaciot, amelyeket a gép az
adatbazisdban rogzit, amit az orvos a diagnozis felllitdsa soran felhaszndlhat a helyes
dontés meghozataldhoz. Ki kell emelni, hogy nem a szamitogép diagnosztizal, hanem
lehetdséget biztosit az orvos szdmara nagysagrendekkel nagyobb mennyiségi
adathalmaz birtokdban a kvantitativ morfoldgiai diagnézis felallitdsdhoz. A digitalis
patologia elterjedésével nemcsak gyorsabb, hanem pontosabb ¢s hatékonyabb a
korismézés. Az 1) generacios képfeldolgozo algoritmusok sok esetben objektivebb és
gyorsabb eredményt adnak, mint a hagyomanyos fénymikroszkopos eljarasok. (Bird
2008).

Roviden szeretném 0Osszefoglalni az elézetes, galaninnal végzett kutatasainkat,
amelyek soran alkalmazott immunhisztokémiai moddszereket tovabbfejlesztettiik a
Barrett nyel6csovel kapcsolatban végzett vizsgalatainkban (Balint és mtsai 2001).

A galanin egy 29 aminodsavbol allo6 neuropeptid, amit eredetileg sertés
vékonybélbdl izolaltak. Késébb kimutattak az agyban és kiilonboz6 fajokban, szdmos
gasztrointesztinalis szervben. Felfedezték a galanin sokféle endokrin és exocrin
funkcidjat a gasztrointesztinalis tractusban ¢€s a pancreasban. Gatld hatast fejt ki
pentagastrin stimulalt gyomorszekréciora, a pancreas enzimszekréciora (Kisfalvi és
mtsai 2001). Fokozza az inzulin szekréciot, a szomatosztain €s gasztrin felszabadulast.
Korabbi vizsgalatainkban igazoltuk a galalanin human- és patkdnyvékonybélre kifejtett
Osszehtizo hatasat, amit immunhisztokémiai vizsgalatokkal is igazoltunk (Balint és
mtsai 2001).

Galaninnal kapcsolatos allatkisérletek torténtek nyel6csére vonatkozoan, és
igazoltak, hogy a galanin csokkenti a nyeldcsd perisztaltikat, ellazitja az alsd nyel6csd
sphinctert, ezaltal fokozza a reflux tevékenységet. Human nyeldcsovel illetve Barrett

nyel6csével kapcesolatos galanin vizsgalatokrol még nem szamoltak be az irodalomban.
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6.1. Betegek és modszerek a sejtciklussal osszefiiggd valtozdsok
kimutatdasdara

Az altalunk vizsgalt mintdkat endoszkopos vizsgalatok soran a nyeldcsébol
vettlik. Nem az endoszkopos kép alapjan, hanem a biopszids mintdk szovettani
értékelése alapjan valasztottuk ki a betegeket. Kivalasztottunk 30 olyan beteget, akiknél
a korabban végzett endoszkopos vizsgalat soran tortént mintavétel szovettani értékelése
Barrett nyel6csére jellemz intestinalis metaplasiat igazolt, dysplasia jelei nélkil. A
kovetkezd vizsgalati csoportba 30 olyan beteget vontunk be, akiknél a szovettani
vizsgalat csak oesophagitist igazolt metaplasia nélkiil. A harmadik csoportba pedig 30
olyan beteget valasztottunk be, akiknél endoszkopos vizsgalat soran makroszkoposan
épnek latszd nyeldcsébdl vettiink biopszat és ezt a képet a szdvettani vizsgélat is
megerdsitette. (1. tdblazat) Referenciaként 10 esetben ép cardiabol vett szovetmintat is
tanulmanyoztunk. /Etikai engedély szama: 20828-5/2012/EKU-(373/P1/12.) ID-
RDO0014/.

1. tablazat. A vizsgilatokba bevont betegek betegcsoportonkénti szima és

legfontosabb adatai

Patologiai diagnozis Esetszam No/Férfi Eletkor (év,
atlag)

Ep nyelécsé 30 10/20 47-80 55.7

Oesophagitis 30 6/24 52-92 68.3

Barrett metaplasia 30 11/19 35-79 75.6

Ep cardia 10 5/5 23-78 61.4
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Az igy kivalasztasra keriilt parafinba agyazott 100 szdvettani blokkbdl ujabb

metszeteket készitettiink, amelyeket immunhisztokémiai modszerekkel megfestettiink.
A festésre Streptavidin-Biotin-Aminoetil-Karbazol (SB-AEC) technikat hasznaltunk.
A metszeteket glicerin-zselatinnal fedtilk. A laboratériumban a LASB2 System-HRP
KO0765 eléhivo rendszert alkalmaztuk. A kdvetkezd géneket vizsgaltuk: PCNA (Clone
PC-10), EGFR-2 (Clone H-11), SIMA, LIMA ( Cas7439-12-9), p53 (Clone DO-7).
(11. &bra)

11. abra Az 6tféle immunhisztokémia marker digitalis mikroszkopos képe, illetve

TUNEL modszerrel megfestett sejtek Barett metaplasiaban /sajat anyag/
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A PCNA (proliferating cell nuclear antigén) kit{iné indikatora a Ki-67-tel egyiitt
a sejtproliferacionak G1/S fazis atmenetben. Mindkét marker immunhisztokémiai és
flow citometrias modszerekkel kimutathaté emelkedését észlelték mikor a metaplasias
sejtek atalakulasa megindul dysplasia iranyaba (Buttar és mtsai 2002). A fenti
biomarkerek kimutatasa mégsem terjedt el a klinikai gyakorlatban (Dagnini és mtsai
1986).

EGFR (Epidemialis Growth Factor Receptor) vagy masnéven c-erbBl-gén, a
7p12-13-as locuson helyezkedik el. Ennek a protoonkogénnek a feler6sodését
detektaltdk a legtobb nyeldécsé adenocarcinoma késdi stddiumdban, amikor mar
nyirokcsomoé metasztazisok megjelenése varhatd (Fennerty és mtsai 1989). (12. abra) A
protoonkogének a  sejtosztodast  serkentik és a  novekedési  faktorok

hatasmechanizmusdban szerepeld fehérjéket kodoljak.

Aol

12. abra. EGFR virtualis mikroszkopos képei
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TUNEL (Terminal dezoxynucleotid transferase-mediated dUTP Nick and
Labelling) immunhisztokémiai metddust hasznaltunk a sejtmag fragmentalodasanak
megjelenitésére tanulmanyunkban Az apoptdzis soran az endonukledzok aktivaldédnak,
¢s a DNS-t a nukleoszomak kozott elvagjak. A fehérjék hasitdsaban a kaszpazok

vesznek részt, amelyek egy proteolitikus kaszkadsort alkotnak. (13. dbra)
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13. abra TUNEL virtualis mikroszkopos képe

A p53 fehérje az egyik legfontosabb tumorsupressor gén a TP53 gén (17p13)
terméke. A rendellenes és miikodésképtelen p53 féléletideje meghosszabbodik ¢és az
ezzel jar6d cellularis p53 koncentracid emelkedése lehetdvé teszi, hogy
immunhisztokémiai modszerekkel is kimutathat6 legyen (McDonald és mtsai 2000). A
fenti gén funkcidjdnak hianya jol korreldl a Barrett carcinomés betegek rossz
prognézisaval (Pavlov és mtsai 2015).

Tanulmanyunkban a nyeldcsében kialakult intestindlis metaplasia talajan
termel6d6 vékonybélre jellemzé nyak antigén SIMA (small bowel intestinal mucus
antigén) és a vastagbélre jellemzé LIMA (large bowel intestinal mucus antigén)
immunhisztokémiai kimutatasat végeztik. A nyel6csd nyalkahartya pluripotens
Ossejtjei a hossza ideig fennall6 alacsony pH érték mellett hengerhdmsejtekké
differencidlodnak, amelyek ellendllobbak a savas gyomortartalommal szemben. A
kehelysejtek megjelenése a disztalis nyeldcsOben biztos diagnosztikus jel a Barrett-
nyeldcsd igazoldsara. A nyaktermeld hengerhdmsejtek €s kehelysejtek altal termelt
mucint immunhisztokémiai és in situ hibridizaciés tesztekkel ki tudjuk mutatni. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok elénye a mucin mRNS in situ hibridizaciés modszerrel

szemben, hogy gyorsabb és egyszeriibb (Arul 2000).
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6.2. Az immunhisztokémia eredmények értékelése fénymikroszkop és
virtudlis mikroszkop segitségével

A vizsgalt 100 szovettani blokkbdl késziilt 600 metszetet készitettiink, mivel
Otféle gén €s az apoptdzis immunhisztokémia jelatvitelét vizsgaltuk. Az igy elkésziilt
600 metszetet ezutan fénymikroszkdppal, majd digitalizalas utdn virtualis
mikroszkdppal is megvizsgaltuk. Minden egyes metszeten 1000-1000 sejtet szamoltunk
meg, ¢és ezen beliil elkiilonitettiik az immunhisztokémiailag pozitiv sejteket. (2. tablazat)
A szamitogépen digitalizalt metszeteken elészor szabad szemmel végeztik el a
sejtszamolast, majd ugyanezeken a metszeteken a laboratdériumunkban kifejlesztett
automatikus sejtszdmolasi technikaval. Az automatizalt sejtszdmolédsi folyamatban
eldszor az epithelialis felszint és a mirigystruktarakat kiilonitettiik el, majd ezt kovette

az immunhisztokémiailag pozitiv sejtek meghatarozésa és leszamolasa.

2. tablazat. A vizsgalt mintak megoszlasa esetenként

Nyel6csd Gyomor- | Leszamolt

cardia sejtek
Egészséges 30 10
Barrett- 30 - 1000/eset
metaplazia
Reflux 30 -

oesophagitis

A vizsgalatainkba bevont 600 immunhisztokémia metszeten, az alkalmazott haromf¢le
sejtszamolasi technikaval kapott eredményeket statisztikai elemzéseknek vetettiik ala,
azzal céllal, hogy a megfigyelt hatféle immunhisztokémiai paraméter valamelyikében
talalunk-e érdemi eltérést a tobbihez képest. A paraméterek statisztikai elemzésre
diszkriminancia analizist alkalmaztunk. A diszkriminancia analizis tobbvaltozos
statisztikai elemzést jelent, amelyben azt vizsgaljuk, hogy lehet-e valamilyen vizsgalt

jellemzok alapjan szétvalasztani az egyes csoportokat.
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7. EREDMENYEK

7.1. A sejtciklussal osszefiiggo valtozasok kimutatdasa ép nyeldcsoben,
oesophagitisben és Barrett metaplasiaban

A PCNA expressio az ép nyeldcsoben és az €ép cardiabol vett mintakban
szignifikansan alacsonyabb volt, mint reflux oesophagitisben. Szignifikdns kiilonbség
mutatkozott p53, a TUNEL moédszer és az EGFR vonatkozasaban az ép
nyeldcsOmintak és a Barrett metaplasids mintak kozott. A metaplasids ham altal termelt
nyak antigénének (SIMA, LIMA) esetében egyik vizsgélati csoportban sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (3. tdblazat). Vizsgalatainkbol latszik, hogy mar a gyulladas
illetve a metaplasia stadiumaban is fellépnek szignifikdns eltérések a kiilonféle
biomarkerek expresszidjaban, amelyek a korai diagnosztikaban és esetleg a klinikai

gyakorlatban is rutinszeriien alkalmazhatok lennének.

3. tablazat. Vizsgalati eredmények a harom diagnosztikus csoportban /sajat anyag/

Elnevezés PCNA SIMA LIMA P53 TUNEL EGFR
Index + /- SD
Ep nyel8esé |0.6240.15*% |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 0.7140.13  |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 +820.05 %20.05

A sejtciklussal 0sszefliggd fehérje expressids vizsgalatok fontos informécidkkal
szolgalhatnak a reflux oesophagitis és a Barrett metaplasia sejtkinetikai valtozasainak
megértéséhez. A vizsgalatainkban hasznalt hatféle immunhisztokémiai paraméter
valtozasait megfigyeltiik fénymikroszkoppal és virtualis mikroszképpal egyarant. A
hagyoméanyos  fénymikroszkopos  vizsgalat rendkiviil idéigényes ¢és  csak
szemikvantitativ kiértékelésre ad lehetdséget. A digitalizalt metszeteket virtualis
mikroszkdp alkalmazasaval szabad szemmel a szdmitogép monitorjarol szamoltuk meg,
illetve automatizalt sejtszamolas segitségével. Ezaltal konnyebbé, gyorsabba,
megbizhatobba, azaz felhaszndlobarattd lehet tenni a vizsgalatot. A hagyomanyos
fénymikroszkopos sejtszamolas soran egy-egy metszet attekintése, és 1000 sejt

megszamolasa atlagosan 90-120 percet vett igénybe. Ugyanezt a digitalizalt
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metszeteken 1ényegesen rovidebb id6 alatt atlagosan 25-30 perc alatt tudtuk elvégezni.
Figyelembe véve az atszamolt 600 metszetet jelentds mennyiségli id6t és energiat
sporolhatunk meg a metszetek digitalizalasaval és kiilondsen a virtualis mikroszkopia
bevezetésével.

Az alkalmazott statisztikai elemzé program alapjan a digitalizalt metszetek és a
fénymikroszkopos metszetek kiértékelése kozott szignifikans kiilonbség nem volt. (4.

tablazat)

4. tablazat. Fény- és virtualis mikroszkoppal vizsgalt adatok dsszehasonlitasa

Vizsgalt paraméterek Fénymikroszkop/Virtualis mikroszkép (Spearmann
R?)
PCNA 0,98
p53 0,94
SIMA 0,87
LIMA 0,92
EGFR 0,82
TUNEL 0,97

1.2. A vizsgalt mintdk statisztikai elemzése diszkriminancia analizis
alapjan.

7.2.1. Virtualis mikroszképia

Az Osszes marker egylittes alkalmazasa esetében oOriginal és kereszt-validalt
szamitasokat alkalmaztunk, az els6 besorolja a markerek mért adatai alapjan a mintakat,
mig a Kerszt-validalt megkdozelités mintak kihagyasaval és bevonasaval egy szigorubb
értekelési rendszert allit fel. A harom diagnosztikus csoportot az aldbbi szadmokkal

lattuk el:
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0 - ép nyel6cso

1 - oesophagitis

2 — Barrett metaplazia

A tablazatban piros szinnel jeldltiik a mintdk megfeleld besorolasat, feketével pedig
ezek szazalékos megoszlasa lathat6. Original megkdzelitésben 19 egészséges sorolodott
az egészséges csoportba, 22 oesophagitises az oesophagitises csoportba, 14 Barrettes
pedig a Barrett metaplazias csoportba. Maradva az egészséges csoport besorolasanal 5
mintat az oesophagitis csoportba, 6 mintat pedig Barrett csoportba sorol: 19+5+6=30
minta. Ez szazalékban kifejezve 63.3%, 16.7% és 20%.

Oesophagitis estén: 22+2+6=30. Ugyanez szazalékban kifejezve 73.3%, 6.7%, 20.0%.
Barrett metaplasia esetén: 14+7+9= 30. Szazalékban: 46.7%, 23.3%, 30.0%.

Az eredeti szamitasos modszer esetében 61.1%, Cross-validalt megkdzelités esetében

mintdknak 55.6 %-a sajat csoportjaba sorolddott. (5. tablazat)

5. tablazat. Diszkriminancia analizis eredményei 6 marker esetén

Klasszifikacios eredmények a,c

Tipus | El6rejelzett csoportbesorolds | Osszes
0 1,0 2,0
0 19 5 6 30
Szam 1,0 2 22 6 30
- 2,0 7 9 14 30
Original a,c
0 63,3 16,7 20,0 100,0
% 1,0 6,7 73,3 20,0 100,0
2,0 23,3 30,0 46,7 100,0
0 18 5 7 30
Szam 10 |4 19 7 30
, 2,0 7 10 13 30
Kereszt-validalt b
0 60,0 16,7 23,3 100,0
% 1,0 13,3 63,3 23,3 100,0
2,0 23,3 33,3 43,3 100,0
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a. az Original szamitdsi modszerrel az esetek 61,1%-a kertilt a sajat csoportba.
b. a Kereszt-validalt szamitasi modszer figyelembe veszi az Gsszes adatot, amelyet
Osszevet a koros adatokkal

c. a Kereszt-validalt szamitasi modszerrel az esetek 55,6%-a keriilt a sajat
csoportba

Fékomponens elemzés képén a csoportok az alabbiak szerint néznek ki. (14. abra)

Kanonikus diszkriminancia analizis

tipus
Qo
5,0 < 1
n Csoport centroid
2,5
¢ 00 :
as © "‘j@O )
0 O Q 1 A
i D ,J. X.L“ :
- r 9 7 QO
c o
=]
(4
-2,571
5,0
T T T T T
-50 -25 00 25 50
Funkcié 2

14. abra Dimenzié redukcios modszer alkalmazasa hat valtozo esetén virtualis
mikroszkopia soran /sajat anyag/
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A két leghasznosabb vizsgalati konzekvenciat a PCNA ¢s TUNEL vizsgalatok
adtak, melyek egylittes hatdsa megkozeliti a 6 marker egylittes hatasat. A mintak 58.9%,
kereszt-validalt vizsgalati modban 56.7%-t sorolja megfeleléen. (15. abra, 16. abra I-11.

1rész)

6. tablazat Diszkriminaciés analizis eredményei 2 marker esetén

Klasszifikacios eredmények a,c

Tipus | Elérejelzett csoportbesorolas [Osszes
0 1,0 2,0
0 17 6 7 30
Szam 1,0 2 24 4 30
2,0 8 10 12 30
[Original a,c
0 |56,7 20,0 23,3 100,0
% 10 |67 80,0 13,3 100,0
2,0 26,7 33,3 40,0 100,0
0 6 7 30
Szam 1,0 2 24 4 30
2,0 9 11 10 30
Kereszt-validalt b
0 |56,7 20,0 23,3 100,0
% 1,0 |67 80,0 13,3 100,0
2,0 30,0 36,7 33,3 100,0

a. az Original szamitasi mddszerrel az esetek 58,9%-a kertilt a sajat
csoprotba

b. a Kereszt-validalt szamitasi modszer figyelembe veszi az Gsszes adatot,
amelyet 6sszevet a koros adatokkal

c. a Kereszt-validalt szamitasi modszerrel az esetek 56,7%-at igazolta (6.

tablazat)
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Kanonikus diszkriminancia analizis

tipus
Oo
- 1
50 2
B Group Centroid
o
25 -
(o]
~ 0,07
2 © o
‘O 2
~ o
5 o
(5
25+
-5,0
T T T T T
-50 -25 00 25 50

Funkcid 1

15. abra. Dimenzio redukcios méodszer két valtozo esetén (PCNA és TUNEL)
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7.2.2. Fénymikroszkdpia

Az 0Osszes marker egylittes hasznalata esetében oOriginal és kereszt-validalt
szamitasokat alkalmaztunk, éppen gy, ahogy a virtualis mikroszkopia soran. Az els6
besorolja a markerek mért adatai alapjan a mintdkat, mig a kereszt validalt megkdozelités
mintdk kihagyéasaval és bevonasaval egy szigorubb értékelési rendszert allit fel. A
harom diagnosztikus csoportot is hasonléan neveztiik el:

0 - ép nyel6csod
1 - oesophagitis

2 — Barrett metaplasia

A téblazatban piros szinnel jeloltiik a mintdk megfelelé besorolasat, feketével
pedig ezek szazalékos megoszlasa lathatod. Original megkdzelitésben 21 egészséges
sorolodott az egészséges csoportba, 22 oesophagitises az oesophagitises csoportba, 17
Barrettes pedig a Barrett csoportba. Maradva az egészséges csoport besorolasanal 5
mintat az oesophagitis csoportba, 4 mintat pedig Barrett csoportba sorol: 21+5+4=30
minta. Ez szazalékban kifejezve 70%, 16.7% és 13.3%.

Oesophagitis esetén: 22+1+7= 30. Szazalékban kifejezve:73.3%, 3.3%, 23.3%
Barrett metaplasia esetén: 17+6+7=30. Szazalékban: 56.7%, 20.0%, 23.3%

Az eredeti szamitasos modszer esetében 66.7%, kereszt-validalt megkozelités esetében
58.9%-a a mintaknak sajat csoportjaba sorolodott. Ezek az értékek kicsivel magasabbak,
mint a virtualis mikroszkdpos eredmények ahol 61.1% volt az eredeti szadmitdsban az

eredmény, kereszt validaltban pedig 55.6%.
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7. tablazat Diszkriminacios analizis 6 marker esetén /sajat anyag/

Klasszifikacios eredmények a, ¢

Tipus [Eldrejelzett csoportbesorolds [Osszes
0 1,0 2,0
0 21 5 4 30
Szam 1,0 1 22 7 30
20 |6 7 17 30
|Original a,c
0 70,0 16,7 13,3 100,0
% 1,0 3,3 73,3 23,3 100,0
2,0 20,0 23,3 56,7 100,0
0 21 5 4 30
Szam 1,0 2 20 8 30
20 |6 12 30
Kereszt-validalt b
0 70,0 16,7 13,3 100,0
% 10 16,7 66,7 26,7 100,0
2,0 20,0 40,0 40,0 100,0

a. az Original szamitasi modszerrel az esetek 66,7%-at sorolta a megfeleld

csoportba

b. a Kereszt-validalt szamitasi modszer figyelmbe veszi az 6sszes adatot, amelyet
Osszevet a koros adatokkal
c. a Kereszt-validalt szamitasi mddszerrel az esetek 58,9%-at sorolta a megfeleld

csoportba (7. tablazat)
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A két leghasznosabb vizsgalati konzekvenciat a PCNA és TUNEL vizsgalatok
adtak, melyek egyiittes hatdsa megkozeliti a 6 marker egyiittes hatasat. A mintak 63.3%,
kereszt-validalt vizsgalati modban 63.3%-t sorolja megfeleléen. Ezek az értékek kicsit
jobbak, mint a virtudlis mikroszkop esetében kapott 58.9% az eredeti szamitas esetében

¢s 56.7% a kereszt-validalt vizsgélati modban.

8. tablazat Diszkriminacios analizis 2 marker esetén /sajat anyag/

Klasszifikaciés eredmények a,c

Tipus |Elérejelzett csoportbesorolas [Osszes
0 1,0 2,0
0 19 6 5 30
Szam 1,0 1 25 4 30
2,0 7 10 13 30
|Original a,c
0 163,3 20,0 16,7 100,0
% 1,0 3,3 83,3 13,3 100,0
2,0 23,3 33,3 43,3 100,0
0 19 6 5 30
Szam 1,0 1 25 4 30
2,0 7 10 13 30
Kereszt-validalt b
0 163,3 20,0 16,7 100,0
% 1,0 3,3 83,3 13,3 100,0
2,0 23,3 33,3 43,3 100,0

a. az Original szamitasi modszerrel az esetek 63,3%-a kertilt a megfeleld

csoportba

b. a Kereszt-validalt szamitasi modszer figyelmbe veszi az dsszes adatot,

amelyet Osszevet a koros adatokkal

c. a Kereszt-validalt szamitasi modszerrel az esetek 63,3%-at sorolta a

megfelelé csoportba. (8. tablazat)
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A fénymikroszkoéppal ¢és virtuadlis mikroszképpal elvégzett sejtszamolast
statisztikai elemzését diszkriminancia analizis alapjan Osszegeztiik. A statisztikai
adatokbol megallapithatdo, hogy hat valtozd egyiittes kiértékelése esetén a harom
diagnosztikus csoportot el tudtunk kiiloniteni, mindkét vizsgalati metodusban
megkozelitdleg 60-70%-o0s biztonsaggal. A fénymikroszkopos sejtszamolas statisztikai
adatai néhany szazalékkal jobbak voltak, mint a virtualis mikroszkopia adatai, de
szignifikans kiilonbséget nem mutattak. Mindezek alapjan megallapithat6, hogy Barrett
metaplasia diagnosztikdjdban hasznéalt immunhisztokémia festési eljarasokkal jelolt
biomarkerek  kiértékelésében a szemikvantitativ, idéigényes fénymikroszkopos
vizsgalatok helyett , biztonsaggal alkalmazhatjuk , gyorsabb , kvantitativ virtualis
mikroszkdpos technikat.

Természetesen mint minden Uj eljardsnak az elterjedése az anyagi kérdésen tul a

szakmai elfogaddson is mulik .
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8. MEGBESZELES

8.1. A sejtciklussal osszefiiggd valtozasok ép és gyulladdsos nyelocsoben

Munkam soran a kronikus gastro-oesophagealis reflux talajan kifejlodé Barrett
metaplasidnak, mint praemalignus folyamatnak a tanulményozésat végeztem nyeldcs6
biopszias mintadkban. A Barrett nyeldcsé kialakuldsanak korai felismerése olyan kulcs
lehet a keziinkben a késébbiek soran, amivel kozelebb jutunk az utobbi évtizedekben
jelentés novekedést mutatd nyeldcsd adenocarcinoma korai felismeréséhez €s sikeres
gyogyitasahoz.

Az altalunk végzett tanulmanyban megfigyelt kiilonféle biomarker valtozasok is
felhivjak a figyelmet arra, mar a gyulladds és metaplasia stddiumaban is fellépnek
szignifikans eltérések, amelyek a korai diagnosztikaban, esetleg a klinikai gyakorlatban
IS rutinszerlien alkalmazhatok lennének. Az alabbi tablazatban lathatjuk a Barrett
nyeldcsOben eddig ismert és kutatott genetikai valtozasokat és azokat a vizsgalatokat,
amelyek a napi klinikai gyakorlatokban mar alkalmazasra keriiltek. (Fl&jou 2005) (9.
tablazat)

9. tablazat Molekularis biomarkerek valtozasa Barrett nyelocsoben, daganatos

atalakulas soran - diagnosztikus hasznalatuk a klinikai gyakorlatban

Biomarkerek Viltozasok Gyakorlati alkalmazas
Proliferacios faktorok

novekedése

Immunhisztokémia Ki 67 expresszio6 HGD-ben | ++

Flow citometria G2-M fazis novekedése +

Sejtciklus szabalyozasa

pl6 (CDKN2A) Heterozigotizmus korai | -
elvesztése, késoi
hipermetilaci6 a masodik

allélban
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ciklin D1 és E

Az expresszio

megndvekedése daganatban

GF ¢és GFR (ndvekedési

faktorok)

TGFalfa, EGF Az expresszio | -
megnovekedése daganatban

EGFR Fokozott amplifikécio | -
daganatban

c-erbB2 (Her-2) Kevésbé gyakori | -

overexpresszid mint EGFR

Tumor szupresszor gének

p53 Gyakori mutacio HGD-ben | ++
¢s daganatban

APC Heterozigotizmus korai | -
elvesztése €s  promoter
metilacid

Rb Ritkan eléfordulas -

Sejtadhézio

E-cadherin Expresszio csokkenése | +/-
daganatban

béta catenin Expresszié csokkenése és | +/-
sejtmag deformitas

COX-2 Expresszio novekedése, | ?
angiogenezis  nodvekedése
¢s apoptozis csokkenése

Telomeraz Diszplaziaval paralell | -
novekedés

DNS ploiditas Korai DNS | +
ploiditasvaltozas

Bcl2/bax Az egyensuly megvaltozasa | ?

Mikroszatelit instabilitas

Daganatban ritka
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Kifejlodott displasiaban és carcinomaban végzett biomarker vizsgalatok a korai
valtozasok tanulmanyozasra nem alkalmasak. Igyekeztiink a gyulladdsos folyamat
min¢l koraibb stadiumaban megfigyelni azokat a valtozasokat, amelyek a késébbiekben
a kifejlodott displasiakban ¢és Barrett carcinomaban mar jelentds koncentracidban
kialakulnak. A sejtciklus valtozasok, a tumor suppressor gének, novekedései faktorok
termelt nyak antigének kimutatasa fokuszaltunk.

Tanulmanyunkban eldszor ép nyeldcsd mintdkat, gyulladdsos nyeldcsémintakat
és displasia jeleit még nem mutato, Barrett metaplasias hamot vizsgaltunk. Mindharom
csoportbdl kivalasztott 30-30 beteg  biopszids mintainak parafinos blokkjaibol
készitettiink, az  altalunk kivalasztott hatféle biomarkernek  megfeleléen
immunhisztokémiai metszeteket. A biomarkerek kivalasztasaban igyekeztiink az eddig
ismert genetikai eltérések minél szélesebb skalajarol meritetni. A sejtproliferacid
zavarat és a sejtciklus karosodasat a PCNA-val reprezentaltuk. A sejtnovekedési
faktorok koziil az EGFR-t vizsgaltuk. A tumor suppressor gének koziil a p53, az
apoptozis igazolasara a TUNEL modszert hasznaltuk. A metaplasids hamban termel6dd
nyak antigének kimutatasat a SIMA és LIMA biomarkerekkel végeztiik.

Tanulményunkban  PCNA expressidja az egészséges nyeldcsd biopszias

mintakban szignifikansan alacsonyabb (p<0,05) mint reflux oesophagitisben és Barrett
metaplasiaban.
Ha a genom valamely okbol karosodik a sejtciklus a G1 fazisban megall, amig a hiba
kijavitasra nem keriil. Amennyiben a hibat nem sikeriil kijavitani beindul a
programozott sejthaldl az apoptdzis. Az apoptdzis a sejtek nekrozisdval szemben egy
aktiv, energiat igényld folyamat, amely 0j gének expressidjaval és fehérjék szintézisével
jar. Az apoptdzis folyamataban és a sejtciklus szabalyozéasaban szamos k6zds pont van,
hiszen a két folyamatnak a megfeleld sejtmennyiség biztositasahoz egyenstlyban kell
lennie. Ennek a k6zds szabalyozé mechanizmusnak a legjobb biomarkere a Ki-67
(Buttar és mtsai 2002).

Az apoptozis soran az endonukledzok aktivalédnak, és a DNS-t a nukleoszomak
kozott elvagjak, a fehérjék hasitasaban a kaszpazok vesznek részt. A sejtmag
fragmentalddasanak megjelenitésére az apoptozis igazolasara tanulmanyunkban a

TUNEL (Terminal dezoxynucleotid transferase-mediated dUTP Nick and Labelling)
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metodust hasznaltuk. Vizsgalatainkban szignifikans kiilonbség mutatkozott az ép és a
Barettes mintak kozott. A TUNEL modszerrel megfestett apoptotikus sejtek esetében,
Barrett metaplasiaban alacsonyabb volt szamuk, mint ép nyel6csében, ami a
metaplasias hamban az apoptdzis csokkenését mutatja.

A protoonkogének koziil az EGFR kertilt vizsgalatra, ami a sejtosztodast és a
novekedései faktorok hatdsmechanizmuséaban szerepet jatszo fehérjéket kodolja. Ennek
a protoonkogénnek a felerdsodését detektaltdk a legtobb nyeldcsd adenocarcinoma
késéi stddiumaban, amikor mar a nyirokcsom6 metasztazisok megjelenése varhato
(Flgjou 2005). Vizsgalatainkban az EGFR az ép és oesophagitises mintakban szinte
azonos eredményt adott, a Barrettes mintakban viszont szignifikansabban alacsonyabb
értéket talaltunk (p <0,05).

Az egyik legfontosabb tumorsupressor gén a p53 a sejtosztodast gatlo fehérjéket
koédolja. Ha ez a gén delécidt szenved, vagy megvaltozik, akkor hibas mukodést
fehérjét kodol, ami tumorok kialakulasahoz vezet. A sejten beliil a pS3 szamos fehérjét
és gént szabalyoz, igy barmilyen karosodasa a tumorok kifejlédését megkonnyiti. A
p53 mutaciok gyakran kovetkeznek be a metaplasia-displasia-adenocarcinoma
szekvencia soran, mert a megvaltozott tumorsupressor gén nem képes az apoptdzis
iranyaba lokni a karosodott sejteket. A rendellenes €s mitkodésképtelen pS3 féléletideje
meghosszabodik és az evvel jaro cellularis p53 koncentracio emelkedése lehet6vé teszi,
hogy immunhisztokémia modszerekkel is kimutathato legyen. A p53 gén funkcidjanak
hianya jol korreldl a Barrett carcinomas betegek rossz prognozisaval.

Az éltalunk vizsgalt €p és gyulladasos nyeldcsdmintakban azt figyeltilk meg,
hogy az ¢ép nyel6csémintakban a p53 koncentracid alacsonyabb volt, mint
oesophagitisben és Barrett metaplasidban pedig szignifikdnsan magasabb volt a p53
koncentracio, mint ép nyeldcsOmintakban (p <0,05). A Barrettes mintakban magasabb
volt az érték, mint oesophagitisben, de szignfikans kiilonbséget itt nem talaltunk.

Tanulmanyunkban a nyel6csdben kialakult intestindlis metaplasia talajan
termel6dé vékonybélre jellemz6 nyak antigén SIMA (small bowel intestinal mucus
antigén) és a vastagbélre jellemz6 LIMA (large bowel intestinal mucus antigén)
immunhisztokémia kimutatasat végeztiik. Az eredmény azt mutatta, hogy a metaplasias
hamban, oesophagitisben és az ¢ép nyelécsoben a vékony-€s vastagbélnyak antigén

vonatkozasaban érdemi eltérést nem talaltunk.
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A hat immunhisztokémiai marker tekintetében négy esetben talaltunk szignifikans
eltérést az ép és a metaplazids nyeldcsé kozott, két esetben, a nyadk antigének
vonatkozasadban azonban nem talaltunk kiilonbséget.

Vizsgalatainkban  szerettink volna egy olyan  sejtciklussal — Osszefiiggd
molekulargenetikai faktort, ill. faktorokat keresni, amelyek segitségével lehetdségiink
adodik kronikus reflux talajan kialakuld metaplasia korai felismerésére. A populacié 30
%-at érintdé kronikus reflux betegség mellett mindossze 1-3 %-ra tessziikk a Barrett
metaplasia kialakulasat.

Nem minden refluxos betegnél alakul ki Barrett metaplasia, és csak a felismert
Barrett metaplasias betegek utankovetését végezziikk. Minden refluxos betegnél el
kellene végezni gastroszkopos vizsgalatot ¢és Barrett oesophagusra jellemz6
endoszkopos kép esetén tipusos helyekrdl szovettani mintat kellene venni. Mindez
Magyarorszagon kb. 3 millio ember endoszkopos vizsgalatat jelentené. Nem beszélve
arrol a tényrdl, hogy szamos betegnél sem a tipusos, sem az atipusos refluxra jellemzé
tiinetek nélkdl is kialakul a Barrett metaplasia, és egy mas okbodl végzett gasztroszkopos
vizsgalat soran véletleniil keriil felismerésre.

Megallapithatjuk, hogy a teljes népességet érintd Barrett metaplasiara
vonatkozoan nincsenek pontos adataink csupan feltételezéseink. S6t azt sem tudjuk
biztosan kijelenteni, hogy a metaplasia kialakulasa utan minden esetben varhato-e a
metaplasia-displasia-adenocarcinoma szekvencia beindulasa. Egy prospektiv tanulmany
alapjan a felismert metaplasias betegek utdnkovetése sordn 1 év utdn 0,5-1%-ra tessziik
az adenocarcinoma kialakulasat, tiz év utdn mindez mar 5-10 %, 20-30 év utan pedig
mar 18-36%.

A Barrett metaplasia sziirése jelenleg nincs megoldva. A nyeldcsd
adenocarcinomara vonatkozdan rizikdcsoportba sorolt populdcid sziirése azonban jo
szervezeéssel technikailag megoldhato lenne. Szamos epidemioldgiai tanulmany alapjan
a nyel6csd adenocarcinomadra leginkdbb hajlamos rizikdcsoportba sorolhatok azok, az
50-70 év kozotti obes [BMD 30], fehér férfiak, akiknél legaldbb 10 éve fennallnak
kronikus refluxra jellemz6 tiinetek. Ezt a beteg populdciot sziikséges lenne legaldbb
egyszer fels0 panendoszkopos vizsgalatra irdnyitani, ¢és akiknél az endoszkopos kép
alapjan felmeriil a Barrett metaplasia, tipusos helyekrdl nyel6csé biopszidkat kell venni.

A biopszids mintdkat gyakorlott patologusok altal torténd kiértékelése mellett,
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biomarkerek ellendrzése is fontos lenne. A kisziirt metaplasias beteget a protokoll
szerint 3 évente rendeljiik vissza kontrol endoszkopos vizsgalatra és a szdvettani
értékelés mellett a biomarkerek valtozasat is nyomonkdvethetjiik. Szamos tanulméany
alapjan jelenleg a biomarkerek koziil a p53 ellendrzése, az SOX2 mint a transzkripcios
faktorokat szabalyoz6 biomarker ellendrzése, a CDKN2A (p16) rutinszer(i ellendrzése
sokat javitana az utankovetés eredményeit (Olphen és mtsai 2015, Pavlov és mtsai
2015). Low grade dysplasia (LGD) esetén évente kell elvégezni a biopszias
mintavételt, és mindezt kiegészitve a fenti biomarkerek és az Gijabban javasolt a Toll-

like 9 receptor rutinszerii ellendrzésével is (Huhta és mtsai 2015).

Az antireflux miitétek szerepe a Barrett metaplasiaban

Természetesen a szlrés Kkiterjesztése a rizikdcsoportorba sorolt betegeknél,
kiegészitve a biomarkerek ellenérzésével ujabb terheket rona az egészségiigyi
apparatusra és a koltségek jelentds novekedésével is jarna. De figyelembe véve az
elmult évtizedek tapasztalatait a sem a hatasos savesokkentd kezelések, sem a savas és
epés refluxot is megsziintetd antireflux miitétek most mar 20 éves klinikai eredményeit
ismerve, a nyeldcsé adenocarcinomak szama nem csokkent, s6t emelkedd tendenciat
mutat (Spechler 2002, Curvers és mtsai 2008)

Az antireflux mitétek utan végzett prospektiv randomizalt vizsgalatok,
metaanalizisek adatbazisabdl kideriilt, hogy nem talalunk szignifikans kiilonbséget az
adenocarcinoma incidencigjat illetben antireflux mitéten atesett és  csupan
protonpumpa kezelésben részesiilé betegek k6zott (Souza és mtsai 2001). Az antireflux
miitétek elemzésébdl kideriil, hogy csokkentik a metaplasias hambol a displasias ham
kialakuldsdnak progressziojat, ¢és short segment Barrettben kifejezett javulds
mutatkozik, de long segment Barrettben azonban nem talaltak érdemi javulast (Curvers
¢s mtsai 2008). Antireflux mitétek utan a beteg tiinetei csokkennek, de 24 6ras pH
monitotozads bizonyitja, hogy tlinetmenetes betegeknél 1s kialakul koros
refluxtevékenység a miitét ellenére, €s az endoszkopos utankovetést nem lehet
megsziintetni (Allaix és Patti 2015).

Jelenleg a kronikus reflux talajan kialakuld Barrett metaplasia az egyetlen oki
tényezoként elfogadott faktor a nyeldcsé adenocarcinoma kialakulasaban. Ezért nekiink

a felfedezett metaplasias esetek endoszkdpos €s szdvettani utan kovetése mellett a
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molekulargenetikai kutatdsok alapjan felfedezett és haszndlhaté biomarkerek
ellendrzése is fontos, hogy a displasia kialakulasat elérejelezhessiik (Wu és mtsai 1998).
Tovabbi kutatasokra van sziikség, hogy a metaplasiat ne csak véletlenszertien fedezziik

fel, hanem célzottan szirjiik a rizikdcsoportokat.

8.2. Fénymikroszkoppal és virtualis mikroszkoppal kapott eredmények
osszehasonlitasa diszkriminancia analizis alapjan.

Az altalunk vizsgalt 600 metszet mindegyikét hagyomanyos fénymikroszkopos
technikaval atnéztiink és a targylemezenként megszamolt 1000-1000 sejt adatait
Osszegeztiik, és ezen beliil a jelatvitelre hasznalt AEC (amino-etil-karbazol) pozitiv
sejtmagokat szamoltuk meg. Kozben lemértiik az egyes metszetek atnézésére forditott
id6ét. A hagyomanyos fénymikroszkdpos eljaras rendkiviil idéigényes €s nem teljesen
pontos un. szemikvantitativ eljardsnak tekinthetd. Ezt kovetden elvégeztik a
laboratoriumunkban kifejlesztett digitalis sejtszamolast is. A digitalizalt metszet alapu
automatizalt sejtszdmolasi folyamatban el6szor az epithelidlis felszint és a
mirigystruktirakat kiilonitettiik el, majd ezt kovette az immunhisztokémiailag pozitiv
sejtek meghatarozasa és leszamolasa. A digitalizalt metszeteken 6sszehasonlitasképpen
a szamitogép altal végzett automatizalt szamolasi technikan kiviil szabad szemmel is
megszamoltuk az AEC pozitiv sejtmagokat. A virtualis mikroszkopia soran nyert
manudlis sejtszamolas azonos eredményt adott a hagyomanyos fénymikroszkdpia soran
nyert eredménnyel, de a virtudlis mikroszképia 1ényegesen gyorsabb és kényelmesebb
eljaras. Mindkét modszerrel végzett manualis sejtszamolast Osszehasonlitottuk a
laboratoriumunkban Kifejlesztett automatizalt sejtszamolas technikaval és nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két eredmény kozott.

A fény-és virtudlis mikroszkdpia sordn nyert adatokat statisztikai elemzését
diszkriminancia analizis alapjan is elvégeztiikk. Az alkalmazott 6 valtozo egyiittes
felhasznalasaval (PCNA, EGFR, p53, TUNEL, SIMA, LIMA) a kiértékelésben a
szamitogép elkiilonitette 60-70 %-os valdszintiséggel az altalunk vizsgalt harom
diagnosztikus csoportot (ép nyel6csé -0, oesophagitis-1, Barrett metaplasia-2) original

¢s kereszt validalt szamitdsi modszer segitségével.
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A fénymikroszkopos szamitds adatai a virtualis mikroszkopia adataindl a statisztikai
elemzés alapjan tendenciajukban jobbak voltak, de szignifikans kiilonbség nem volt
kozottiik. A hat biomarker koziil ketté volt (PCNA, TUNEL) amelyek egyiittes hatasa

az original és kereszt-validalt szamitasi médszerben megkozeliti a hat valtozo egyiittes

hatését (63,3 %).
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9. KOVETKEZTETESEK

9.1. A sejtciklussal dsszefiiggd viltozdsok kimutatdsa ép és gyulladdsos

nyeldocsében

A nyeldcs6 adenocarcinomaban ismert genetikai valtozasok fehérje-
expressidjanak kimutatdsa mar régota ismert. Arra szerettiink volna tanulmanyunkban
valaszt kapni, hogy a nyel6cs6ben a kronikus reflux talajan kialakuld gyulladésos
folyamatban illetve a displasia nélkiili metaplasiaban is megfigyelheték-e ezek a fehérje
expressios eltérések. A vizsgalatunkban alkalmazott hat biomarker (PCNA, EGFR,
TUNEL modszer, p53, SIMA, LIMA) koziil négy esetében szignifikans kiilonbséget
talaltunk az ép nyeldcso és a Barrett metaplasias nyeldcsé kozott. A két mucosa antigén
esetében (SIMA, LIMA) nem volt mérhetd kiilonbség az ép, a gyulladasos és a
metaplasias ham kozott.

Erdemes lenne a rizikocsoportba sorolt betegek esetében az utankdvetésben
figyelembe venni molekulargenetikai valtozasokat. Véleményiink szerint a molekularis
kutatasok tovabbi fejlddése nemcsak a tumor biologiai viselkedésére vonatkozo
ismereteinket gazdagitja, hanem adott esetben 1, korai diagnosztikus lehetdségek
tarhazat nyitja meg.

A rendszeresen végzett endoszkopos utankovetés, az alkalmazott gyogyszeres
kezelés, az elvégzett antireflux miitétek (fundoplikacio), az endoszkdpos ablativ kezelés
és mucosectomia mellett a nyeldcsé adenocarcinoma eléfordulasa nem csokkent, hanem
jelentds emelkedést mutatott az elmult évtizedekben.

Az altalunk végzett tanulmanyban megfigyelt kiilonféle biomarker valtozasok is
felhivjak a figyelmet arra, hogy mar a gyulladas és a metaplasia stadiumaban is
fellépnek szignifikans eltérések, amelyek a korai diagnosztikaban, esetleg a klinikai
gyakorlatban is rutinszertien alkalmazhatok lennének és reményeink szerint jabb
1épcsoéfokot jelentenek a metaplasia-displasia-adenocarcinoma folyamatanak minél

korabbi felismerésére.

71



DOI:10.14753/SE.2016.1907

9.2. A fénymikroszkopos- és digitalis mikroszkopos kiértékelés
osszehasonlitdsa.

Tanulmanyunk masik kovetkeztetése az volt, hogy a sejtciklussal 6sszefliggd
biomarker valtozdsok immunhisztokémiai kimutatasara hasznalt fénymikroszkdpos
technika mellett a virtualis mikroszkopia is megbizhatoan hasznalhatd. Az eredmények
tekintetében érdemi kiilonbséget a két moddszer kozott a megvizsgalt 600-600
metszetben nem taldltunk. A digitalizalt metszetek kiértékelése 1ényegesen meggyorsitja
¢s megbizhatobba teszi a diagnosztikus folyamatot.

Az eddig megismert genetikai valtozasok figyelembe vétele mind egy-egy ujabb
apro 1épést jelent a korai diagnozis feléllitasaban, azonban tudjuk, hogy még szdmtalan
1épést meg kell tenniink, hogy ismereteink tovabb bdviiljenek. A digitalis mikroszkopia
alkalmazasa, a biomarkerek rutinszeri Kimutatasa egy hosszi, de igéretes ut
megnyilasat mutatja a daganatkutatasban.

A Barrett nyel6csd, mint 6nallo klinikai korkép mar 50 éve ismert és kutatott
teriilete a medicinanak, mégis az eredmények tekintetében szerénynek kell maradnunk.
A klinikus szamara, szomoru, hogy rendszeres ellenérzés és kezelés ellenére, mégis
sokszor olyan eldrehaladott stadiumban keriilnek Barrett carcinomaval a betegek
miitétre, amikor a radikalis sebészeti miitéttél sem varhatok jo eredmények.

Szdmunkra nem marad mas, mint a diagnosztikus lehetéségek bdvitése,
amelyekkel 1doben felfedezhetjiik a metaplazids hambol a displazias ham kialakulésat,
ami lehet6vé teszi az adequat kezelést, ezaltal a betegek gyogyulasat és életmindségiik

hosszuatavu javulésat.
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Vizsgalataink alapjan reflux oesophagitisben ¢s Barrett metaplasidban mar jelen
vannak azok sejtciklussal Osszefiiggd fehérje expressios valtozasok (PCNA,
EGFR, p53, TUNEL) amelyek displasidban és adenocarcinomaban is
megtalalhatok.

A sejtciklussal osszefiiggd fehérje expressios vizsgalatok fontos informacidval
szolgalhatnak a reflux oesophagitis ¢€s Barrett metaplasia sejtkinetikai
valtozasainak megértéséhez.

A digitalizalt metszeteket virtualis mikroszkopia alkalmazasaval szabad
szemmel illetve automatizalt sejtszamolas segitségével konnyebbé, gyorsabba,
azaz felhasznal6 baratta lehet tenni.

A displasias hdmban és adenocarcinoméban kimutathatd nydk antigén (SIMA,
LIMA) esetében a harom vizsgélt csoport kozott nem volt kiilonbség. Az
utankovetés soran a rendszeres endoszkopos vizsgalat mellett javasolt lenne a
nyak antigének ellendrzése is, hiszen overexpressziojuk mar eldrejelezheti a
displasids ham kialakulast és a malignizalodas elinduldsat, mintegy korai
diagnosztikus jelként.

A Barrett metaplasia utankdvetésében rendszeres endoszkopos ellendrzést,
biopszias mintavételt ki kell egésziteni a biomarkerek rutinszerli ellendrzésével

(p53, EGFR, TUNEL- moédszer).
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10. OSSZEFOGLALAS

A nyel6cs6 adenocarcinoma el6fordulasa az elmult hdrom évtizedben dramai
emelkedést mutat. A Barrett carcinoma korai stddiumban felismerve jol kezelhetd
megbetegedés, eldrehaladott stadiumban rendkiviil rossz progndzisi. A Barrett
metaplasiat praecancerosus allapotnak tekintjiik, évente 0,5-1,5 %-ban szamolhatunk a
nyeldcsé adenocarcinoma kialakulasaval az utankovetett betegeken.

Az endoszkopos utankovetés, a displasia mértéke, a folyamat multicentrikus
elhelyezkedése, a kialakuld nyirokcsomd metastasisok felismerése olyan diagnosztikus
probléma, amire még napjainkban sem talaltunk egyértelmii valaszokat.

Az utobbi években fejlddésnek indult molekulargenetikai vizsgalatok
felhasznalasaval elinditottunk egy vizsgalatot, amelyben 30 egészséges, 30 refluxos
beteg, 30 szovettanilag igazolt Barrett metaplasias és 10 egészséges cardia biopszias
beteg szovettani mintait vizsgaltuk. Ezeknél a betegeknél immunhisztokémiai
vizsgaldmodszerek segitségével a sejtciklusban szerepet jatsz6 géneket (PCNA, EGFR),
egy tumorsupressor gént (p53), az apoptozis kimutatasara alkalmas (TUNEL modszer),
valamint a gyulladdsos folyamat hatdsara a metaplasids hdmban kialakulé vékonybél
tipusu nyak antigént (SIMA), és vastagbél tipust nyak antigént (LIMA) vizsgaltuk.

A vizsgalatokat hagyoményos fénymikroszkoppal és a laboratoriumunkban
kifejlesztett virtualis mikroszkop segitségével is elvégeztik. Az eredmények
tekintetében a két modszer kozott érdemi kiilonbséget nem talaltunk, de a virtudlis
mikroszkopia gyorsabb és kényelmesebb eljards. Az adatok statisztikai feldolgozasat
diszkriminancia analizis alapjan is elvégeztiik. A fénymikroszkdpos szamitds adatai a
statisztikai elemzés alapjan jobbak voltak, de tendencidjukban kiilonbség nem volt
kozottiik.

Az elvégzett retrospektiv vizsgalatokbol kideriilt, hogy a nyeldcsében a kronikus
reflux talajan kialakul6 gyulladésos folyamatban és metaplasidban mar elindulnak azok
a sejtciklussal Osszefiiggd fehérje- expressidos valtozasok, amelyek a daganatos
nyeldcsOben mar régdta ismertek. Az altalunk vizsgalt hat paraméter koziil négyben
(PCNA, EGFR, TUNEL, p53) szignifikdns kiilonbséget talaltunk az ép nyel6cséd és a

Barrett metaplasias nyeldcsd kozott.

74



DOI:10.14753/SE.2016.1907

11. SUMMARY

The number of occurrences of esophageal adenocarcinoma has dramatically
increased in the past three decades. The Barrett adenocarcinoma at an early stage can be
treated well, but the prospects at an advanced stage are rather bleak. The Barrett
metaplasia is regarded as a praecancerous condition since 0.5-1.5% of patients receiving
follow-up treatments develops oesophagus adenocarcinoma on an annual basis.

Medicine has not yet found definite solutions to some diagnostic problems such
as the endoscopic follow-up, the extent of dysplasia, the multicentric position of the
process, the fact that the mucosa and the submucosa are affected and the identification
of the developed lymphatic gland metastasies.

Employing the results of molecular genetic examinations that have sped up in
the past few years, we have launched a series of examinations. Esophageal biopsies
were taken from patients with Barrett’s esophagus (n=30), reflux oesophagitis (n=30),
healthy esophagus (n=30) and healthy cardia (n=10). With the help of
immunehistochemic methods we have been examining proto-oncogenes (PCNA,
EGFR), tumoursupressor gene (p53), TUNEL (Tdt mediated dUTP nick and labeling)
method, and as a result of the inflammatory procedure the small intestine type of mucus
anti-gene (SIMA) developing in the metaplastic epithelium as well as the large intestine
type of mucus anti-gene (LIMA).

We also carried out the examinations with the help of traditional light
microscopes and digital microscopes. Statistical processing of data from the virtual
microscopy and light microscopy was performed with discriminant analysis. The data of
the light microscopy were better in terms of statistical analysis than the virtual
microscopy’s data, but there weren’t any significant difference between them.

We made retrospective studies and it turned out, that the cell cycle-related
protein expression changes, - which have long been known in esophageal cancer - are
formed in the esophagus on the base of chronic reflux inflammatory process and soil-
metaplasia.

We found, that 4 of 6 from the examined molecular genetic parameters (PCNA,
EGFR, TUNEL, p53) are significantly different, examining intact esophagus and Barrett

metaplasia esophagus.
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