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A Barrett nyeldcso klinikai és kisérletes vizsgalata
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I. Barrett nyelocso miatt antireflux miitéten atesett betegeink klinikai vizsgalata

A Barrett-oesophagus (BE) egy premalignus allapot, amely metaplasiabdl low-grade
dysplasian (LGD) keresztiil high-grade dysplasidhoz (HGD) végiil invasiv nyeldcso
becsiilt éves rizikdja 0,2 % és 2 % kozott valtozik, mely 30 ill. 120-szor gyakoribb, mint a
hasonlo koru atlag népességnek .

A BE szoros pathophysiologiai Osszefiiggésben all a gastro-oesophagelis reflux
betegséggel (GERB): A GERB-es betegek 15-20 %-aban BE mutathat6 ki és BE altalaban
sulyos GERB-bel jar egyiitt. A BE incidencidja az elmult 20 évben nagymértékben megndtt,
ez Osszefiiggésbe hozhatd azzal, hogy az elmult évtizedben a nyeldcsé adenocarcinoma
megjelenése is tizszeresére novekedett. Mindezek az adatok ravilagitanak a BE megfeleld
kezelésének sziikségességére.
tiineteket, ¢és megakadalyozzuk az esetleges dysplasia és adenocarcinoma kialakulasat. A
kezelési lehetdségek az €leten at tartd gydgyszeres terapia (protonpumpa gatld kezelés) vagy
az antireflux mitét, melyek koziil az egyik legelfogadottabb a kis morbiditassal jard
laparoscopos antireflux Nissen miitét. Habar mindkét modszer egyarant alkalmas a tlinetek
megsziintetésére, klinikai vizsgalatok azt talaltdk, hogy a megfeleldé sebészi beavatkozas a
tarsuld gyulladasos elvaltozasokat nagyobb mértékben csokkenti. A BE adenocarcinomava
torténd progresszidjat is nagyobb mértékben akadidlyozza meg a miitéti kezelés. A
laparoscopids antireflux miitét altalanosan elfogadott modszer a GERB és a BE kezelésében,
kivételt jelent ez alol a HGD. Vizsgalatunk célja az volt, hogy retrospektiv. modon
megvizsgaljuk a Nissen féle fundoplicatio hatékonysagat Barrett nyelécsé miatt operalt
betegeken. Felmérni kivantuk az antireflux miitét hatasat a reflux betegség klinikai tiineteire
valamint a Barrett nyeldcs6 pathologiai megjelenésének valtozasaira (progresszio, regresszid).

Tudomasunk szerint Magyarorszagon hasonl6 jellegii hosszutava vizsgalat még nem tortént.



Betegek, modszerek

Intézetiinkben 2001 ¢és 2008 kozott 78 betegnél tortént laparoscopos Nissen
fundoplicatio tiineteket okozd6 GERB ¢és BE miatt. A 40 férfi és 38 n6 esetében az atlagéletkor
53 év volt (24-78 év kozott). Az atlagos BMI 28.3 + 5.4 (19.8-37) volt. Mindegyik betegnél
korabban sikertelen PPI (proton-pumpa gatld) kezelés tortént (nem mulod refluxos tiinetek és
BM) atlagosan 20 + 2.73 honapon at (7 honaptol - 14 évig). Az atlagos idGtartam a tiinetek
jelentkezésétdl a gyogyszeres kezelés kezdetéig 65 + 4.67 honap volt (8 honaptdl - 20 évig).
Hiatus hernia 50 esetben allt fenn, atlagos nagysaga 3.93 + 1.95 (2-8 kozott) cm volt.

A preoperativ endoszkdpos biopsziak szovettani eredménye alapjan a betegeket harom
csoportra osztottuk: non intestinalis tipust csoport (NI, 63 beteg) fundus (FM) vagy cardia
(CM) metaplasidval; intestinalis csoport (I, 18 beteg) intestindlis metaplasiaval (IM); illetve
dyspalsias csoport (D, 7 beteg), akiknél LGD 4allt fenn. A BE 67 esetben (85,9 %) rovid
szegmentumot €rintett (short segment, < 3 cm, SSBE), 11 esetben (14,1%) hosszl szakaszt

¢érintett (long segment >3 cm, LSBE).

Tiinetek értékelése, az eredmények objektiv mérése

A korai posztoperativ iddszakban funkciondlis teszteket végeztink (nyeldcséd
manometria, 24 6ras pH mérés illetve Bilitec vizsgalat) atlagosan a miitétet kovetd 16.7 +
17.00 hénapig. A késoi posztoperativ idészakban tovabbi endoszkopos vizsgalat tortént a BE-
ben létrejott valtozas ellendrzésére. Az atlagos teljes utankovetési idé 42 + 16.19 honap volt
(3-61 honapig).

A harom csoport pre- és posztoperativ vizsgalati eredményeit hasonlitottuk Ossze
keresve a lehetséges riziko faktorokat, melyek befolyasoljak a BE malignus atalakulésat.

A laparoscopos miutét hatékonysagat a BM ill. LGD szovettani regresszidjaval vagy
progressziojaval, az als6 nyeldcsd sphincter (LES) funkcidjanak, illetve a 24 6ras pH mérés €s

Bilitec vizsgalat eredményeinek valtozasa alapjan értékeltiik.



Eredmények

Beteganyag preoperativ adatai

A vartakkal ellentétben IM és LGD esetében nem allt fent hosszabb refluxos
anamnézis mint az NI csoportban, mig az NI csoportba tartozé betegek panaszai kordbban
kezddédtek, mint az I csoportba tartozoknak (P=0, 057). A gyogyszeres kezelés hosszaban sem
volt kiilonbség a csoportok kozott. Bar mindharom csoportba tartozo betegek tulsulyosak
voltak, az atlagos BMI értékek sem kiilonboztek. A hiatus hernia egyenld incidenciaval
fordult el a sulyosabb BM és LGD eseteiben, de ezek az értékek nem voltak szignifikdnsan
nagyobbak az NI csoportban mértnél. A LES funkcidjaban (nyomas, relaxacios id6 €és hossz)
sem taldltunk statisztikai kiilonbséget a harom csoport kozott. Szakirodalmi adatokkal
egyezden, korai vizsgalati eredményeink alapjan mi is gy taldltuk, hogy a BE-s betegek
esetében stlyosabb savas reflux allt fent, mint kevésbé sulyos csak GERD-es betegek
esetében. A vizsgalt DeMeester pontszamok azonban nem kiilonboztek szignifikansan a
harom csoport esetében. A Bilitec vizsgélat eredményei alapjan elmondhat6, hogy stilyosabb
epés refluxot észleltiink a LGD csoportban a masik két csoporttal szemben. Univariancia
analizis eredményeivel ellentétben az adatok multivariancia analizise nem mutatott

szignifikans kiilonbséget a harom csoport kozott.

Operativ illetve korai posztoperativ eredmények

Az atlagos mutéti id6 99 + 67,40 perc volt. Egy betegnél keriilt sor konverziora (1,
3 %). Nem volt major intraoperativ komplikacionk vagy halalozasunk. A kérhazban toltott
napok szama atlagosan 3 + 1 nap volt.

Korai posztoperativ eredmények

Tiinetek

A reflux betegség tlineteit mérd Visick score alapjan a betegek 81 %-aban csokkentek
vagy megsziintek a korabbi panaszok, valtozatlanok maradtak az esetek 15 %-aban, mig 4 %-

aban rosszabbodtak. A Visick score eredmények a csoportok kozott kiilonbozdéek voltak, az

intestinalis BM és az LGD csoportokban relative nagyobb mértékben csokkentek a panaszok,



mint az NI metaplasids csoportban. Az objektiv illetve szubjektiv panaszok vizsgélata alapjan
elmondhat6, hogy a fundoplicatiot kvetden az operaciot megeldzo tiinetek csokkentek.

A dysphagia mértéke, varakozasainknak megfeleléen, ndvekedett.

Posztoperativ funkcionalis vizsgalatok (manometria, 24 6ras pH monitorozas, Bilitec)

A posztoperativ manometria, pHmetria és Bilitec mérések eredményei nem mutattak
szignifikans kiilonbséget a harom csoport kozott. A LES miikodésében torténd valtozasok
alapjan, amelyek ugyancsak a miitét hatékonysaganak jelzdi, elmondhatd, hogy a LES
nyomds a mutét utdn a preoperativ adatokhoz képest szignifikansan névekedett mindharom
csoportban, mig a relaxacids idé nem valtozott. A miitéti technika kovetkeztében (laza Nissen
floppy fundoplicatio) a sphincter hossza nem modosult, mig a funkcidja (nyomaésa) helyreallt,
igy akadalyozva meg a refluxot. Ezt a hadrom csoport esetében a mitét eldtti és utani
pHmetriai adatok Osszehasonlitdsa is megerdsiti, hiszen az atlagos DeMeester értékek
egyértelmiien csokkentek a mutét utan. Az epés reflux gyakorisaga €és stulyossaga szintén
csokkent a miitét utan. A multivariancia analizis azonban csak a LES nyomads értékek és a
pHmetria adatok esetén talalt szignifikdns kiilonbséget a mitét eldtti és utani csoportok

kozott.

Endoscopos utankdvetés

Atlagosan 42 + 16,19 hénapig tortént a betegek endoszkoépos kovetése. Posztoperativ
endoscopia 64 betegnél tortént (82 %, 64/78). A 14 beteget, akik nem vettek részt a

posztoperativ endoscopos kontrollon, kizartuk a hosszitavl analizisbol.

Az antireflux mutétet megel6zéen 56 betegnél SSBE, mig 8 betegnél LSBE 4llt fent. A
preoperativ szovettani vizsgalat FM-et 11 esetben, CM-et 33, IM-et 15, LGD-t 5 esetben irt le.
A posztoperativ szovettani vizsgalat a BM teljes regresszigjat igazolta 10 betegnél (15,
6 %). Részleges regresszid volt 9 esetben (14, 1 %), tovabbi progresszid nem tortént 34
betegnél (53,1 %). FM-bdl CM-be vald progressziot 4 betegnél (6,2 %), mig CM-bdl IM-be
torténd progressziot 7 betegnél (11 %) talaltak. Nem volt malignus transzformécio vagy ujabb
dysplasia kialakuldsa. Az LGD-s betegek esetében tovabbi progresszidt nem észleltiink és 5

beteg koziil 3 esetben az LGD helyett mar csak rezidualis IM volt megfigyelhetd.



Megbeszélés

Eredményeink azt mutatjak, hogy a laparoscopos antireflux mutét a BE-s, stlyos
reflux betegeknél alacsony morbiditdsi beavatkozas, mely megsziinteti, vagy mérsékli a
betegek panaszait €s a betegség (BM) regressziojat idézheti elo.

Funkcionalis vizsgalataink azt igazoljak, hogy a jol kivitelezett laparoscopids
beavatkozas hatékonyan visszaallitja a gastro-oesophagealis junctio szerepét ¢és csokkenti,
vagy megszilinteti a savas ¢és epés refluxot. A hosszatdvi endoszkopos ¢és hisztologiai
utankovetés soran az esetek 30 %-aban volt regresszio, 53 %-aban nem tortént valtozas, és
progresszio csupan 17 %-ban fordult eld, utobbiak mind az NI csoportba tartoztak. Dysplasia
nem fordult elé az I. csoportban, tovabbi progresszi6 (HGD vagy in situ carcinoma) nem
alakult ki az LGD csoportban.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a laparoscopias Nissen féle fundoplicatio j6
terapids valasztas BE-s betegek esetében. Technikailag megfeleld antireflux miitét sikertelen
gyogyszeres kezelés utan tiinetmentes allapotot biztosit a betegek nagy részében ¢s a BM
regresszidjadhoz vezet. Ahhoz, hogy bebizonyithassuk, hogy a laparoscopids Nissen
illetve a carcinogenesis sebességét csokkentheti, tovabbi rendszeres endoszkdpids

utankovetéses €és funkciondlis vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeink kozlés alatt vannak.

II. In vivo allatkisérletes vizsgalataink

A reflux betegséget szimulalo allatkisérletes modellt sikertilt beallitani. A vizsgalatok soran
22-35 g kozotti salya CFLP him egereken Ketamin-Xylazin altal végzett IP narcosisban
mikrosebészeti modszerekkel oesophago-jejunostomidt végeztink. Az allatokat 20-24 hétig

kovetjiik, ezt kdvetden 6ljiik le. Az elsé vizsgalati eredményeink kiértékelése folyamatban van.



IIIL. In vitro vizsgalatok

A projektben célul tiiztiik ki egy olyan kisérleti rendszer kidolgozésat, amely alkalmas
a human nyeldcsd epitél sejtek iontranszport folyamatainak (elsdsorban a savasodast gatld
mechanizmusok (Na’/H" kicseréld (NHE) és a CI/HCO; kicseréld (AE)) karakterizalasara
valamint az egyes toxikus agensek (epesav, sdsav) nyeldcsé epitél sejtekre kifejtett hatasanak
a vizsgalatara.

Ehhez egyrészt célunk volt (1) egy olyan sejtizolalasi modszer kifejlesztése, amely
lehetdvé teszi a human nyeldcsd biopszidkbol torténd ,,basal” illetve ,,squamous” epitél sejtek
izolalasat; masrészt terveink kozt szerepelt, hogy az iontranszport folyamatokat (2) huméan
nyeldcsd sejtvonalon is megvizsgaljuk és a kapott eredményeket Osszevessiik az izolalt

sejteknél kapott eredményekkel.

1. A nyeldeso epitél sejtek vizsgalatara alkalmas kisérleti rendszer kidolgozasa:

1l.a. Nyelocso epitél sejtek izolalasa biopsziabdl enzimatikus modszerrel. A
sejtizolalasi technika sordn a biopszids mintdkat (4-5 db) jéghideg HBSS oldatban mostuk
kétszer. Ezt kovetden kollagenaz A-t (1000 U/mL) illetve elastase-t (50 U/mL) tartalmazo
MCDBI153 komplett médiumban inkubaltuk 1.5-2 o6ran keresztiil 37°C-os raz6 vizfiirdében.

Az enzimatikus emésztést kdvetden az epitél sejteket fénymikroszkop alatt, mikrodisszekcios

technikdval izolaltuk (fig. 1) és az igy kinyert sejteket kozvetlen felhasznaltuk a
kisérleteinkhez.

Fig. 1. Human nyeldcs6 biopsziabol enzimatikus
modszerrel izolalt epitél sejtek. Az izolalast
kovetden a sejtek egy sejtrétegli 10-15 sejtbdl
all6 csoportokban helyezkedtek el.



1.b. Nyelécso epitél sejtek izolalasa biopsziabol homogenizator felhasznalasaval.
A Dbiopszias mintdkat (4-5 db) jéghideg HBSS oldatban mostuk kétszer. Ezt kovetéen
MCDB153 komplett médiumban homogenizaltuk dounce homogenizator segitségével. 5-10
nyomads hatdsara a biopsziak néhany sejtbdl allo sejtcsoportokra estek szét.

1.c. Nyelocso epitél sejtek izolalasa kefebiopsziabol.
A nyel6cs6é kefebiopszia sordn kinyert sejteket jéghideg MCDB-153 komplett médiumban
mostuk majd a kisérleteinkhez kozvetleniil felhasznaltuk.

A hérom modszer (1.a-c) koziil az enzimatikus emésztést kovetd izolalas bizonyult a
legeredményesebbnek, ezért a funkciondlis mérések sordn az 1l.a izoldldsi eljarést

alkalmaztuk.

2. Human biopszidb6l enzimatikus modszerrel izolalt nyeldcsé epitél sejtek
karakterizalasa mikrofluorimetrias rendszerrel

A sejtek intracellularis pH-jaban (pH;) bekdvetkezo valtozasok detektalasdhoz egy pH-
érze¢keny fluorescens festéket, BCECF-AM-et hasznaltunk. Kisérleteink soran a biopsziabol
izolalt epitél sejteket sejtragasztd segitségével egy iiveglemezhez rogzitettilk, mely egy
perfuzids kamra aljat képezte. A sejteket ezt kovetden 30 percen keresztiil toltottiilk BCECF-
AM-mel szobahdn, majd a pH; bekovetkezd valtozasokat Cell R képalkotd rendszer
segitésegével vizsgaltuk. Els6 Iépésben megvizsgaltuk a sejtek kezdd pHi értékét a magas
K'/nigericin technika felhasznalasaval. Kisérleteink azt mutattak, hogy a nyelOcsé epitél
sejtek nyugalmi pH; értéke 7.36+0.004 bizonyult. (fig. 2A)
Ezt kovetden a nem-konjugalt kenodezoxikolsav (CDC) hatasat vizsgaltuk az epitél sejtek pH;
valtozasara. Azt kaptuk, hogy 1 mM CDC hatasara a pH; jelentdsen lecsokkent, amely az
epesav elvonasat kovetden teljes mértékben regeneralodott. (fig. 2B) Ezzel szemben, a CDC
glicinnel konjugalt forméja, a glikokenodezoxikolsav (GCDC) adasara nem tapasztaltunk
valtozast a pHi-ben, ami azt sugallja, hogy a nyeldcso epitél sejtek felszinén nem talalhatdak

epesav transzporterek.
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Fig. 2. Humén nyel6cs6 biopsziabdl izolalt epitél sejtek karakterizaldsa. A. nyeldcsd epitél sejtek nyugalmi pH
értékének meghatarozasa a magas K'/Nigericin technika felhasznalasaval. B. 1| mM CDC reverzibilis pH csokkenést
indukalt a sejtekben.

3. CRL-4027 nyeldeso epitél sejtvonal karakterizadlasa mikrofluorimetrias modszerrel

A CRL-4027 sejtvonal nem-diszplazids metapldziabol izolalt humén nyeldcsd epitél
sejtvonal, melyet pLSN-TERT retrovirust expresszald vektorral immortalizaltak.
A mikrofluorimetrids modszer felhasznalasdval megvizsgéaltuk a sejtek iontranszporter
aktivitasat. A funkcionalis mérések azt mutattak, hogy a natrium elvonasa a kiilsé Hepes
oldatbol jelentds pHi csokkenést okozott a sejtekben, amely a natrium visszaadasaval teljes
mértékben regeneralodott. (fig. 3A) Ezen eredmény arra utal, hogy a CRL-4027 sejtek NHE
aktivitdssal rendelkeznek. A sejtek NHE aktivitdsat egy masik modszerrel, alkali load
technikaval is tanulméanyoztuk. Ennek sordn a sejteket 20 mM NH4CI oldattal 3 percig
inkubaltuk Hepes oldatban, majd az NH4Cl elvondsat kdvetden vizsgaltuk az aciddzisbol
torténd regeneracido mértékét. Natrium-mentes Hepes oldatban a NH4Cl elvonésat kdvetd pH;
csokkenés joval nagyobb volt a normal Hepes oldathoz képest. (fig. 3B) Ezenkiviil natrium
hidnyadban a pH; nem regeneralodott acid6zisbol, amely az NHE aktivitasanak gétlasaval

magyarazhato.



A B

30 {H]| Na-free Hepes [ Hepes
25 Hepes | NH,CI NH,CI
Na'-free
25 A
1 2
s 0 5 20 1
E =
s 3
S 15
~ <
15 1
10 | f
G—
cidézisbol torténd

[3,]
L

3 min

10 - e
regeneracio

Fig. 3. CRL-4027 sejtek funkciondlis karakterizalasa. A. A natrium elvondsa az extracellular oldatbol gyors pH
csokkenést okozott a sejtekben. B. A sejteket 20 mM NH4Cl oldattal 3 percig inkubaltuk majd az NH4Cl elvonasat
kdvetden vizsgaltuk az acidozisbol torténd regeneraciot. A natrium elvonasa az extracellular oldatbol teljes mértékben
gatolta az acid6zisbol torténd regeneraciot, mely a natrium visszaadasaval helyreallt.

4. Epesav terhelés vizsgalata nyelécsd sejtvonalon.

A karakterizalast kovetéen a nem-konjugalt kenodezoxikolsav (CDC) hatasat vizsgaltuk az
epitél sejtek pHi valtozasara. Azt kaptuk, hogy 1 mM CDC hatasdra a pHi jelentdsen
lecsokkent, amely az epesav elvonasat kovetden teljes mértékben regeneralodott. Ezzel
szemben, a CDC glicinnel konjugélt forméja, a glikokenodezoxikélsav (GCDC) lényegesen
kisebb pHi valtozast valtott ki, ami azt sugallja, hogy a nyeldcso epitél sejtek felszinén kis
mennyiségli epesav transzporter talalhato.

A kovetkezd évben szeretnénk megvizsgalni a nyeldcsé epitél sejteken elhelyezkedd
iontranszportereket illetve az epesavak valamint sésav egyes iontranszporterekre kifejtett
hatasdt mind a normal mind pedig a gyulladdsos nyeldcsObdl vett mintak esetén. Ezen
kisérletsorozattal azon transzportereket szeretnénk karakterizalni, amelyek egy esetleges savas

reflux esetén megakaddlyozzdk a sejten beliili pH drasztikus lecsokkenését ezaltal alapvetd

védekez6 mechanizmust jelentenek.



