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|. Bevezetés

|.1. Altalanos bevezes

A humén daganatok kialakuldsa igen valtozatos gemetltéréseken alapszik, valamint
fontos szerepet jatszik benne szamos egyéb tériggpl. azéssejt populacié és a daganatoknak a
kornyezetikhodz valé viszonya (Pfaffl,2002; Tomas2l5; Vogelstein,2013). Ezen faktorok
kulonbodsége még az azonos szoévettani klasszifikacios cd@psorolt daganatokra is igaz. A
genetikai eltérések egy része 6rokletes, azonbamaeri daganatok tdbbsége szerzett, szomatikus
genetikai eltéréseken alapul, melyek kialakulassgymértékben befolyasoljak tdbbek kdzott a
kornyezeti tényedk, fertvz6 betegségek, taplalkozas, életmod stb. A kialakdiEpanatok
nagymeértélt genetikai és genom szinszabalyozasi heterogenitasa nemcsak a kuléndgygének
tumoraiban, hanem adott esetben egy tumoron kehiegmutatkozik. A daganatok kialakulasanak
és a daganatokban zajl6 biolégiai folyamatok mégért a betegségek egyre pontosabb
diagnosztikdjat és egyre hatékonyabb kezelését lesivé. Ebben a hosszu évtizedek ota tartd
folyamatban a pathologai diagnosztikat ma is aldmek tartjak, mely lehévé teszi a
homogénnek tartott betegcsoportok azonositasat@talediagnosztikus és terapias protokollok
kialakitasat. A klasszikus pathologiai diagnosztikekroszképos, majd mikroszképos tarhaza
folyamatosan évilt és vul a molekularis bioldgiai technikdk egyre kiteljebb alkalmazasaval.

A klinikai onkolégia nagymerték fejlédése és az eziranyd human vizsgalatok nemcsak a
benignitas/malignitas kérdésében varnak valaszdkaem a kezelési stratégia kialakitasahoz
szlUkség van a daganatok differencialtsaganak agandt anatémiai kiterjedtségének megallapitasa
mellett a célterdpia szamara fontos genetikai &l azonositaséra is. A human genom projekt
hatalmas segitséget nyujtott a genoriikidésének megeértésében és az eredmények beépilése a
rutin diagnosztikai folyamatba folyamatos. A génegszio mMRNS és fehérje siint
szabalyozdsaban a komplexitds megértése olyandakihimely Bven ad feladatot a kutatdk
szamara. Varhatéan a jelenlegi orvosbioldgiai lasiaeredmények koltséghatékony beépllése
tovabb fogja novelni a daganatok diagnosztikai katgsagat €és a megfaleterapias modszer
kivalasztasat.

A jelen disszertacio alapvien két kutatasi terlleten végzett eredményeimetesge
bemutatni. Az egyik a sejtkapcsold strukturak adkészeinek, ezen belil is a tight junction

alkotorészek expresszios mintazatanak vizsgélatmaaik pedig a fehérje ternéeies poszt-
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transzkripciés szabalyozasanak tanulmanyozasa aroRNS-ek expressziés mintdzatanak

segitségével.
|.2. Sejtkapcsold strukturak

1.2.1. Tight junction

A tight junction (TJ), mas néven zonula occludemsegithelialis vagy endothelialis sejtek
membranjainak sejtkapcsolé struktaraja, mely a ekejbasolateralis vagy apicalis részén
helyezkedik el. Olyan molekulakomplexumrdl van saziely nemcsak mechanikai kapcsold
feladattal bir, hanem az intercellularis térberbéhmzza a paracellularis transzportfolyamatokat és
a permeabilitast. Ujabban a sejten beliili jelahvstzabalyozasaban betoltdtt szerepére is vannak
adatok (Balda,2009; Matter,2003). A tubularis kégie sejtjeiben a TJ tipusu sejtkapcsolo
strukturdk a hamsejtek apicalis részén, ovsermutathatéak ki, elektron mikroszképosan a
~patent szdi” kapcsolodasi pontok, ,kissing point” -ok lathatfksukita,2008), (Tsukita,2000)

aqueous pores

TJ strands

transcellular paracellular
pathway pathway

1. dbra A tight junction elhelyezkedése és szabdlyozo szerepe a hamsejtek kozoétt. Tsukita S, Furuse M. Pores in the wall: claudins
constitute tight junction strands containing aqueous pores. J Cell Biol, 2000, 149: 13-16.

A TJ egyben a sejtek polarithsat is biztositja, kbionalisan pedig az apicalis és
basolateralis sejtfelszin kdz6tti lateralis difffiiziaz apicalis membranfelszinen a receptor medialt
endocytosist, valamint a basolateralis membranaxagytosist befolyasolja (Forster,2008).

A TJ-nak a szoveti terek, belértve az interceliglé&s intracellularis terek elhatarolasaban
kulcsszerepe van (2. abra). A para- és transzadBultranszportfolyamatok szabalyozott
komplexitasa és valtoztathatésaga szamos szervah@snpathologias ikodésében (vese, belek)
tettenérhet, és sokszor a szervek integritAsanak dratsében (vér-agy gat), adott esetben az
immunrendszer 8l valé elzartsaganak fenntartasaban (vér-here giéthigedhetetlen. A kéros
lateralis diffuzio a belekben hasmenéshez vezethgl a kerités funkcio elvesztése a spermiumok
erésenek gatlasat, vagy pusztulasat okozhatja &2ibh2; Luettig,2015).

9
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Barrier function Fence function

l

2. abra A TJ ’hatarold’ és ’kerités/sziir6’ tulajdonsaga. Ichikawa-Tomikawa N, Sugimoto K et al. Possible involvement of tight
junctions, extracellular matrix and nuclear receptors in epithelial differentiation. J Biomed Biotechnol. 2011;2011:253048.

Eddig tobb, mint 40 fehérjét azonositottak a TJ-ijEredriksson,2015). A TJ gerincének
fehérjekomplexét a sejtmembranon athurkolodo idtegrés citoplazmatikus fehérjék adjak. Az
integrans fehérjék funkcionalisan és szerkezetk@g csoportra oszthatdéak fel: egylelaz
emibsokben eddig 27 azonositott fehégéallo claudin-csalad, mastilaz occludint, tricellulint és
marveld3 fehérjét is magaba foglalé csoport, aSskacialt MARVEL proteinek (TAMP) csaladja.

A TJ fehérjék valtozatos biolégiai szereppel bitnakhatarold és sz6 funkcié alapjan egyes
fehérjék dominansan lezard funkciét latnak el, pgldaul a CLDN-1, -3, -5, -11, -14, -19 és
tricellulin. Masok a szelektiv kation- (CLDN-2, 4@s -15), illetve anionpermeabilitasban (CLDN-
10a és -17) toltenek be szerepet, mig a CLDN-2 zateiesziképességet szabalyozza
(Luettig,2015). Ezaltal a zonula occludens fonteladatot télt be az intra- és extracellularis terek

kozt fennall6 ozmotikus egyensuly fenntartasaban.

Tovabbi fontos struktirfehérje a JAM, mely egyszdéhérje, két immunglobulin-szer
motivumuk okan az IgG-csaladhoz is tartozik (Vaalli#,2013). A tight junction asszocialt
citoplazmatikus fehérjék kozeé tartoznak a ZO praki ZO-1, ZO-2 és Z0O-3, melyek az aktin
kozti kapcsolatot biztositjak (Van ltallie,2014).

A TJ molekularis szerkezetének feltarasa soran fédesiilt ezen struktirdk valtozatos
szerepére, melyek szamos sejtfolyamatot szabalkpzgg tobbek kdzott a sejtproliferacié soran
egyes szignaltranszdukcids utvonalak aktivitasaiplpgadekfelszivodas és szekrécio meértékét (a
CLDN-16 eés -19 példaul a magnézium felszivodasapaseik szerepet) (Yu,2015), vagy a
gyulladasos folyamatokban a szovetkozi térben abskdolyadékkiaramlast (Luettig,2015). A
sejtbioldgiai folyamatok koros szabalyozésa folyt@nsejtkapcsold struktirak morfolégiai és
funkcinalis megvaltozasa szerepet jatszik a cagenesisben, a tumorprogresszioban, és ezaltal a
metastasisképzésben is. Ismert, hogy a TJ és éelényeges szerepet jatszanak az epithelialis-
mesenchymalis atalakulas (EMT) folyamataban, melgrep lehet fizioloégidas (embryolégiai,

fejlédéstani), vagy pathologias (fibrosis, daganatkdpg) (Klymkowsky,2009).
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A polarizaltsag elvesztése és a sejtek kiszabaaldasejtkapcsold strukturakbdl logikus
torténése a tumor progresszionak, az invazionakpestkezményesen a metasztazis kdpsnek.
Mindazonaltal a TJ leépllése, a sejtkapcsolat Ezélasa nem az 6sszes TJ fehérje alkotorész
csokkent expresszigjat jelenti, hanem megvaltozik expressziés mintazat és 06sszességében
daganattipusonként eltérmintazat jellemé&. Egyes alkotorészek ternddEse lecsokken, mig
méasok terméldése fokozodik.A carcinogenesisben és tumor progresszioban telgese
alkotérészek tultermétiése, vagy csokkent expresszidja egymas melletziketés végs soron az
expresszids mintazat megvaltozasa jellemez egypdita (Gonzalez-Mariscal,2008; Lal-
Nag,2009).Masfebl fontos megallapitas volt, hogy a TJ-k a korabkepzelésekkel ellentétben
dinamikusan valtozo struktarak, ezéltal az egyedveiek atereséképessége, valamint egyéb
funkcidja, vagy ultrastrukturalis felépitése seratiktis, valtozik a kulonbdg koros folyamatok
soran (Balda,2009).

[.2.2. Adherens junkcié

Az adherens junkcio (AJ) a TJ-hoz hasonloan kétdegnkozott képez kapcsold struktarat,
de a TJ-hoz képest basalis irdnyban helyezkedik ésl, citoplazmatikus oldala aktin
filamentumokhoz kapcsolddik (3. abra). Az adhergmikcionak van folyamatos, sejtek kozott
korbefutd formaja, melyet zonula adherensnek nevwgzés van pontszérformaja is, mely az
extracellularis métrixhoz kapcsolodik, ez az adbgzplakk. AZ AJ a sejtek kozti kapcsolat
fenntartdsa mellett tobb intracellularis jelatvitelitvonal mikodésében tolt be szerepet
(McEwen,2012). Az AJ sejtkapcsolodasban jatszaikdiojanak egyik alapvétmolekulacsaladja a
cadherinek (Troyanovsky,2012). Ezek szintén tramsubran fehérjek és a szomszédos sejtek
cadherinjeinvel képeznek homodimereket. AZ AJ kddhyeges lényeges molekulacsaladja a
cateninek (Troyanovsky,2012). Az-catenin, ap- vagy y-catenin indirekt médon kédik a

cadherinekhez és egyben kapcsolddik az actin &ebstonhoz.
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3. abra A tight junction (TJ) és adherens junkcié (AJ) egymashoz viszonyitott helyzete. Miyoshi J, Takai Y. Molecular perspective
on tight-junction assembly and epithelial polarity. Adv Drug Deliv Rev. 2005 Apr 25;57(6):815-55.

[.2.3. Claudinok

A napjainkig megismert tag értelemben vett molessddad 27 féle claudinbdl (CLDN)
(Mineta,2011) all és a legélset 1998-ban irtdk le (Tsukita,1998). Az éeldaudin fehérjéket és
lokliz&cidjukat (CLDN-1 és -2) Furuse és Tsukitardankatarsaik azonositottdk (Tsukita,1998;
Tsukita,2000; Tsukita,2001). Magat a claudinokaddté géncsaladot pedig 1999-ben azonositotta
Morita (Morita,1999). A gének a csaladon belll ®ltél2-70 %-0s szekvencia-homoldgiat
mutatnak. A nagyfoku szerkezetbeli hasonlésag fielv@J struktlirdban betoltétt hasonld funkcid
lehetiségét, de a kulonbégzég a funkcid komplexitdsara is utal egyben. At lailtipusok
expresszios mintazata szamos sejt és szévet esatabd a normal sejtekben/szévetekben, mind
pedig a koros allapotokban jellegzetes mintazat@hdelkezik. Ez mind a mennyiségi

paraméterekre, mind pedig a lokalizaciora igaz.

Jelenleg a 24 régebben azonositott claudin (clalk#id) altipus mellé sorolt 3 Ujabb,
hasonlésagot mutatd claudinnal (claudin-25-27) 6kitett csalad tagjait filogenetikailag a
'klasszikus CLDN’ és a 'nem klasszikus CLDN’ csoiiar lehet besorolni (Lal-Nag,2009) (4.

abra).
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4. abra A human claudin fehérjék filogenetikai osztalyozdasa. Lal-Nag M, Morin PJ. The claudins. Genome Biol. 2009;10(8):235.

A claudinok négy transzmembran domdihbs két extracellularis hurokbdl épullnek fel, a
fehérje N- és C- terminalisa intracellularisan lted&6 (5. &bra). A claudinok altipusai a harmadik é
negyedik transzmembran egység genetikai variabdliidn kilonbéznek (Lal-Nag,2009). Azéels
extracellularis hurok 50 aminosavbal all, dominaldadroféb, mig a masodik hurok kisebb, 20

aminosavbol all.

Charged amino acids

f_)%

HCV-binding site for Cldnl
/ CPE-binding site for Cldn3,

«~~ Cldnd, Cldn6 and Cldn7

Cytoplasm

N 2

B <— Phosphorylation site

PDZ-binding motif

5. abra A claudinok térbeli felépitése és az alkotorészek funkcidja.

A claudinokat négy transzmembran domén, az intkdéek régidk, valamint az
extracellularis domének alkotjak. Az extracelldamurkok receptorként funkcionalhatnak és
tovabbi fehérjékkel is kapcsolédhatnak (Chiba,2008)
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A tobbi TJ alkotorészhez valé kapcsolodasban a& eidracellularis huroknak varg f
feladata, és a claudinok jelleden homodimereket képeznek, de egyes altipusok
heterodimeriz4ciora is képesek (Lal-Nag,2009; Vealli¢,2014; Van ltallie,2011). A nagy, N-
terminalis végi hurok altal képesek a claudinokmeggsal 'cis-’, mig a kisebb, C-terminalis kozeli
hurokkal ’'trans-’ kapcsolatban mas CLDN-fehérjéhepcsolodni. Ez az Osszetett, kulonboz
claudinokbdl &ll6 cis/trans fehérjehalmaz bizt@sig sejtek kozti mechanikai 0sszekottetést,
valamint a sejtek kozti térben tortéfolyadékaramlast és a benne oldott anyagok torsegles
szelektiv szelekcigjat. A szervek vezetékeibenulugaiban kritikus szerepe van a folyadékterek
izolacigjanak (lasd epevezeték, pancreas vezetiddye a szuperszelektiv @z €s transzport
mecahnizmusoknak. A TJ A&ltalanos feladata a sejgdhbiztositdsa, a szoveti sttruktlra
orientaltsaganak fenntartasa, emellett az intereels rések izolalasa, hatarolasa, és a paraaeful
folyadék és a benne oldott ionok, molekulak trapsig@nak a szabalyozasa. Végsoron a
mechanikus és szabalyozé funkcidkon keresztlil a veszd homeosztazis biztositasa
(Rosenthal,2010). A TJ-nek a claudinok mennyiségimérnsségi kolonbodsége éltal biztositott
variabilithsa sokféle biologiai funkciot tesz lebwed. Az alkotorészek mennyiségi és HEagi
Osszetettségének valtozasa sokszor kdijela sejtek, szovetek kéros atalakulasanak, eggben
funkci6 megvaltozasanak. A CLDN-1 knock out egéreibdnutatia a TJ hatarolo, barrier
funkciojanak jeleriségét. Az egér ugyan kifédik, de 1 nappal mar kritikus mériékizvesztés
miatt kiszaradas lép fel (Furuse,2009; Furuse,20@2)kiulénféle claudinok szovetspecifikus
jelentbségét mutatja, hogy mig az endothel kapcsolodastatos CLDN-5 kiltése esetén a
megsziletés utan kozvetlenul agyvérzést kapnakerele, addig a CLDN-16 expresszio elvesztése
a vesét érinti sulyosan, hypomagnesaemia és negbimusis jon létre (Nadarajah,2014;
Tamura,2014).

A claudinok daganatterapias felhasznélhatésagar@t az a tény vetette fel, hogy a CLDN-
3 és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinnalPEL a receptora. A toxin bekitese utan a
CLDN-3 és -4 fehérje komplexének térszerkezete @éagik, depolimerizalodik, és a létrefdv
porusok a membranpermeabilitds fokozodasat eredemény Ez felvetette, hogy olyan
daganatokon, ahol ezen claudinok nagy mennyiséghipresszaldédnak, a toxint a daganatsejtek
elpusztitasara lehetne hasznalni. Tagabb érteleind@nely magasan expresszaldédéd claudin, mint
sejtfelszinre kigr molekula lehet tumor terapia célpontja, amennyilaefelismeé antitesthez
terapias szert, radiofarmakont, vagy citotoxikuerskotink (Offner,2005). A megfetelterapias
modalitas kifejlesztése napjainkban is intenzivalag targya (Fukasawa,2015; Yamashita,2015),
(Li,2014; Li,2014).
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1.2.4. ZO-fehérjék

A ZO proteinek a MAGUK (membrane-associated guarykinase) fehérje csalad tagjai;
harom PDZ-domértd és egy-egy SH3 és GuK doméhlalinak (6. abra), (Pan,2011A\ ZO-
fehérjék PDZ-doménjéhez kapcsolddik tébb claudjrvédamint a JAM proteinek sajat PDZ-kot
hellyel birnak és igy kapcsoléodnak a ZO-1 C-tertisahoz. A ZO fehérjék szerepet jatszanak a
sejt-remodellingben, és az embryonalis szévetedifiiciaciéban . Ez olyan Iényeges funkcid, hogy
a ZO proteinek hidnyakor a hamsejtek ko6zott nerkudlii funkcioképes TJ (Katsuno,2008). A
Z0-1 a ZONAB (Z0O-1 associated nucleic acid-bindimgtein) segitségével képes egyes sejtciklust
szabalyoz6 fehérjék, példaul az ErbB-2 promotevaisat, ezaltal az endogén ErbB-2 expressziot
befolyasolni, masrészt a PCNA-hoz és cyclinD1-he#t6 vkdzvetlen kapcsoldédas révén is
befolyasolhatjak a sejtciklust (Balda,2000). A ZCGa2c-Myc-el komplexet alkotva a cyclinD1
promoterét szabalyozhatja, mely az expresszié esiddét eredményezi a sejtciklus G1/S fazisaban
(Huerta,2007).
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[.2.5. Occludin

Az occludin volt az elsleirt, 65 kDa molsulyd transzmembran TJ-alkotér@aruse,1993).
Ezen fehérje fokozott ternt@lése a sejtmembran elektromos ellenalldsanak ndeske
eredményezi. Erdekes mddon occludin K.O. egerekiodonzddott egyes kationok membran
permeabilitasa, de a TJ latszélag megelskerkezetet vett el, azonban szamosédépi
rendellenesség alakult ki: hereatrofia, infertiljiticsontfeppdési rendellenességek, novekedési
zavarok, gyomornyélkahartya-hyperplasia. A carcamggisben és tumor progresszioban az
occludin tébb pathologias allapotban szerepet Kapkonstitutivan aktiv Ras/Raf-1 jelatviteli

avonal hatadsara az occludin transzkripcidja csokkesr a CLDN-1 és -2, valamint a ZO-1
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expresszidja is mérséklik. A VHL-tumorszuppresszor gén kiesése sorancaiudin és CLDN-1
termebdése csokken (Li,2000; Wang,2007).

1.2.6. Tricellulin

A sejtkapcsol6 struktarakon beltl megkulonboztegikét sejtet 6sszekapcsold bicellularis
TJ struktarakat, és az utobbi években jobban megisiricellularis, azaz harom sejt talalkozasi
pontjaban kimutathat6 TJ-t (7. abra) (Ikenouchi®00

~\ Tricellular junction
)/ Paired TJ strands

r//
S~

Central sealing

Central "tube" —&
elements

7. abra A tricellularus kapcsolddasi pont szerkezete. lkenouchi J, Furuse M, Furuse K, Sasaki H, Tsukita S, Tsukita S. Tricellulin
constitutes a novel barrier at tricellular contacts of epithelial cells. J Cell Biol. 2005 Dec 19;171(6):939-45.

A tricellulint, mint a tricellularis junctiok & alkotéelemét az occludin és marveld3
proteinekkel egyltt a TAMP (TJ-associated membiamogeins) — fehérjék MARVEL (MAI and
Related proteins for VEsicle trafficking and memiwalink) — csaladjaba klasszifikaltak. Ezen

fehérjék egyes funkciokban osztoznak, azonban tgs/eltéréseket is mutatnak (Gunzel,2012).

A tricellulin felépitése: A tricellulin (TRIC) eg¥3.6 kDa molsulyd, 555 aminosavbal felépul
fehérje, mely a claudinokhoz és az occludinhoz hiasm négy transzmembran domeénnek és két
extracellulris hurokkal és intracellularis termiisakkal rendelkezik (8. &bra). A tricellulin C-
terminalis végének utolsé 130 aminosava azonogsandin C-termindlisaval, ezaltal a két fehérje
32% szekvencia homolégiat mutat (Chiba,2008). Ridizu €s munkatarsai 4 izoformat tudtak
elklloéniteni, a TRIC-a ezek kodzlul a leghosszablex@nbdl és 558 aminosavbdl all, 64 kDa
molsullyal rendelkezik. A TRIC-al a TRIC-a-hoz haky de a TRIC-a 3. exonja hianyzik, 62 kDa
moltémedi. A TRIC-b még rovidebb, 458 aminosavbdl all, 52akiolsalyd protein, mig a TRIC-c
mindéssze két transzmembran dontnballo, 442 aminosav hosszU splice-varians
(Riazuddin,2006).
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8. abra A tricellulin felépitése. Kondoh M, Yagi K. Tight junction modulators: promising candidates for drug delivery. Curr Med
Chem. 2007;14(23):2482-8.

Fiziologiasan mind az occludin, mind pedig a TREeéri/threonin- és egyes tirozin-kindzok altal
foszforilalt allapotban van. Az occludin C-termiisainak foszforilacidjat a casein kinaz (CK)-1 és
-2 (szerin/threonin- kindzok csoportja) végzi, dzam a TRIC foszforilal6i eddig ismeretlenek.
Ezen szabalyozasi folyamat kéros allapotéat tafjgitosnak egyes gyulladasos bélbetegségekben,
valamint szerepet jatszhat a carcinogenesisbendlahi,2005). A tricellulin egyik fontos feladata
szintén a transepithelialis barrier fenntartasd.AC-K.O. sejtekben a transzmembran elektromos
ellenallas (TER) csokkenését és a paracellularsmeabilitas fokozddasat észlelték (Furuse,2009;
Tsukita,2008; Tsukita,2009). A TER a lezaro, sepfimkcio egyik jol mérhétmarkere. Ha a TER
n6, akkor egyiddjleg csokken egyes ionok és makromolekuladk transZim@ampermeabilitasa,
tehat a tricellulin a TER fenntartasaban is résxzv A TRIC fehérje expresszidjat szamos normal
és daganatos szovettipusban dokumentaltédk: hurdécaticinoma (Soini,2012), humén Corti-szerv
lamina cochlearisa (Riazuddin,2006), MDCK Il — wsejtal (Krug,2009), human csirasejtek,
Sertoli-sejtek (Hermo,2010), human gyomorcarcinasefivonal (Masuda,2010), human tonsilla
squamosus sejtes carcinoma (Kondoh,2011), egérnybkf gyomor, vese (lkenouchi,2005).
Leirtdk, hogy az occludin-KO sejtekben a TRIC aditularis junkcioban nem azonosithatd, de a
bicellularis TJ-ban kimutathatd, ezaltal felmerillogy atveheti az occludin egyes funkcioit.
Emellett a tricellularis junkcié fontos feladatarekromolekula aramlasanak szabalyozasa, mely a
tricellularis  junkcié poérusanak relativ. nagy métetdekintve Ilehaiséget nydjt a
gyogyszermolekulak transzportjdnak befolyasolas@andoh,2007; Krug,2014; Krug,2009).
Ebben a tekintetben lényeges lehet, hogy j6l difierdlt pancreas ductalis adenocarcinoma
sejtvonalakban az extracellularis kalcium-szinbbgfsolta a tricellulin expressziét, érdekes médon
mind a hypocalcaemia, mind a hypercalcaemia fokata RIC fehérje termétlést (Van
Itallie,2011). Emellett egyes TRIC-mutaciok a clenodk mutaciojahoz hasonléan szerepet

jatszanak a familiaris siketség egyes formainagjlkidiésében (Riazuddin,2006).

Osszességében elmondhatd, hogy az irodalmi adagsksa TJ § variabilitasat ado claudin
géncsaladnak és fehérjéinek alapvetzerepe van a hamsejtek intercellularis kapcsohdta
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fenntartasdban és a folyadékterek szelektiv szab@dpban. Mindezen folyamatok koros
megvaltozdsa tetten értieta claudinok expresszidos mintazatanak megvaltoaasar egyes
szovetek, szervek carcinogenesis folyamataban dédalakult tumorok progresszidjaban és
kovetkezmeényesen a metastasisok kialakulasabanladdinok és egyeb TJ fehérjék, igy az
occludin, ZO-1, tricellulin expressziés mintazaténdeltérképezése segithet a tumorok
kialakulasanak és progresszidjanak pathobiol6giablyafnatainak  megértésében, és
differencialdiagnosztikai célokat is szolgalhat.

1.3. A mikro-RNS expresszi6 szerepe e€s jelaigége a

genexpresszio szabalyozasaban

[.3.1. A mikroRNS-ek és fizioldgias szerepik

A mikro-RNS-ek (miR) olyan rovid, 16-29 nukleotido$szUsagu, nem-kodold RNS
molekulak, melyek a génexpressziot negativ regikétd szabalyozzak (Croce,2005; Wang,2009).
1993-ban éiszor a Caenorhabditis elegans differencialédaséharepet jatszé lin-4-t, majd par
évvel ezt kbveten a let-7 miR-t fedezték fel (Bartel,2004). A kit fajokban megismert miR-k
szama mara 20 ezer folott van és ezen beldl tébbf @000 human miR taladlhaté meg
(Lawrie,2013). A miR-eket kdédolé genomialis rész&kalaban a gének intronjaiban, vagy az
ugynevezett 3' UTR (untranslated- fehérjévé &t rieddd) régidjdban valamint a genom nem-
kodolé részén klaszterekben talalhatoak (Bartei208z érett mikroRNS-ek kialakulasa tobb
szakaszban torténik; éleent az RNS-polimeraz Il segitségével a primer ifpRmiR) irodik at,
majd ebldl a Drosha enzim (Il tipust endonukledz RN-az)rkidxikodése altal jellegzetes hajt
szerkezdt (mintegy 60-110 nukleotid hosszUsagu) prae-miR-&kabnak le. A prae-miR-eldba
Dicer endonukleaz segitségével a RISC komplexbeSfRidukalt csendesgitkomplex) beépid
miR-ek keletkeznek (Munker,2011). A miR-ek az 5gukon talalhatd 6-8 nukleotid hosszusagu
.seed” régio segitségével kapcsoldédnak egy célndelknRNS 3’ végéhez, mely az adott mRNS
lebontasat vagy a transzlacio gatlasat eredmérifez2004; Zhao,2010). Osszességében a miR-ek
tehat az mRNS szint csokkentésével vagy a tranézlgétlasaval a génexpresszido poszt-
transzkripciés moédositasaban vesznek részt és aragakiv regulatorai. A mikroRNS-ek (MiRNS,
miR) tehat olyan rovid RNS molekulak, melyek alapea a génexpresszidt negativan regulaljak
(Ciesla,2011) a géfr atirt mMRNS lebontasaval vagy pedig a transzlggédlasaval. A gén
expresszid modositasaval olyan alapvédlyamatok szabalyozasaban vesznek részt, mint az

egyedfejbdés, immunitas, differenciacio, vagy a homeoszighis2012).
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[.3.2. A mikro-RNS-ek szerepe daganatokban

A mikroRNS-ek a carcinogenezisben és a tumorokrpsszidjaban egyarant szerepet jatszanak. A
miR-k tehat poszt-transzkricpcios szinten hatnak.trdnszlacios blokkot okoznak a messenger
vagy megakadalyozasa A&ltal (Carthew,2009). Hatésdrint alapvéien megkilonboztetiink
onkogén (onko-miR), és tumor szupresszor hatastaké@R Az onko-miR-ek tumor szupresszor
gének expresszidjanak gatlasaval azok tefdesét csokkenthetik, vagy ha onkogének a
célpontjaik, akkor az expresszidjat szabalyozé teilRebdésének csokkenésével az adott onkogén
expresszidja éhet (Shenouda,2009). A miR-ek megvaltozott expiégszszamos szolid
daganatban kerult leirdsra az adott daganat tilakklasaban, vagy progresszidjaban lényeges
szerepet betdt gén mRNS, illetve fehérje expresszidjaban bek@#tka miR termeidéssel
negativan korrelalé véaltozassal (Cummins,2006p|@007; lorio,2005; Yanaihara,2006). A mikro-
RNS-ek mind a normal parenchyma sejifgibmind pedig a tumorsejtekba periférias vérbe is
kikeriilhetnek, és szintjuk mérldetez mddot adhat egyes szbévetekben, igy a tumonojeben lev
megvaltozott miR expresszids szint u@riborténd monitorozasara, és ezaltal a keingiR-ek
tumormarkerként valo felhasznélasara, vagy egyéiofiggias folyamat kimutatasara (Cortez,2012;
Cortez,2010; Miyaaki,2014).

A normal homeosztazis allapotdhoz képest szamandégan kerilt leirasra a megvaltozott
miR expresszids profil (Shenouda,2009), valamirgnekivil tébb pathologias allapotban, igy
majbetegségekben is beszamoltak a megvaltozott oRNE expressziordl (Kerr,2011;
Lakner,2011). A mikroRNS-ek mintdzata szévet-,tviée szervspecifikus médon szabélyozott. A
kéros allapotokban a mintazat egyes része megmanégl,egyes mikroRNS-ek jellegzetesen
megvaltozott termébdést mutatnak. A miR-ek ezért alkalmasak lehetnfferdncialdiagnosztikai
célokra, egyes elvaltozasok azonositasara, és d@bte adat szOl prognosztikus és prediktiv
jelentbséguksl (Cortez,2012; Cortez,2010; Cortez,2014; Garap®k4; Musilova,2015;
Zhu,2014). Néhany mikroRNS-t mar lekozoltek, mind@C vagy a kronikus hepatitis B féres
lehetséges biomarkereit [(Borel,2012; Waidmann,2012
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1. Célkit iizések

A jelen értekezésben targyalt vizsgalatok a sefikald struktdra tight junction alkotorészek koziil
a claudinok, az occludin és a tricellulin megvattihzxpressziés mintazatdnak felderitését, ennek a
jelentbségének a megértéséztek ki a human daganatok hisztogenezisének jobdperteséhez,

a megvaltozott expresszidos mintazat jeleagét. Hasonldképpen, a mikroRNS-ek megvaltozott
expresszidjat vizsgaltuk ebben a kontextusbantvélea megvaltozott expressziés mintazatok
differencialdiagnosztikai és prediktiv jeléaégét a klinikai kezelésre adott valaszban. A human
daganatok kozul kiemelten foglalkoztunk a maj émigalmirigydaganatokkal, valamint a méh és a
hagyhdélyag daganataival.

A primer és attéti mgjdaganatok differencialdiagnigjat sok esetben mar rutin szovettani
vizsgalattal el lehet dénteni, de szikség lehetigpe eljarasokra, etsorban immunhisztokémiai
vizsgalatra. A dedifferencialt daganatok esetébeonidan sok esetben a citoldgiai, szdvettani
morfolégia nem elégséges a végliagnozis felallitdsahoz, és a génexpressziéshmanhelemzésére
van szikség. A jelenleg haszndlt immunhisztokénmerkerek egyike sem bir 100 %-s
specificitdssal €s szenzitivitassal, ezért egy@kagesold strukturak alkotorészeinek expresszios
mintazatanak felhasznalasa is felmerll diagnosztikprognosztikus, vagy prediktiv célra. A

kovetke®d kérdésekre kerestiink valaszt:

Primer és attéti hepato-pancreato-biliaris daganatk TJ mintédzata

1. Milyen a jellegzetes TJ expresszios mintdzat - déele a claudinok és tricellulin
expresszigjat - a normal majban, krénikus hephstis cirrhosisban és hepatocellularis
carcinomaban (HCC)?

2. Milyen kulonbségek jellemzik a HCC egyes altipna&iTJ mintazatat?

3. Elkilonithet-e a HCC a cholangiocarcinomatol (CC) a TJ mint&@apjan, és vannak-e
kilonbségek a human epeutrendszer kulodlsizakaszaibol szarmazo cholangiocarcinomai
kozott?

Kimutathaté-e 6sszefliggés a claudin mintazat vastazs a HCV faftés kozott?

Jellemzi-e a TJ mintazat - beleértve a claudirgk tricellulin expresszigjat - a
hepatoblastomak kulonbézaltipusait és mutatkozik-e 0sszefliggés a hepatoinea
altipusaiban az epigenetikus szabalyozé molekual&nhancer of zeste homolog 2 (EZH2)
fehérje az expresszibja és a klinikopathologiaapeterek kozott?

6. Milyen a jellegzetes TJ expresszios mintazat -eédve a claudinok és tricellulin

expresszigjat - mutathatd ki normal majban, krosikbepatitisben, cirrhosisban és
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hepatocellularis carcinomaban, és van-e ezen konogazatoknak prognosztikus vagy

prediktiv szerepe?

Urogenitalis daganatok TJ expresszids profilja

7.

Milyen a claudin, az occludin és a feltételezettvHieceptor proteoglikan, a syndecan-1
expresszidja, expresszids mintdzata a normal cdrdimban, és milyen valtozasok jonnek
létre a mintazatban a praemalignus-malignus pregir@soran in situ carcinomaban (CIS),

CIN I-1ll 1éziokban, illetve invaziv méhnyakrakb&n

Milyen fehérje és mRNS szintclaudin expresszios valtozasok jellemzik a norrasl
hyperplastikus endometrium hamot, és az endometraarcinoma endometrioid és

seropapillaris tipusait az endometrium carcinogerssan ?

Van a kulénbség a claudin mRNS és fehérje expr@ssanplex megjelenésében, valamint
a proliferaciés aktivitdsban a normal hugyuti h&rag alacsony és magas differencialtsagu
(low grade és high grade) hagyholyagrakok kozda@tamint urothelialis papilloméaban (UP),
invertalt urothelialis papillomaban (IUP), PUNLMRib és low grade urothelialis
carcinomaban (LG-UCC)? A kimutatott eltéréseknekn-ga differencialdiagnosztikai
szerepe, illetve hogy mutatnak-e 0Osszefliggést agbkt kidjulas-mentes és a teljes

tulélésével?

HCV hepatitis, steatosis és HCC asszocialt mikroRN®intazat

10.

11.

Vannak-e jellegzetes kulonbségek a target prediksr@rint potencidlisan a HCV
receptorokra hatd mikroRNS-ek expressziojadban a HINulas idején, és az antiviralis
kezelés hatasara a HCV cirrhosis miatt szikségea#é orthotopikus majatiltetések
utdnkovetése soran? Talalunk-e kilénbséget a mik®Rmintazatban az antiviralis
kezelésre reagald betegcsoportban a non-respoimderddépest, €s a virus kidjulaskor a
mikroRNS expresszios mintazatadrel tudja-e jelezni az interferon/ribavirin antivisa

kezelés hatdsossagat?
Van-e kilénbség a mikroRNS mintazatban a kulosk#iedeti maj steatosisokban, igy a

HCV pozitiv, vagy negativ kronikus hepatitis assalbsteatosisban, a metabolikus erédet

steatosisban?
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Az inoperabilis, illetve rezidiv hepatocellulariarcinomaban szenvédetegek Sorafenib
(Nexavar) célzott terapias kezelése soran mutdtkokillonbség a kezeléssdlvett vékony
ti aspiracios citoldégiai majbiopszia mikroRNS expeéds mintazataban a kezelésre jol
reagalo, hosszabb tulélés mutatd betegeknél adsreetosszul reagalo, révidebb tulélést

mutatd betegekhez képest?
Van-e kuldnbség az epithelialis tipust hepatoblaatdetalis és embryonalis tipusanak

mikroRNS expresszios profilja kdzott, és mutatraiatazat dsszefliggéspPacatenin

magi felhalmozddésaval és betegek tulélési addfaiva
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lll. Anyagok és modszerek

l1l.1. Vizsgalt betegcsoportok

A vizsgalt szovetmintakat a Semmelweis Egyetemilidinak, igy az I. sz. Sebészeti Klinika, a
Il. sz. Nogyogyaszati Klinika, az Uroldgia Klinika, az I. styermekgyogyaszati Klinika
betegeinek diagnosztikus célra eltavolitott és. 41 Pathologiai Intézetbe bekildott, feldolgozott
mintaibol nyertik. A Semmelweis Egyetem Transzg@deidts Klinika és a Gyermekonkoldgiali
Klinikaval valé egyuttnikbédés soran a Semmelweis Egyetem |. sz. Pathol@giaKisérleti
Réakkutatd Intézetében feldolgozott eseteket isgéltank. Dénben formalin fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) mintakat tanulmanyoztunk, de egzedektiv mintacsoportok esetén -80 C-on
fagyasztott szovetmintak vizsgalatara is sor keriélt sorafenib kezelt HCC betegek miR
expresszids vizsgalatait FNAB citol6giai mintdkbétgeztik. A vizsgalatokat a Semmelweis
Egyetem Regiondlis Etikai Bizottsaganak engedélyéégeztik (REGEB: 172/2003, 2/2004,
1/2005, 82/2005, 160/2006, 15/2008, 68/2008, 1382058/2008, 630/P1/2008.84-245/2008-1018
EKU, 83/2010, 35/2011).

A minték fixaldsa az ajanlott protokollnak megfébx 10%-o0s pufferolt formalinban tortént
€jszakan at, majd paraffinba tortént a bedgyazas.didgnozis megallapitdsa alapien
Haematoxilin-Eosin (H&E) festett metszeteken tértészikség esetén kiegészispecialis
szoOvettani festések é€s immunhisztokémiai vizsgilaso torténtek. Az esetek kivalasztasakor
megtortént a pathologiai diagnozis eberése, adott esetben azokdzben megvaltozott
klasszifikacié szerint az esetek Ujra osztalyozkeréltek.

111.L1.1. A sejtkapcsold struktira alkotorészek expesszigjanak

vizsgalata hepato-pancreato-biliaris daganatokban

[11.1.1.1. Claudin expresszio hepatocellularis calicnomaban, fibrolamellaris

carcinomaban, cholangiocarcinomaban és majmetaszt&pkban

A claudin-4 expressziélss vizsgalatat, mely agpeuti carcinomakgellemz mintazatot s
ennek differencialdiagnosztikai értékét kivanta téeli, 53 biliaris traktusbol szarmazo
cholangiocarcinoman, 50 hepatocellularis carcingmé@ normal majmintan és 10 normal

extrahepatikus epeuti mintdn végeztik +IHK-i vidaggkkal, Western blot analizissel és az mRNS
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expresszio feltardsara real time RT-PCR-el. Az imhisztokémiai vizsgalatokat szoveti
mikroarray-ken végeztik.

A claudin-1, -2, -3, -4, and -7 fehérje express#i@ HCV ferdzottség fliggvényében 30
HCC-n és a kornyéz daganatmentes majszévetben, valamint 6 normal anapjazsgaltuk
immunhisztokémiaval és a reakcio morfometriai lékeiésével, valamint Western blot-tal.

A claudin-1, -2, -3, -4, és -7 mRNS és fehérje tsizaxpresszidjat 20 HCC-n, 20 colorectalis
adenocarcinoma, 15 pancreas ductalis carcinoma etagatazisdn és a koérngemumormentes
majszoveteken, valamint 5 normal majban vizsgaltuk.

Az occludin és a ZO-1 fehérje és mMRNS srkifejezodését 20 HCC-ben és 20 colorectalis
adenocarcinomaban tanulmanyoztuk, valamint 7 normajmintdt vontunk be a vizsgalatba

konrollként.

Az epelt rendszer claudin expresszidés mintazatde6y sebészi rezekatumainak formalin
fixalt, paraffinba beagyazott anyagain vizsgaltlk. intrahepatikus epeduti carcinomat (IBDC), 17
extrahepatikus epeuti carcinomat (EBDC), valamihtepehdlyag carcinoméan (GBC) vizsgaltuk a
claudin-1, -2, -3, -4, -7, -8, and -10 és a cytaker7 expresszios mintdzatat IHK maodszerekkel.
Ezen kivl portalis terek 12 normal intrahepatikus epeutntdyét, 12 extrahepatikus epeuti mintat,
valamint 33 normal epehdélyag ham mintat vontunk abeizsgalatba normal kontrollként. A
sebészeti beavatkozas 6tl egyik beteg sem részesilt radio- vagy kemotéakigi. A
vizsgalatokhoz a helyi etikai bizottsag (TUKEB) edglyével rendelkeztiink (172/2003). A
betegek median életkora 65 év volt, a féfi/arany pedig 24/38. A biliaris carcinomak
szoOvettanilag jol differencialt (G1), kézepesenfatiéncialt (G2) és rosszul differencialt (G3)
kategoridba lettek beosztva (Guzman G, Chejfec @R Tumors of the digestive system. In
Damjanov |, Fan F: Cancer Grading Manual. Spring&r)egyes mintakbdl tdbbsz6rds (dupla vagy
tripla) sz6vethengerek lettek eltavolitva és ezEldzéveti mikroarray-ket (Tissue Micro-Array:

TMA) hoztunk létre, melyeken torténtek az autom@timmmunhisztokémiai vizsgalatok.

[11.1.1.2. Claudin expresszi6 és tricellulin expreszié hepatoblastomaban

A Semmelweis Egyetem Il. sz. Pathologiai Intézea#d. Sz. Pathologiai és Kisérleti Rakkutato
Intézet archivumabdl valasztottuk ki eseteink fdiméixalt, paraffinba agyazott blokkjait. Az
0sszes vizsgalt eset sebészi rezekatumbol szammazot

A claudinok expresszié tanulméanyozasékorl4 db hepatoblastoma esetet vizsgaltunk, melyek
Osszetétellk szerint tisztan fetlis, fetalis/erob@fis vagy kevert tipustak voltak.

A tricellulin expresszio vizsgalatakora 1995-2010 kdz6tt operalt hepatoblastomak (HEk&1
eset formalin fixalt, paraffinba agyazott blokkjakiretrospektiv vizsgalatat végeztik. A betegek
életkora 3.6-189.8 hdnap (atlag 45.9 hénap), &fig/arany 11/10 volt. Mind a 21 beteg a SIOPEL
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nemzetkozi protokoll szerinti pre-operativ kemopéhihan részestlt, majd az ezt k@dvetitétek
rezekatumai keriltek pathologiai vizsgalatra. 7t - 1 eset kivételével a rezekciot kdeet -
lokdlis recidivat, 6 betegnél pedig &l adott metasztazist diagnosztizaltak. A vizsdélairtakor
20 betegbl 5 elhalalozott.

[11.1.1.3. Tricellulin expresszié hepatocellulariscarcinomaban és fibrolamellaris

carcinomaban, valamint pancreas ductalis carcinomgan

Ezen vizsgalatok soran 128 tumormintat, benne &hy@mirigydaganatot és 42 primer
majdaganatot, illetve 12 cirrhosisbOl szarmazé tatirvizsgaltunk (1. tébldzat). A pancreas
daganatok kozott 58 sebészileg rezekalt ductdimna@carcinoma (14 esetben grade 1, 19 esetben
grade 2 és 25 esetben grade 3 daganat), 15 endasmyalmirigytumor (5 benignus, 7 borderline
és 3 malignus) és 3 acinussejtes carcinoma tricedxpresszioja kerilt gorésala (2. tablazat). A
a majdaganatok esetében 32 hepatocellularis canédin(l0 esetben grade 1, 13 esetben grade 2, 8
esetben grade 3 és 1 esetben kevert gradusu dadarQl intrahepatikus cholangiocarcinomat (5
esetben grade 1, 9 esetben grade 2 és 6 esetln Jydifferencialtsagu tumor) vizsgaltunk (3.
tablazat). A hepatocellularis carcinomak egy algmak a fibrolamellaris HCC-nek (FLC)
vizsgalata soran 11 FLC mintat, 7 HCC-t és 7 amgitzcarcinomat (CCC) is vizsgaltunk (4.
tablazat). Az immunfluoreszcens vizsgalatokat 5p5hésnyalmirigy és ductalis adenocarcinoma
mintan, valamint normal m4j és HCC frissen fagyaiszt80°C-on tarolt mintajan kiviteleztik. A
normal kontrollcsoportokat 20, hasnyalmirigytumoelletti, daganatmentes pancreasszévet, illetve

20 HCC daganatot kornyéztumormentes majalloméany alkotta.

1. tablazat A tricellulin vizsgalatok soran felhasznalt mintdak klinikai jellemzéi.

Esetszam Férfi/né arany  Atlagéletkor (év)

PDAC 58 25/33 (1:1.32) 62.36

PET 15 3/12 (1:4) 54.78
ACC 3 2/1 (1:0.5) 34.66
HCC 32 26/6 (1:0.23) 67.45
ICCC 20 7/13 (1:1.85) 57.4
Cirrhosis 12 10/2 (1:0.2) 60.14
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2. tablazat A tricellulin vizsgalatok soran felhasznalt hasnyalmirigy mintak klinikai jellemzéi .

Daganattipus Esetszam Férfilné arany Atlagéletkor (év)

PDAC

Grade 1 14 4/10 (1:2.5) 63.33
Grade 2 19 11/8 (1: 0.72) 61.46
Grade 3 25 10/15 (1: 1.5) 62.29
PET

Benignus 5 1/4 (1:4) 44.2
Grade 2 7 2/5 (1:2.5) 54.14
Grade 3 3 0/3 66
ACC 3 2/1 (1:0.5) 34.66

3. tablazat A tricellulin vizsgalatok soran felhasznalt majmintak klinikai jellemzéi.

Daganattipus Esetszam Férfilné arany Atlagéletkor (év)

HCC

Grade 1 10 8/2 (1:0.25) 65.2
Grade 2 13 10/3 (1: 0.3) 68.69
Grade 3 6 5/1 (1:0.2) 70
Grade 4 2 - 63.5
Nem gradalt 1 - -
iCCC 20 7/13 (1:1.85) 57.4
CIRRH 12 10/2 (1:0.2) 60.14

4. tablazat Az FLC-ben a tricellulin vizsgalatok soran felhasznalt mintak klinikai jellemzéi.

Esetszam Férfi/né arany Atlagéletkor (év)

FLC 11 5/6 (1:1.2) 20.81
HCC 7 6/1 (1:0.16) 66
cccC 7 2/5 (1:2.5) 60
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[11.1.2. Genito-urinaris tumorok

[11.1.2.1. Claudin expresszié6 nem invaziv hugyholyg tumorokban, valamint

high grade és low grade hagyhdlyag carcinomakban

A claudin expresszios mintazat vizsgalata soranzesen a low grade és high grade
hagyholyagrakok vizsgalatakor 103 szdévetmintat (8 és HG hagyholyagrak, 17 nem tumoros
urothel mintat), mig a nem invaziv hagyholyag tuakortanulmanyozasakor 80 TUR soran
eltavolitott szévetmintat tanulmanyoztunk (5 fudget/nem tumoros/ normal minta, 15 IUP, 20
UP, 20 PUNLMP és 20 LG-UCC). A fuggetlen normal taknesetén egyik beteg esetében sem
diagnosztizaltak korabban hélyagrakot. 1994-2014H&330 invertélt papillomat diagnosztizaltak a
Il. Pathologiai Intézetben, harom esetben carcinisnglen volt az invertalt papilloma mellettt
(Riesz,2010). A 30 invertalt papilloma eset attedse utan a 2004-es WHO osztalyozas alapjan, 15
eset formalin-fixalt paraffinba agyazott blokkja livalkalmas a fehérje expresszidés mintazat
vizsgalatara. Az atlagos utankovetési BP,79 (3-126) honap, a betegek atlagéletkora ped;g

év (9-91) volt, a férfi.a4a arany 1,5:1 (IUP: 2,75:1) volt. A kiGjulds mentedélést a kezdeti

diagndézistol az ets szovettanilag igazolt kidjulasig elteliiden definialtuk.

[11.1.2.2. Claudin, occludin és syndecan expresszigervix daganatokban és

claudin expresszio endometrium tumorokban

A claudin expressziot a cervixbéisszesen 105 biopszia és sebészi exstirpacio sticuolitott
rezekatum mintain vizsgaltunk, melyek megoszlakéwetkes: normal cervix (N=20), cervicalis
intraepithelialis neoplasia (CIN) Grade | (N=10JNAl (N=17), CIN IIl (N=10), carcinoma in situ
(CIS) (N=15), valamint invaziv laphamrék (T1 és T:33). A 33 invaziv daganat stadiuma a
kovetked: 10 Tlal, 5 Tla2, 8 Tlbl, 5 T1b2 és 5 T2 invaaphémrak. A tumorok kozal 18
elszarusodo és 15 nem elszarusodo lapham carcimolitn@\z occludin és a syndecan-1 expresszio
vizsgéalatara a fenti mintakbdl a kévetkezO eset kerllt kivalasztasra és a koveikergoszlast
mutattak: 10 normal cervicalis epithelium, 10 CINLO CIN Il és 10 CIN Il elvéltozas, valamint
10in situ carcinoma.

Az endometrium daganatoklaudin expresszidjanak vizsgalata soran a mihtak&emmelweis
Egyetem Il. sz. Pathologia Intézet és az OrszagokolOgia Intézet anyagabdl valogattuk.
Abdomindlis salpingo-oophorectomiaval kiegészitdiysterectomia preparatumok kerlltek
feldolgozasra, a betegek nem részesiltek a sebéavatkozas étt radio vagy chemoterapiaban.
Olyan esetek kertltek vizsgalatra, ahol a tumorsz®@%-a egy tipusu volt és legalabb 80 % él
tumorszovetet tartalmazott: 17 endometrioid (pusi, atlagéletkor 55.3 + 8.6 év), 15 non-
endometrioid, serosus (ll. tipus, atlagéletkor G386 év) carcinoma. Az endometrioid carcinoma
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(I tipus) csoportban 10 G1 és 7 G2 stadiumu adeoocema volt, mig a 2. tipusu serosus

adenocarcinoma csoportban 10dgxdvetes tengellyel rendelkgzellegzetes papillaris szerkezetet

mutatdé tumor és 5 esetben olyan malignitds, ahphgillaris szerkezet kevésbé volt kifejezett

(solid szerkezet, gyakori fokalis necrosisokkal).in a 15 eset magszerkezete alacsony
differenciaciot mutatott, a mitosisok gyakoriak tatd. 24 normal endometrium kerult vizsgalatra

(12 proliferativ és 12 secretoros fazisban, atktgél 46,2 + 3,6, illetve 46 *+ 4,3 év). 14 komplex

endometrium hyperplasia eset is vizsgélatra k¢atiagéletkor 45 + 6,3 év).

111.1.3. MikroRNS expresszio vizsgalata human dagaatokban

.1.3.1. MikroRNS expresszio vizsgalata HCV asszoalt

majtranszplantacidban és steatosisban

28 beteget és biopszias mintaikat vontuk be vizégakba. A betegek klinikai adatait a 5.
tablazat részletezi. A vizsgalt 28 transzplantdlt®deteg (21%) reagalt tartésan az IFN/RBV
kezelésre és lett HCV PCR negativ (SVR), 22 betely a non-responder (NR) csoportban. A
Knodell score (HAI) mindkét betegcsoportban sziggaiisan csokkent a kezelés végére: a NR
csoportban 3,74+1 vs 1,6+1 (p<0,0001), az SVR adbpo 4+1 versus 1+1,3 (p=0,002).

5. tablazat Vizsgalt betegek Gsszesitett, altalanos perioperativ és kiujuldssal kapcsolatos adatai.

Eletkor 50+ 5.4
Nem (férfi/ns) 18/10
MELD score 13.5+5
HCV RNA (10°/ml) a rekurrencia idején 8.2+10.7
HCV RNA (16 /ml) kezelés utan 1.9+4.5
Tacrolimus IS 20 (71.4%)
Cyclosporin A IS 8 (28.6%)
HAI (Knodell érték/score) 1-8*

rekurrencia idején 1-4/5-8 21/7

kezelés utan 1-4/5-8 27/1
Fibrozis érték (score) 0-6

rekurencia idején 0-1/2-3/4-6 21/6/1

kezelés utan 0-1/2-3/4-6 20/5/3
Kezelésre adott valasz

NR 22 (78.6%)

SVR 6 (21.4%)

*anyagunkban maximum 8 érték szerepelt

A HCV asszocialt majtranszplantacioban a mikroRMfresszid vizsgalatakor 28 beteget
€s biopszias mintaikat vontuk be vizsgalatunkbastéatosisban a mikroRNS expresszids profil
tanulmanyozasa soran 0sszesen 64 beteget vonturk \nesgalatba, akik kozul 46-an HCV
fert6zott, 1/b genotipusu kronikus hepatitis betegek QT holtak és a Szegedi Egyetem I. sz.

Belgyogyaszati Klinikajan végezték majbiopsziajukaten betegeket a majbiopsziak pathologiai
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vizsgélata alapjan steatosis nélkili (CHC, 18 betéigtve steatosissal tarsult hepatitis (CHC-
Steatosis, 28 beteg) csoportokba osztottuk. Tovdlgbibeteg majbiopszias mintait a 1l. sz.
Pathologiai Intézet archivumabdl valasztottunk kkzen betegek kilonféle metabolikus erédet
steatosisban szenvedtek, de esetikben HCVzfestnem volt kimutathatd, valamint 12 normal

majmintat vizsgéltunk kontrollként.

111.1.3.2. MikroRNS expresszid vizsgalata Sorafenibkezelt hepatocellularis
carcinomaban

A sorafenib kezelt betegek vizsgalatanal a Gdgértékelésbe a szigoru beteg bevonasi kritériumok
miatt 20 beteg kerilhetett be, ezen betegeket 4 é@tekodvettik (2008-2012). Az aspiracios
mintavétel idején a betegek median életkora 6852+82 év) és a ferfitharany 16:4 volt. A
betegek tobbsége (16/20) a Child-Pugh csoporthazt#t, mig az ECOG teljesitmény statusz
jellemzsen 0 volt (13/20). A HCC hatteréeben all6 alapbetggsjellem#en kronikus
virushepatitisnek bizonyult (11/20) és a tumormdrét6l 20 cm-ig terjedt (median: 5 cm). A
legtobb HCC multinodularis volt (14/20), emelkedsttum alpha-fetoprotein (AFP) szintekL(
ng/ml) 13/20 betegben voltak kimutathatoak. A v&dagkovetési ideje alatt a 20 betégh5 hunyt

el, mig 5 beteg életben volt a vizsgalat vegéenathagos koévetesi il 33.6 honap volt. A betegek
median teljes tulélése (OS) 6,2 honap (95% CI23FHhdbnap), mig a progresszidé mentes tulélées
(PFS) 5 hénap (95% CI 3,5-6,5 hénap) volt.

izolalni. Az RNS izolacié median +SD-ja 10,8 + @@ (0,2—-32,2.9) volt, mig az optikai denzitasa
(OD: 260/280 arany) 2,0 = 0,1. A végkiertékelésbe a szigoru beteg bevonasi kritériumat 20
beteg kerllhetett be.

9. abra Hepatocellularis carcinomabdl vékonytli aspiracios biopsziaval (FNAB) nyert sejtek kenete. A szabalytalan alaku
tumorsejt aggregatumokat atszovd, kapillarisokat reprezentalé endothel sejtek lathatdk. A jobb oldali panel a bal oldali panel
kijelolt részletének nagyitasa. A méret jel6lés mindkét panelben: 100 mm.
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Az irodalmi adatok alapjan A mikroRNS-k kivalasZAfaal a sajat vizsgalataink és az irodalmi
adatok alapjan a HCC pathogenezisében, progredbaidjszerepet jatszd jelésebb miR-eket

vettik figyelembe: miR-17-5p , miR-18a , miR-21 iR¥84a ,miR-122 , miR-140 , miR-195, ,
miR-210 , miR-214 , miR-221 , miR-222, miR-223, nfiR4 , miR-328 és az U6 Kkeriltek

vizsgalatra.

[11.1.3.3. MikroRNS expresszi6 vizsgalata hepatoblstomaban

A HB mintak a Semmelweis Egyetem I. sz. PatolégsaKisérleti Rakkutatod Intézet, valamint a Il.
sz. Patoldgiai Intézet archivumabol lettek kivataaza 1995-2010 kozott operalt, illetve biopszian
atesett betegek esetéib Formalin-fixalt, paraffinba agyazott szoveti kkokbdl végeztik
mikroRNS és immunhisztokémiai vizsgalatainkat a Gefwveis Egyetem Regiondlis Etikai
Bizottsdganak engedélyével (#192). A HB betegekEampéban elfogadott SIOPEL protokoll
szerint kaptak onkolégiai kezelést. A tumor rezékcimegebzéen ciszplatin vagy
ciszdiamminedikloroplatinum (CDDP) vagy karboplatiés etopozid (CARBOP/VP) vagy
karboplatin-etopozid-adriamicin (CARBOP-VP/ADR) ledzsben részesliltek. A vizsgalat kovetési
idejének lezartakor 20 vizsgalt beteg koziul 5 betbmlalozott, 12 tumormentes volt, mig egy
esetben tavoli (tlti) metasztazis és recidiva is detektalhato volty egetben pedig recidivat
eszleltek, valamint egy betegnek volt tavoli atté@rimer tumor recidivaja nélkul. A betegek nem
és kor szerinti megoszlasa, valamint a recidivakmigasztazisok megoszlasa és a betegek
elhaldlozasi adatai a 6 tdblazatban olvashatéakiizAgalt hepatoblastomak mind epithelialis
tipustak voltak, és 12 fetalis altipus mellett &ntlen embryondlis altipust vizsgaltunk. Az
embryonalis csoportban 3 esetben fetalis kompongngzonosithatd volt, mig 5 eset tisztan
embryonalisnak bizonyult. igy tehat 6sszesen 1&ligetipust, 8 embryonélis tumorminta mellett

15 tumor kordli, tumormentes m4jbol szarmazo miketailt be a vizsgalatba.
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6. tablazat HB betegek adatai, a mikroRNS mintazat vizsgalataban. n: ng, f: férfi, F: fetalis altipus, E: embryondlis altipus, NT:
tumor korili, tumormentes maj

Eset = Nem | Elet- Tumor Tumor- | Minta/ Meta- Recidiva | Halal
kor komponens | kdrnyéki | Beteg sztazis
(év) n=23 maj
1 f 0,36 F 1 Igen Igen
2 n 1,44 E NT 2
3 f 10,14 F NT 2 Igen
4 f 5,14 F NT 2 Tudo Igen Igen
5 n 5,44 F NT 2
6 n 0,30 F NT 2
7 f 6,45 F NT 2
8 n 2,16 F E 2
9 f 3,12 F NT 2
10 f 2,40 E 1
11 f 0,76 F NT 2
12 f 0,98 F NT 2 Tudsé Igen
13 n 1,13 F E 2
14 f 7,66 F NT 2
15 n 4,76 E 1 TOdo Igen Igen
16 n 15,82 F NT 2 Tudo lgen Ilgen
17 n 1,19 E NT 2
18 n 1,54 F NT 2 Tados
19 n 0,98 E NT 2
20 f 2,16 F E NT 3 Tudo Igen Igen
Ossz:  10f,  éatlag: 15 8 15 38 6 7 5
10n 3,69

I1l.2. A vizsgalatokban felhasznalt modszerek rovid

iIsmertetése

[11.2.1. Sz6veti multiblokk (tissue microarray/TMA) készitése

A tumort reprezentdlo terlletek kijelolését HE metsken végeztik. A donor szdvethengereket
(core-ok) 2 mm atméji mintaveételi ,ti"-vel (Tissue Micro-Array Builder; Histopatholog{écs,
Magyarorszag) szurtuk ki és 24 mintahelyes recipidiiokkokba keriltek, egy léziot két
szovethenger reprezentalt. A multiblokk paraffinfatszovethengerekkel 56 C fokon 5 perces
inkubalassal olvasztottuk 6ssze. (Lodi,2006; Ner2€®0; Nemeth,2009)

[11.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Kromogén, lathatd fényi immunhisztokémiai vizsgalatok A 3-5 pum vastag metszetek
deparaffindlaséat kévéen a claudin-1, -2, -3, -4, -7, -8, -10, triceltylzO-1, occludin, E-cadherin
és citokeratin-7 (CK-7), HSA, CK-5/6, CK-18, CK-10K-20, AFP,Glypican-3, CD-31 (PECAM-

1), CD-34 (Class Il)immunhisztokémiai vizsgalatok immunautomatan (@eat ES; Ventana
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Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA, Roche, Indpolis, IN, USA) késziiltek. Roviden: a
deparaffindlast kovéen antigén feltarast végeztink: citrat alapu fél@didattal (Target Retrieval
Solution cat# S1699, DAKO, Glostrup, Denmark) miutdmu sitben kezeltik a metszeteket. A
leggyakrabban hasznalt primer antitestek higig®saidatai, valamint a megfélglozitiv kontrollok

a 7. tablazatban lathatok. A ZO-1 és occludin eseté&zeantigén feltarast kovein a metszeteket
0.1 mg/mL koncentracidéju proteaz kezeléssel (preras Sigma P5147) emésztettik. A primer
antitest detektalasat a gyartd ajanlasa szeringraavia iView DAB Detection Kit-el végeztik. A
tricellulin esetében szignal amplifikacios kitetshaaltunk a reakcio é&sebbé tételére (Roche,
Indianapolis, IN, USA) a gyarté ajanlott protokalzerint (Borka, 2007; Halasz, 2006; Korompay,
2012; Lodi, 2006 ;Nemeth, 2009 ;Nemeth, 2009 ;Rato2011 ;Schlachter, 2014 ;Sobel,
2006;Sobel, 2005).

7. tablazat A primer antitestek és a hasznalt pozitiv kontrollok. (Zymed Inc, San Francisco, CA, USA; DAKO, Glostrup, Denmark)

Antitest neve Higitas Pozitiv kontroll Faj és klonditds Cég Catalog No.
claudin-1 1:100 normal hamszovet rabbit polyclonal  Zymed 18-7362
claudin-2 1:80 normal vastagbél mouse monoclondlymed 18-7363
claudin-3 1:80 normal vastagbél rabbit polyclonal  Zymed 34-1700
claudin-4 1:100 normal vastagbél mouse monoclonZlymed 18-7341
claudin-7 1:80 normal emb rabbit polyclonal  Zymed 34-9100
claudin-8 1:80 normal vese rabbit monoclonal Zymed 40-2600
claudin-10 1:60 normal vese rabbit polyclonal  Zymed 38-8400
Z0-1 1:100 normal vékonybél rabbit polyclonal ~ Zymed 40-2300
Occludin 1:100 normal vékonybél rabbit polyclonal ynzed 71-1500
E-cadherin 1:120 emlduktalis karc. mouse monoclondD AKO M3612
CK7 1:300 normal epeut mouse monoclon2AKO M7018
Tricellulin 1:50 egér duodenum rabbit polyclonal nvitrogen 488400

Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatak Immunfluoreszcens vizsgalataink soran
fagyasztott szoveti blokkokbdl készitettiink 5 pnstag metszeteket, majd ezeket methanol és
aceton 1:1 aranyu keverékében a vizsgalando s#id$ketaggéen 5-10 percig -20°C-on fixaltuk,
majd a metszeteket szolémh szaritottuk. A diagnosztikus antitestek nem-dpers
fehérjekobdésének gatldsahoz a metszeteket szérum mentesoldlodatban (Protein Block
Serum-Free; DAKO, Glostrup, Dania) inkubaltuk 3@qgog 37°C-on. A primer antitesteket 4°C-on,
€jszakan at inkubaltuk a metszeteken, majd ezeketl#idleges antitestek detektalasara PBS
mosast koveéen 30 percig szobémérsékleten, 1:200, PBS (Phosophate Buffered Saline
higitasban, sotétben inkubaltuk a megfelelasodlagos antitestekkel /Alexa Fluor 568 konjuygal
kecskében termelt, nyul-ellenes 1gG-vel (Invitrogeagy Alexa Fluor 488 jelolt, szamarban, egér

ellen termelt IgG-vel (Invitrogen)/. Ez kovein magfestésként 4’,6-diamino-2 phenylindole
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(DAPI)—tartalmu Vectashieldet (Vector Labs., Bugame, CA, USA) hasznaltunk. A kédt
immunfluoreszcens vizsgalatainkat tébb primer ésksader antitest egyittes inkubalasaval a
fentiek szerint végeztik. A kapott immunreakcioKatoreszcens mikroszkop (Leica, RXA,
Wetzlar, Germany) és konfokalis I1ézer scanning agkkop (Bio-Rad MRC-1024 system, Bio-Rad
Lab., Hercules, CA, USA) segitségével értékeltuk.

Az alkalmazott immunreakcidok kiértékelése: Az immunhisztokémiai reakcidok kvantitativ
elemzéséhez a metszeteket digitalizaltuk. Eseténkiertizentt véletlenszéen kivalasztott, nem
atfedd latoteret fotoztunk. le, majd az immunhisztokémakcid pozitivitasanak, intenzitasanak
meghatarozasara digitalis morfometriat végeztinlkeiog Qwin Software; Leica, Wetzlar,
Németorszag). A szoftver meghatarozza a vizsgéitdeéek teljes pixelszamahoz viszonyitva a
pozitiv tertletek pixelszamat, majd megadja az impumzitiv terlilet szazalékos aranyét. A reakciok
kiértékelésekor az esetenként vizsgalt latoteregkéit atlagolva minden mintahoz atlag-tertlet
szazalek  értéket rendeltink  (Gyongyosi,2014; Haoeb,2013;  Holczbauer,2014;
Korompay,2012; Torzsok,2011).

[11.2.3. Fehérje expresszio vizsgalata Western blanalizissel

Western-blot vizsgalatainkhoz fagyasztott mintakizalaltuk a fehérjéket. A szévetelb50-50
mg mennyiség minta lett folyékony nitrogénben poritva, majdidipufferben (20 mM TRIS
pH7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% TritonX-100 ésmaz-gatlé koktél /Sigma Aldrich, St
Louis, MO, USA/) homogenizélva majd centrifugada8200 rpm fordulatszamon, 4°C, 5 perc). A
végeztunk. Ennek soran mintanként 30 pg menntis&gtumot futtattunk 10% SDS-poliakrilamid
gélen, 200V fesziltséggel 35 percen at. Ezutarital§éV feszultség mellett 75 percen keresztill,
4°C-on nitrocellul6z membranra blottoltuk. A mink&mti fehérje mennyiség egyenletes
eloszlasanak ellénzésére Ponceau-S voros festést alkalmaztunk. Aeieblot soran az antitest
aspecifikus kdidésének kivédésére a blot membrant 30 percig 5%nestes szaraz tejben
(Sigma), szobaimérséketen inkubaltuk. Ezutan a nitrocellul6z meémbkat TRIS-pufferben
(TBS) higitott diagnosztikus antitestekkel (10.l&&at) inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at. TBS-
Tween (0.1% Tween 20) mosast kdert a membrant 2 6ran at TBS-ben higitott tormapeéax
(HRP)-konjugalt masodlagos ellenanyagokkal (ny- egérellenes antitestek; Dako, Glostrup,
Déania) szobabmérsékleten inkubaltuk. A membranon ddiftt antitesteket ezutan
kemilumineszcens detekciés rendszerrel (BioRadcudes, CA, USA) tettik kimutathatova és a
reakciokat Kodak géldokumentacios rendszerrel dé&tek és elemeztik (Kodak, Rochester, NY,
USA).
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[11.2.4. Real-time RT PCR vizsgalatok az mRNS expreszidé méresére

Az FFPE mintakbdl végzett RNS izolalas soran maksmkciot vegeztink. A makrodisszekalt
mintakbol vagy Trizollal, High Pure RNA ParaffiRgche;Indianapolis, IN) kittel vagyFPE Mini
kittel (QIAGEN, Hilden, Germanyyégeztik az RNS izolalast a gyarté utasitdsairdazéiz mRNS
expresszid méréséhez koncentraciomérest &émet:1 ardnyl cDNS atiras tortént, majd a kapott
cDNS-ekldl valos ideji PCR-el detektaltuk a specifikus termékek stahilregszioju referencia
génhez [§-actin, G1:15928802 (Borka,2007; Halasz,2006; Hotarer,2013; Korompay,2012;
Lodi,2006; Torzsok,2011) vagy a konstitutivan expelédd ABL-ab mRNS, Abelson murine

leukemia viral oncogene homolog 1(Korompay) visdtotymennyiségét.

Trizollal tortént RNS izolalds fagyasztott mintabot 5-20 mg szovetdarabhoz 1 ml trizol
reagenst (Invitrogen Cat. No. 15596-026) adtunkmitakat sterilizalt, DEPC kezelt vizzel
atmosott homogenizatorral homogenizaltuk. A fazisalkeparalasadhoz a trizolban homogenizalt
mintakat 15 percig szobammeérsékleten inkubaltuk. Ezt koveh mintanként, ml-enként 200 ul -20
°C-os CHC} -ot (Reanal Cat.:16900-1-08-65) adtunk, majd atdkmt 1 percig vortexeltik.
Szobaldmérsékleten tortént 3 perces inkubalas utan a kahtz8C-on 12000g sebességgel 15
percig centrifugaltuk. A fetsfazist G, sterilizalt centrifugaébe levéve (az alatta |&v¥azissal nem
O0sszekeverve) 1:1 aranyban ismételten -20 °C-o€l&£tHadtunk a mintdkhoz, majd 1 percig
vortexeltilk az oldatokat, majd ismételten 12000gességgel 2 percig cenrifugaltuk a mintat 2-
8°C-on. Az RNS kicsapasahoz a felgizes fazist (j centrifiga 6be levéve 500 ul -20 °C-0s
izopropil alkohol (Merck Cat. No. 100995.1000) hdaadasa utan vortexeltilk a mintat 1 percig. Ezt
10 perces inkubacié kovette szobatérsékleten. Ezutan 2@-on 12000g sebességgel
centrifugaltuk a mintat 10 percig. A kicsapdédoegcdntifugalt RNSdl a fellliszot ovatosan
leontottik. A pellet RNS mosasat 1ml 75% -20 °Catanol (Merck Cat. 1.00983.2500)
hozzaadaséaval végeztik, majd 1 percig vortexeltikiatat. Ezutan a mintat lecentrifugaltuk 5
percig 2-8C-on 75009 sebességgel. Az RNS Ujrafeloldasaheliiki§zot eltavolitottuk, majd 5-10
percig parologtattuk az ethanolt a csouidkinajd 100 ul RNaz-mentes vizben (Eppendorf Cat. N
0032006159) feloldottuk a pelletet. Az OD mérést nddrop 1000 (Wilmington, DE)
spektrofotométerrel 260/280 nm hulldmhosszon véigezt

RNS izoldlas FFPE mintdkbdl: A teljes RNS izoladlast High Pure RNA Paraffin
(Roche;Indianapolis, IN) kittel vagFFPE Mini kittel (QIAGEN, Hilden, Germanwégeztik a
gyarté utasitasai szerint, majd az izolalt RNSef&3on taroltuk. A genomilis DNS szenngdés
Turbo DNase emésztéssel lett eltavolitva (Ambioife Technologies, Carlsbad, CA, USA), a

gyarto utasitasai szerint.
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cDNS készités: A kapott mRNS mintakbol 2.5 pg-ot tartalmazo tédimg, a kovetkex
reagensekkel (ABI), és ultradesztillalt vizzel @seérve 50 pl végtérfogatban a reakcioelegyet 0.2
ml-es eppendorf &be pipettdzttuk, majd a 8. tdblazatban leirt proliokzerint Eppendorf PCR
készilékkel cDNS készitettlink.

8. tablazat cDNS protokoll (reagensek, mennyiségeik, a reakcié paraméterei).

Térfogat upl —ben (50pl-

Reagensek Gyarté  végtérfogathoz) Reakcié paraméterek
RT puffer (10x) ABI 5 25°C 10’
RT Random primer

(10x) ABI 5 37°C 120’
dNTP mix (25x) 100 uM ABI 2 85°C 5"
20 U/ul Rnase Inhibitor  ABI 2.5 4°C
Multi Sribe RevTranscr. ABI 25

dH,O Eppendorf 33-x

MRNS (2.5 ug) X

MRNS expresszié mérése real-time PCR-el legyartott cDNS-ek 2-2 ul-éhez PCR puffert és
primereket (9. tdblazat), polimeraz enzimet, nutidiexdkat, és ultradesztillalt vizet tartalmazo mixet
(23-23 pl-t) 96 lyuka lemezekre tettik, igy mindemta duplikatumban volt lemérve. A reakcid
paraméterei szerinti amplifikaciés protokollt ABtigim 7000 vagy Roche Cobas Z480 real-time
PCR készuléken futtattuk. Az amplifikdcidhoz a kives fazisokat és ciklusokat alkalmaztuk: 95
°C 2-10 percig, majd 40-45 ciklus: 95 °C 15-20 nthmmrcig, 60-63 °C 30-60 masodpercig, 72°C
15-60 masodpercig. A termék méretét, specificitada®% agardéz gélelektroforézissel és
olvadaspont-analizissel ellénetik, mely soran20 masodpercen at 95°C-os melegitést, majd 10

méasodpercen keresztil 45°C-on végzétést, majd 95°C-ra valo Gjramelegitést végeztink.
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9. tablazat A real-time PCR reakciéhoz hasznalt specifikus primerek.

lév Forward szekvencia Reverz szekvencia Termek Gén index
hossz

5'- 3'iranyban 5'- 3'irdnyban (Gl)

claudin-1 GCGCGATATTTCTTCTT TTCGTACCTGGCATTGA 113 1336297
GCAGG (588-609) CTGG (700-680)

claudin-2 CTCCCTGGCCTGCATT ACCTGCTACCGCCACTC 91 38423
ATCTC (599-619) TGT (689-670)

claudin-3 CTGCTCTGCTGCTCGT TTAGACGTAGTCCTTGC 129 536298
GTCC (732-751) GGTCGTAG (860-836)

claudin-4 GGCTGCTTTGCTGCAA GAGCCGTGGCACCTTAC 108 3BH232
CTGTC (875-895) ACG (982-963)

claudin-7 CATCGTGGCAGGTCTT GATGGCAGGGCCAAACT 118 32185
GCC (811-829) CATAC (928-907)

claudin-8 CCAATGCCATCATCA GTGGTCCATCCTAAGTA 91 408810
GAGATTTCT (497-520) GAGAGCTTCT (587-561)

claudin-10 TGGATGTTCCCTATAT AAACAGAGCGGCTCCTA 91 330071
GCAAACAA (623-646) ATTCA (713-8%

Tricellulin - TGGAACAACAGGAGAT GTCTCTTTGTCTGTCACCACTG 86
AAATGAGC

B-actin CCTGGCACCCAGCACA GGGCCGGACTCGTCATA 144 5016088
AT (1030-1047) C (1173-1156)

ABL-ab ACGAGTCTGGTTGATG GGCGGACTGTGGCTTTGG 105
CTGTG

Az amplikonok specificitasanak ell@zésére a reakcidkat koven olvadaspont analizist

végeztunk.

36



dc_1040 15
[11.2.5. A miR expresszié RTgPCR vizsgalata

A miR expressziot az alabbi TagMan MicroRNA Asséis! vizsgaltuk (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA): miR-21 (ID:000397), miR-23a {0D0399), miR-34a (ID:000426), miR-96
(ID:000186), miR-99a* (ID:002141), miR-122 (ID:002%), miR-125b (ID:000449), miR-181a-2*
(ID:002317), miR-194 (ID:000493), miR-195 (ID:006Y9 miR-217 (ID:002337), miR-221
(ID000524), miR-224 (ID:002099). A reverz transpkibhoz TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit-t hasznaltunk (Applied Biosystéma gyartd0 utasitdsai szerint 7L
végterfogatban, mely 10 ng 6sszemennyidel S-t tartalmazott. A valos idePCR soran TagMan
Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applietb8/stems) kit-et hasznaltunk a gyarto
eléirasai szerint 1QuL Ossztérfogatban. A mintakb6l 0.8 cDNS-t adtunk a reakciohoz. A
mintadkat duplikatumokban vizsgaltuk ABI PRISM 70Q@al-time PCR system (Applied
Biosystems) berendezésen. A relativ expressZi6t ACq=CqerComint) modszerrel hataroztuk
meg. Referenciaként a legstabilabb értékként a 23&-€s a miR-34a Cq atlagat hasznéltuk. A
legstabilabb referenciat kivalaszté NormFinder saafszamitasa szerifef miR-20)ezen miR-ek
expresszidja volt a legstabilabb a vizsgalt mingikbAz irodalomban kiterjedten hasznalt U6
snRNS (ID:001973) mennyisége nagy ingadozast muitazsgalt mintakban, igy referenciaként
valo hasznélatat elvetettik.

A vizsgaland6 mikroRNS-k kivalasztasa, mikroRNS d&eresés.

A vizsgalni kivant HCV receptorok (claudin-1, oadin, scavenger receptor 1B, CD81) mRNS-ét
célzé kapcsolddo lehetséges mikroRNS-ek (miR) kisZtsain silico végeztik a microRNA.org

(http://www.microrna.org) internetes target predbscadatbazis és Tombdél és mtsai altal fejlesztett

célkere$ szoftver segitségével (Tombol,2009). Ezen alkafmdmrom target predikciés adatbazis

adatait veszi figyelembe: TargetScan 6.0 (http:AMwargetscan.org), PicTar (http://pictar.mdc-

berlin.de) es MicroCosm Targets Version 5 (httpm¥webi.ac.uk/enright-

srv/microcosm/htdocs/targets/v5/). Az adatbazisokbi mint 500 HCV receptorra specifikus
lehetséges miR-t jel6ltek. A claudin-1-re (CLDNBD), ®cludinra (OCLN) 13, CD81-re 1 (miR194)
€s a Scavenger receptor 1B-re (SCARB1) 8 miR sedirégdalatként. Ezeldd szelektaltuk ki a
kovetkedket: CLDN-I miR21, miR34a, miR96, miR19MiR195; OCLN miR122 miR194,
miR224; CD81 miR23a, miR125bmiR194 SCARBi1 miR9§ miR99a* miR125b, miR19%a
mindegyik adatbazisban szer@phiR-k dblt betivel szedve). A miR194 targetjei k6z6tt mind a
CD81, mind pedig a CLDN-1 is szerepel.

Az RNS izolalast és miR expresszido RTgPCR vizsgalat 11l./2/2-ben leirtaknak megfebein

végeztik. A relativ expresszid szamolasdhoz sziékségferencia miR-ek (U6, miR3258 és
miR140) kdzul a miR140 mutatta mintainkban a Idgitahb expressziét a NormFinder applikaciés

szoftver szerint (Andersen, 2004).
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[11.2.6. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai vizsgalatokadz SPSS szoftver 15. verziojaval (SPSS, Inc.c&du, III)
vegeztuk. A statisztikai elemzésnél a folytonosteklat atlagérték + standard deviaciéban, a 22.
abran az atlagot és az atlag standard hib4jat d@tdnerror of mean) (SEM) abrézoltuk. A
kategorikus valtozék abszolut érték + szazalék &dvam kerliltek megadasra. Egyvariacios analizis
soran a folytonos adatokat a populacio homogemtdsaizsgalata utan (Levene-teszt) kétmintas t-
prébaval, ANOVA teszttel (Scheffe és Bonferroni thog tesztekkel), illetve Mann-Whitney féle
U-teszttel, mig a kategorikus adatojatprobaval elemeztiik. A tilélést Kaplan-Meier météudal
vizsgaltuk. A folytonos valtozok kozotti kapcsolatkorrelacié elemzéssel vizsgaltuk, Pearson
korrelacios koefficiens hasznalataval. Az eredmkelesalamennyi statisztikai probanal akkor
tekintettk szignifikAnsnak, ha p<0,05 volt.

A miR expresszids adatokatrelativ expresszios értékek mediantol valo lielfagy lefelé
valé eltérése szerint osztottuk két csoportba: magapressziéju csoport versus alacsony
expresszioju csoport. Alinikopathologiai jellemdk és a miR expresszid kozti kapcsolat
vizsgalatara a Fischer féle exact tesztet hasznahustatisztikai vizsgalatot a STATISTICA
szoftverrel (StatSoft, Tulsa, Okalohoma, USA) vdikz A betegek tulélését a Kaplan-Meier
modszerrel elemeztik és a statisztikai kilonbségekeg rank teszttel vizsgaltuk. A multivarians
tulélési analiziseket a Cox ardnyos kockazat medgdroportional hazards model) végeztik. Az
eredményeket valamennyi statisztikai probanal akkkmtettiik szignifikansnak, ha p<0,05 volt
(Gelley,2014; Gyongyosi,2014; Gyugos,2014; Len@Hi4).

Az analizalt biliris tumorok csoportjainak paromkedsszehasonlitdsandann-Whitney
tesztet alkalmaztunk, tovabbi korrekciés modszerkéBonferroni-Holmes tesztet hasznéltunk. Az
immunhisztokémiai reakcié intenzitasa és pozitsatédkozotti korrelaciot Spearman-féle rang
korrelacioval szamoltuk, a vizsgalt mintdk egymhstdtens elkilonithebségét diszkriminancia
analizissel vizsgaltuk. A tulélési adatokat a GRauth Prism programmal értékeltiik (Nemeth,2009).

MRNS relativ expresszi6 statisztikai elemz&zenRNS szintek statisztikai elemzését Pfaffl
publikacidja szerint, a REST-384-beta-v2 szoftvegiségével végeztuk (Pfaffl,2002). Két
0sszehasonlitandé csoport referencia génekre/mi&ske normalizalt Ct értékeket veszi
figyelembe a szamitds ACt). Megfeleb hatékonysag esetén a ciklusonként termékduplézéda
alapjan a kulénbségekeNACt) a 2 hatvanykitedjébe irva, tovabbi szamolassal megkapjuk a

vizsgalt csoportok kozti kiindulasi mMRNS koncenigékilonbséget.
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V. Eredmények

IV.1. A sejtkapcsolo struktura alkotorészek expresadjanak

vizsgalata hepato-pancreato-biliaris daganatokban

IV.1.1. Sejtkapcsold struktira alkotorészek expressdja normal
majban, cirrhosisban, hepatocellularis carcinomaban és attéti

majdaganatokban

IV.1.1.1. Claudinok expressziés mintazatanak vizsdgta normal majban,

cirrhosisban és HCC-ben

A normél és tumor koruli m§jszovetben gyenge, wmakh kdzepesen és, linearis, membranosus
claudin-1 reakciot tapasztaltunk a hepatocytéktiéireési teriletein1Q. 4bra, p mig az epeduti
hamsejtekben és, apikalis festdést lattunk. A cirrhosisban és HCC-ben tapasatatiemelkedett
claudin-1 fehérje expresszié szintén membranéfiest formajaban jelentkezett. A cirrhotikus
nodulusok hepatocytain, dominaléan a cirrhotikusdyo széli tertletein a normal majban
tapasztaltaktdl eltéen az IHC reakcido gyakran a sejt teljes kerlle®@entkezett, bar eltér
intenzitassal. 0. abra b). A HCC-k claudin-1 expressziojaban nagy heterdagen volt
tapasztalhato, de jellen a tumorsejtek tdbbsége kozepes, illetdés erembranreakcidt mutatott
(0. &brac).

Az immunhisztokémiai reakciok morfometriai kiértéds®ekor a normal majban és a cirrhosisban
az epeutak kulon is ki lettek értékelve, hogy lskeslatni, hogy a csoportok kdzoétt tapasztalt
kulonbségeket a cirrhosist jellethzpedt proliferacié mennyire befolyasoljA. morfometriai
vizsgalat is igazolta, hogy a HCC koruli cirrhotikméjszovet claudin-1 fehérje expresszioja a nem
cirrhotikus tumor kortli méjszévethez képest sAigdnsan magasabb. Minden vizsgalt cirrhosis
talajan létrejott HCC szignifikhnsan magasabb dladdtermelést mutatott a normal majhoz,
valamint mind a cirrhotikus, mind a nem cirrhotikissmor korili majszdvethez viszonyitva. Bar a
cirrhosisban az epeutak ductularis reakcidja jélenértékben kiveszi részét a pozitivitasbol, de az
epeutak kizarasaval végzett morfometriai elemzésg markansabban emelte ki a kilonbségeket. A
claudin-1 immunreakcié a cirrhosis talajan létrefd€CC-kben a nem cirrhotikus HCC-khez képest
is szignifikhnsan kifejezetteb volt. A cirrhosisszd HCC-vel kapcsolatos claudin-1 expresszios

kulonbségeket al1. abra szemlélteti.
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10. abra Claudin-1 és claudin-7 fehérje expresszio detektalasa immunhisztokémiai vizsgalattal normal majban, cirrhosisban és
HCC-ben. a, claudin-1 reakcié6 normal majban, d, claudin-7 normal majban: az epeutakban erds expresszié lathato (BD), mig a
hepatocytak gyenge festédést mutatnak (nyil). Nagyitas: 600x. b: claudin-1 expresszid cirrhosisban; e, claudin-7 reakcid
cirrhosisban: a cirrhotikus nodulusokban a hepatocytak helyenként er6s reakciét mutatnak, mely egyes majsejtekben a
basolateralis felszin felé is kiterjed (nyilak). c, claudin-1 fest6dés cirrhotikus majban kialakult HCC-ben. A tumorsejtek claudin-1
expresszidja a cirrhotikus nodulusok majsejtjeinél is erésebb (nyil). f, claudin-7 reakcié cirrhotikus majban kialakult HCC-ben. A
tumorsejtek claudin-7 expresszidja a cirrhotikus nodulusok hepatocytainal gyengébb, és fGleg az alveolaris strukturak apikalis
felszinére lokalizalt (nyil). Nagyitas: 600x.
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11. dbra A claudin-1 immunhisztokémiai pozitivitds morfometriai analizise a mért teriilet szazalékaiban az epeutakkal egyiitt,
illetve az epeutak nélkiil mérve. NL normal madj, ncSL nem cirrhotikus kdrnyez6, tumormentes maj, ncHCC nem cirrhotikus
majban kialakult hepatocelluldris carcinoma, cSL cirrhotikus kdrnyezd, tumormentes maj, cHCC cirrhotikus majban kialakult
hepatocellularis carcinoma; w/o: nélkiil. A csoportok kozott az epeutakkal egyiitt és nélkiiliik mérve is szignifikans kiilonbségek
mutatkoznak. A kapcsok a csillagokkal két csoport kozott a Kruskal-Wallis teszttel kapott szignifikans kiilonbséget jelzi (p< 0,05).

Claudin-7: A normal és tumor korili méjszovetben céaudin-7 IHC reakcié gyenge
membranfesidést adott a hepatocytakon, mig az epeuti hamsafiekestdést mutattakl(0. abra
d). A cirrhosis csoportban a hepatocytakat kozeygeets claudin-7 expresszio jellemezte)(
abra e€), mig 7 mintaban a dysplasticus majsejt fészkek igtenziv membran égtést mutattak. A
HCC-k tumorsejtjei kbdzepesen éer immuhisztokémiai reakciét mutattak. A pseuodatsna
struktarak egyeértelifen apikalis fesidést adtak ¥0. abra f). Az immunreakciok epeutak
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kizardsaval végzett morfometriai elemzése is kittaitdogy a cirrhosis talajan kialakult HCC-kben
mind maga a tumor, mind pedig a cirrhosis a normajhoz és a nem cirrhotikus tumor koruli
majszovethez képestésebben expresszalja a claudin-7-t. A cirrhosisjal&ifejlodott HCC-k
ugyanakkor a tumor kordli cirrhosishoz viszonyiacsonyabb claudin-7 féstest mutattak. A
cirrhosisban észlelt ductularis reakcié a claudiesétében is jeletd részt képvisel az IHC
pozitivitasbol. A cirrhosissal és HCC-vel kapcsofatclaudin-7 expresszios kulénbségeket a

12. dbra szemlélteti.
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12. abra A claudin-7 immunhisztokémiai pozitivitds morfometriai analizise a mért teriilet szazalékokban az epeutakkal egyiitt,
illetve az epeutak nélkiil. NL normal maj , ncSL nem cirrhotikus kdrnyez6, tumormentes mdj , ncHCC nem cirrhotikus majban
kialakult hepatocellularis carcinoma, cSL cirrhotikus kornyezé, tumormentes maj , cHCC cirrhotikus majban kialakult
hepatocellularis carcinoma; w/o: nélkiil. A csoportok kozott az epeutakkal egyiitt (oszlopok alatt) és nélkiililk mérve (oszlopok
felett) is szignifikans kil6nbségek mutatkoznak. A kapcsok a csillagokkal két csoport kozott a Kruskal-Wallis teszttel kapott
szignifikans kiilonbséget jelzi (p< 0,05).

A HCV fert 6zés 6sszefliggése a claudin-1 és -7 pozitivitassal:

A claudin-1 és -7 immunhisztokémiai reakciok Osssemlitd morfometriai elemzése a
HCV pozitiv és HCV negativ alcsoportok kozott cdakdenciakat mutatott, melyek kozul a
claudin-7 IHK reakcié6 a nem cirrhotikus, tumor kibrindjszovetben a HCV faftés esetében
magasabb expressziét adott, de ezen csoport mindsmgalt tagjaban jeleés fibrosis is
tapasztalhat6 volt, mig a HCV negativ csoportbam welt detektalhatd fibrosis. Osszességében
nem talaltunk a HCV fetizéshez kothétszignifikans fehérje expresszids eltéréseket.

A claudin-2 IHC reakcio granularis jellég  cytoplasmatikus és
membranosus/perimembranosus pozitivitast eredméttygind a normal, mind pedig a tumoros
sejtekben. A tumor koruli cirrhotikus méjszévetaésem cirrhotikus tumor korili majszovet és a
normal maj nem mutatott eltérés a claudin-2 teéohetben, mig a HCC-k csdkkent expressziot

mutattak. A tumor kordli majban a cirrhosis jeldalénem befolyasolta a HCC-k claudin-2
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expresszigjat. A claudin-2 immunohisztokémiai réadkeormal majban és HCC-benl13. 4bra
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13. abra Claudin-2 expresszié normal majban (a) és HCC-ben (b). A HCC-k a kérnyez6 tumormentes majszovethez és a normal
majhoz képest csokkent claudin-2 fehérje expressziét mutatnak.

Claudin-3: Gyenge claudin-3 féskest tapasztaltunk a normal hepatocytakon, mig Eite
hamsejtek disebb reakciot adtak. A cirrhosisban és a HCC-begyenge membran fégtest
lattunk, mig a morfometriai elemzés nem talalt kieget a normal, cirrhotikus és HCC mintak
csoportjai kozott.

Claudin-4: A normal hepatocytak nem mutattak clavtliiHK reakciét, mig az epeuti hamsejtek
tébbsége gyenge vagy kdzepeseis éesédést adott. A claudin-4 expresszio a HCC-kben anabr
majhoz és a cirrhosishoz képest egyértieimcsdkkent volt, mely a HCC-beldg a HCC-n beldl
az epeutak hianyanak koszortheEgyes HCC-kben (4/30) csak az alveolaris/pseaaayilaris
strukturak sejtjei mutattak gyenge apikalis jétiiist, mig a vizsgalt HCC-k tulnyomd tobbsége
claudin-4 negativ volt.14. abra
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14. abra Claudin-4 expresszi6 HCC-ben. a, Claudin-4 immunohisztokémiai vizsgalat. b, Claudin-4 kimutatasa
immunfluoreszcenciaval. Nagyitas: 600x

A claudin fehérje expresszio vizsgalata Western bi@analizissel.
A Western blot analizis medwsitette az IHC-val kapott csoportok kdzti eredméeydl5. abra).

A detektélt claudinok mérete az irodalmi adatoknaégfeleb volt: a claudin-1, -2, -3, és -7-nak
megfeleben 21, 23, 24, és 23 kDa. A claudin-4 terddékse nem volt kimutathato. A claudin-1 és
claudin-7 expresszoOja a normal majhoz képest ermetkevolt cirrhosisban és & claudin-1
expresszot talaltunk HCC-ben is. A pozitivitasokldba claudin-2 szignal volt a leggyengébb a
HCC-k koruli cirrhosisban. A claudin-3 pozitiv cek elsssége nem mutatott eltérést a mintak
kozott.

42



dc_1040_15

NK SL2 HCC1 HCC2

NL  SLI
CLDN-1 R "m 24 kDa

CLDN-2 e S
CH T, NG TR | 33 D2
CLDN-4

22 kDa

CLDN-7 - ' - “ 24 kDa

15. abra Claudin-1, -2, -3, -4 and -7 fehérje expresszioé vizsgalata Western blot analizissel HCC-ben és a kérenyez6 tumormentes
majban: CLDN: claudin; NK: negativ kontroll; NL: normal maj; SL1: nem cirrhotikus kornyez6é maj, SL2: cirrhotikus kérnyez6 maj,
HCC1: nem cirrhotikus majban kialakult hepatocellularis carcinoma; HCC2: cirrhotikus majban kialakult hepatocellularis
carcinoma.

Osszefoglalva:Az epeutakban a claudin-1, -2, -3, -4 és -7 expédédtak, azonban a normal
hepatocytakban jellenien a claudin-4 nem ternéel6tt, azonban a tobbi vizsgalt claudin az
epeutakhoz képest gyengébben, de expresszaloddtudin-1 és -7 fehérje @&@en expresszalddott
az epeutakban, mig a majsejtek gyengesfiEst mutatnak. A normal majhoz képest a nem
cirrhotikus maj és a nem cirrhotikus majban keletkeICC sem mutat szignifikans expresszios
eltérést. A normal majjal ellentétben a cirrhotikusdulusokban a hepatocytak egyes terileten a
basolateralis felszin felé is kiterfecerds claudin-1 IHC reakciot mutatnak, mig a cirrhosiku
méjban kialakult HCC-ben a claudin-1 és claudinesttiés még a cirrhosisban tapasztalthoz
képest is szignifikansan emelkedett. A normal m&Ajtképest a cirrhosis és a HCC is
szignifikansan megemelkedett claudin-1 és -7 feh@xpresszidt mutat. A cirrhosist a nem
cirrhotikus tumor koruli majszévethez képest, vdlana cirrhosis talajan kialakult HCC-t a nem
cirrhosis talajadn kialakult HCC-hez képest is megk@dett claudin-1 és claudin-7 fehérje
termebdés jellemzi. A HCC tumorsejtek claudin-1 expre§gei a cirrhotikus nodulusok
majsejtjeinél is drsebb, azonban a tumorsejtek claudin-7 expressadgarhotikus nodulusok
hepatocytainal kisebb mériékA vizsgalt csoportok kozti kilonbségek morforraitag mind az
epeutakkal egyutt, mind nélkulik mérve is szigrfiknak bizonyultak. A HCV fe&izottség nem
okozott szignifikans eltérést HCCk vagy a normaljsndvet expresszios mintazataban a HCV

negativ csoportokhoz képest.

IV.1.1.2. Claudinok fehérje expresszidja colorectéd carcinomak és ductalis
pancreas carcinomak majattétjeiben, Osszevetve a eocellularis

carcinomaban talalt mintazattal.

A claudin-1 immunhisztokémiai reakci6 membran poitdst eredményezett, mely a
hepatocellularis carcinoma (HCC) sejtekben a tralaeis/glandularis strukturakban jellefien

apikdlisan helyezkedett el (16. a. 4bra), mig areatalis carcinomak majattétjeiben (CRLM) és
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ductalis pancreas carcinomak majattétjeinek (PLMindrsejtieiben a sejtek teljes keriletén
kimutathato volt a feétés (16. b,c. abra). A normal és tumor koruli méystben az epeutakdsr
pozitivitast adtak, mig a hepatocytak gyengén pomik bizonyultak, déien az apikalis felszinen
(16. d. abra). A morfometriai kiértékelés alapjanlaudin-1 immunfesidés a CRLM csoportban
volt a legmagasabb a HCC-hez és a PLM-hez képésta(labra). A kilénbségek statisztikailag
akkor bizonyultak szignifikansnak, ha Kruskal-Wakilemzésti kizartuk a tumor koruli majszovet
csoportjait (16. f. abra; CRLM versus HQ&0,032; CRLM versus PLMy=0,008).
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16. abra Claudin expresszié hepatocellularis carcinomaban (HCC), colorectalis carcinoma majmetasztazisaban (CRLM), pancreas
ductalis carcinoma majmetasztazisaban (PLM), és normal majban (NL). (a, b, c, d) Claudin-1 expresszié HCC-ben, CRLM-ben, PLM-
ben és normal majban, a felsorolas sorrendjében. (e, f, g, h) Claudin-2 reakcié HCC-ben, CRLM-ben, PLM-ben és normal majban, a
felsorolas sorrendjében. (i, j, k, 1) Claudin-3 fest6dés HCC-ben, CRLM-ben, PLM-ben és normal majban, a felsorolas sorrendjében.
(m, n, o, p) Claudin-4 immunhisztokémiai reakcié HCC-ben, CRLM-ben, PLM-ben és normal majban, a felsorolas sorrendjében. (q,
r, s, t) Claudin-7 fest6dés HCC-ben, CRLM-ben, PLM-ben és normal majban, a felsorolas sorrendjében. A képek egyforma

nagyitassal késziiltek, a méretjelolés: 50 mm.
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17. abra A claudin immunhisztokémiai reakciok morfometriai mérésének eredménye az egyes mintakban. Claudin: (CLDN). A
vonalak a csoportok kézépértékét mutatjak. A csillagokkal jelolt kapcsok két csoport kozotti szignifikans kiilonbséget jeleznek
(p<0.05). HCC: hepatocellularis carcinoma, CRLM: colorectalis carcinoma majmetasztazisa, PLM: pancreas ductalis carcinoma
majmeasztazisa, SL: kornyezé tumormentes maj, NL: normal mdj. A claudin-1 tekintetében a 17./a. dbra a nem tumoros
csoportokkal egyiitt mutatja a Kruskal-Wallis analizis eredményét, mig a 17./f. a nem tumoros csoportok nélkiil végzett Kruskal-
Wallis analizis eredményét demonstralja.

A claudin-2 immunfesidés granularis cytoplasma pozitivitast adott minduorcsoportokban
(16. e—g abra), mind pedig a normal sejtekbent{¥ra). Mind a harom vizsgalt tumorcsoportban
szignifikans csokkentést tapasztaltunk a reakcidékében - illetve az ezt jélzerilet szazalékos
pozitivitasban - a kérnyézmajszévethez képest, ahol mind az eputak, mindgpedepatocyak
intenziv fesbdést mutattak (16. b abra).

A claudin-3 IHC reakcié a CRLM-ben (16. j abra)gifikansan efsebb membranosus reakciot
adott a masik két csoporthoz képest (16. ¢ abr&C& és a tumor korili majszovetben a
hepatocytak gyenge és elszort pozitivitast adtéki(dbra), mig az epeutakésrfestdest mutattak
(16. | abra). A PLM csoportban szintén gyenge &&alfe claudin-3 szignal volt detektalhato az
esetek tobbségében (10/15 minta, 16. k abra).

A claudin-4 IHC reakcié mind a CRLM, mind pedig BNP csoport mintaiban és membran
pozitivitast adott (16 n,o abra) és statisztikait@gn mutatkozott kiilonbség e két csoport kHzott
(16 d &bra). Ezzel éles ellentétben a claudin-érielsem a HCC tumorsejtekben, sem pedig a
normal hepatocytdkon nem volt kimutathat6 (16. mpabmig normal majban és a tumor kordli
majszovetben az epeutakbeipozitivitast adtak (16. p abra).

A claudin-7 immunisztokémiai reakci6 a CRLM csopart (16.r abra), a masik két vizsgalt
csoporthoz képest szintén szignifikansan emelkeeletbizonyult (17. e abra). A 15 PLM minta
kozul mindossze 9 esetben talaltunk gyenge és ifolguzitivitdst (16. s abra) és a normal
hepatocytakon és a HCC sejteken is csak gyenge mafebbdést tapasztaltunk (16. g, t 4bra).
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Mindharom tumorcsoportot figyelembe véve a HCC dqisen és claudin-1 és gyenge claudin-
2, -3 és -7 pozitivitast adott, mig negativnak hiadt claudin-4-re. A CRLM-t ezzel ellentétben
erds claudin-1, -3, -4, és -7 féskes jellemezte, mig gyenge claudin-2 pozitivitak kimmutathato.
A PLM mintékban efs claudin-4 IHC reakciot detektaltunk, a claudin-2, -3, és -7 festés
azonban kozepesen vagy gyengén volt pozitiv.

Az alacsonyabban differencialt, magasabb gradecedelked HCC-k a claudin-1 fehérje
expresszio novekvtendencigjat mutattak, de ez nem bizonyult szikgnilsnak. A tobbi vizsgalt

claudin és a HCC grade-k kdz6tt nem talaltunk daggeest (18. 4bra)
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18. abra A claudinok (CLDN) immunhisztokémiai reakcidinak morfometriai kiértékelése a hepatocellularis carcinoma (HCC)
grade-k szerint. A vonalak a csoportok k6zépértékeit jelzik.

A relativ mMRNS expresszio real-time RT-PCR vizsgaka claudin mRNS terntelésben doien

az immunhisztokémiai vizsgalattal a fehérje exmiédmn talalt kiulénbségekhez  hasonld
eltéréseket detektalt a vizsgélat csoportok koAétferencia génként practint hasznaltuk. (19.
abra). A claudin-3 és -4 mRNS expresszi6 az IHC fomoetriahoz a CRLM csoportban
szignifikansan magasabb kulonbséget talalt a tukddili majszovethez és a HCC-hez képest is.
Hasonléan magasabb claudin-3 expresszio volt aiG&LM-ben a PLM csoporthoz képest. Ezen
felil a CRLM csoportban a claudin-7 mRNS expressgignifikansan magasabb volt a
tumormentes majszovethez és a PLM-hez képest gsenriek a claudinnak a termelésében a HCC
és a CRL nem mutatott eltérést. A morfometriai Brédyekhez hasonléan a HCC-ben és CRLM-
ben észlelt claudin- 2 szintek alacsonyabbak vatalimormentes majban meért szintekhez képest,
és ez a HCC-vel valo 6sszevetésben szignifikAnsnaizonyult, mig a PLM csoportban a claudin-
2 MRNS expresszi6 nem mutatott csokkenést a kobnyeajszovethez képest. Az mRNS
expresszio az immunhisztokémiaval észlelt fehé@mmeléshez képest a claudin-1 esetében mutatta
a leglényegesebb eltérést, mely a CRLM csoportbamarh, emelkedett expresszid helyett
szignifikansan csokkent volt a HCC-hez és a korbiymajszovethez képest. Hasonldéan, a PLM
csoport alacsonyabb claudin-1 mRNS expressziottottita HCC-hez és a kdrnyemajszovethez
viszonyitva. Az mRNS expresszidé nem adott 6sszEfsiga HCC-k differencialtsagaval (20. abra).
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PAGttnci

19. abra A claudinok (CLDN) B-actinhoz viszonyitott relativ mRNS expresszidjanak kiilonbségei. A csillagokkal jelolt kapcsok két
csoport kozotti szignifikans kiilonbséget jeleznek (p<0.05). Fehér oszlopok: hepatocellularis carcinoma (HCC), fekete oszlopok:
colorectalis carcinoma majmetasztazisa (CRLM), Pontozott oszlopok pancreas ductalis carcinoma majmeasztazisa (PLM),
Vizszintesen csikolt oszlopok: kdrnyez6 tumormentes maj (SL), ferdén csikolt oszlopok: normal maj (NL).

3 Grade 1
Bl Grade 2
El Grade 3

014

A Cyactin-ddr)

0001

CLDN-1 CLDN-2 CLDN-3

20. abra A claudinok (CLDN) b-actinhoz viszonyitott relativ mRNS expressziéinak kiilonbségei a hepatocellularis carcinoma (HCC)
gradek szerint.

Osszefoglalva: A CRLM mintakban & claudin-3 és -7 immunohisztokémiai pozitivitast
észleltiink, mely a HCC és PLM csoportokhoz képagn#fikAnsan magasabbnak bizonyult.

A claudin-1fehérje szintén & IHC pozitivitast adott a colorectalis carcinomajattétjeiben, mig a
PLM és a HCC alacsonyabb expressziot mutatott. ANLRs PLM csoportok egyarant éesr
claudin-4 pozitivitast mutattak, mig a claudin-4nimmnreakcié gyakorlatilag negativ volt HCC-ben.
A claudin-2 IHC reakcio ésen pozitiv volt a tumormentes méjszévetben, mign@orok ehhez
képest szignifikansan gyengébb terdaélst mutattak. Az mRNS expresszioban talalt kilégbk

nagyrészt megegyeztek az immunhisztokémiai kiéidksoran kapott eredményekkel.

IV.1.1.3 Az occludin és ZO-1 mRNS és fehérje expr&dd vizsgalata normal
majmintakban, hepatocellularis carcinoma mintdkban és colorectalis

carcinomak majmetasztazisaiban
MRNS expresszio vizsgalataAz occludin és ZO-1 mRNS expresszio kimutathatib & vizsgalt
csoportokban.

Az occludin a HCC csoportban a normal majhoz képgsszeres cstkkenést mutatott és a
tumor koruli majszévethez képes is 2,2-szereserkkesd volt az mRNS termédlése. A
colorectalis carcinoma majattétjei és a tumor koribjszovet kozott nem volt szignifikans
kilonbség, azonban a majattétek a normal majhoeskgplenisen cstkkent (12,1-szeres) occludin
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MRNS termeldést mutattak, és a HCC csoporthoz képest is Bfesen cstkkent expresszioval
rendelkeztek. A normal majmintakhoz viszonyitvarempr és attéti tumorok koruli tumormentes
majszovet is 3,7-szeresen, illetve 9,8-szeresasatgabb occludin expresszioval rendelkezett.

A Z0O-1 mRNS expresszié a HCC csoportban a normaghoz viszonyitva 4,6-szeresen,
mig a tumor korili majszévethez képest 1,3-szeressikkent termédést mutatott. A
majattétekben a ZO-1 mRNS expresszio 6,4-szereiseblk volt a normal majhoz képest, mig a
koérnyez tumormentes majszévethez képest nem volt szigmkkilonbség. A HCC csoportban a
méjattétekhez viszonyitva 1,4-szeresen, de nemnifikénsan emelkedett ZO-1 termidEst
detektaltunk. Az occludinhoz hasonléan a ZO-1 mRIdidt is szignifikAnsan alacsonyabb volt a

HCC és a mametasztazis csoportban a normal mdajepest (3,5-szeres,valamint 7,1-szeres

kilonbség) 21.abra).
NORM-HOC NORM-MET NORM-HOC NORM<MET sHCCHCC — sMET-MET  HOC-MET
2 1 1.105
i : : : I:T"i:‘_”ﬂ”
-2 1 1328 -1.232 -1.478 -1402
% i 223*
g A 3673® 3458
n 4576*
2o -6 1
g 5.415*
E -8 4 G 7.00* ;
g £193" 8 Occhudin|
= - R
:§ 10 .9832" 0Zo-1 }
< -12 4
12.100*
-14

21. dbra Normal majmintak, hepatocellularis carcinoma mintdk és colorectalis carcinomak majmetasztazisainak mRNS
expresszidja. Az oszlopok az expresszio tobbszorosének mértékét mutatjdk az dsszehasonlitott csoportokban, az alahuzott
csoporthoz mérve a paros 6sszehasonlitas elsé tagjat. A csillaggal jelolt értékek statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeleznek
(p®0.05). NORM: normal maj; HCC: hepatocellularis carcinoma; MET: colorectalis carcinoma majmetasztazisa; sHCC:
hepatocellularis carcinoma koériili tumormentes majszovet; sMET colorectalis carcinoma majmetasztazisa koriili tumormentes
majszovet.

Immunhisztokémia: Az occludin és ZO-1 IHC reakcié a normal majban rbgin fesédést adott,
a hepatocytakon gyenge pozitivitast, mig az epeutataz eputak lumindlis pdlusan)oésr
pozitivitast észleltiink22. 4brad,e). A HCC esetek tébbsége negativ volt occladés ZO-1-re
(22. abraf,g), egyes esetekben azonban koérdlirt, kis tezkien gyenge membran pozitvitas volt
detektalhatd. Ezzel ellentében az occludin és dl&Ws membran pozitivitast adott a colorectalis
carcinoma majmetasztazisain, kilondsen a mirigyekinalis pousan tapasztaltunlioerfesédést.
(22. &brah,i). A morfometridval mért immun-pozitiv terllktea metasztazisokban voltak a
legmagasabbak: az occludin terilet pozitivitas 1.88g a ZO-1 fesidés 1,3% volt. Az attéti
majtumorokban az occludin and ZO-1 expresszié ##gnsan magasabb volt a tobbi vizsgalt

csoporttal 6sszehasonlitvE) tablazat23. abra
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22. abra Fehérje expresszié detektalasa IHK vizsgalattal. Pozitiv occludin and ZO-1 IHK reakcié a normal majszévet epeutjainak
hamjaban (occludin: d, D; ZO-1: e, E). Az occludin és a ZO-1 nem expresszalodik a HCC-ben (occludin: f, F; ZO-1: g, G). A
colorectalis carcinoma majmetasztazisaiban az occludin és a ZO-1 fest6dés a tumorsejtek luminaris pdlusan mutatkozik
(occludin: h, H; ZO-1: i, I). a.: normal maj hematoxylin—eosin festés, b.: HCC hematoxylin—eosin festés, c.: colorectalis carcinoma
majmetasztazisainak hematoxylin—eosin festése (nagyitas: a, b, c, d, e, f, g, h, i: 200x; D, E, F, G, H, I: 600x
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10. tablazat Az occludin és ZO-1 IHC morfometriai kiértékelése HCC-ben, colorectalis carcinoma majmetasztazisaiban és normal
majban. Az occludin és ZO-1 IHC reakcio kozépértékei és a csoportok paronkénti dsszehasonlitasakor a Mann-Whitney U-test
valészintiségi értékei. U: megndvekedett expresszio D: csokkent expresszid NS: nem szignifikins, NORM: normal maj, HCC:
hepatocellularis carcinoma, MET: colorectal carcionoma majmetasztazisa, sHCC: HCC-t kérnyez6 tumormentes majszévet, SMET:
MET-t kérnyez6 tumormentes majszovet.

Occludin Z0-1
NORM-HCC D 8.193* D 4.576*
p=0.001 p=0.001
NORM-sHCC D 3.673* D 3.453*
p=0.0095 p=0.022
NORM-sMET D 9.832* D 7.09*
p=0.002 p=0.0075
NORM-MET D 12.109* D 6.415%*
p=0.001 p=0.001
sHCC-HCC D 2.23* D 1.325
p=0.0435 NS
sMET-MET D 1.232 U 1.105
NS NS
HCC-MET D 1.478 D 1.402
NS NS
B Occludin
0 Z0-1
1.8 -
7 1.5%4
= A 1.255
g L2
2 1.0 A
T 08 -
% 0.6 1 0450
04 -
. Omo.wo s o 0.164 0.9 0,193
0.0 1__"—[—— i . : .__ ‘ :

NORM sHCC HCC sMET MET
23. abra Az occludin és ZO-1 IHK reakcio Leica Qwin Prof szoftverrel végezett morfometriai kiértékelésének grafikus abrazolasa.

NS: nem szignifikdns, NORM: normal maj, HCC: hepatocellularis carcinoma, MET: colorectal carcionoma majmetasztazisa, sHCC:
HCC-t kdrnyez6 tumormentes majszovet, SMET: MET-t kornyezd tumormentes majszovet.

Osszefoglalva:A hepatocytakon immunhisztokémiai vizsgalattal e ZO-1 és occludin fehérje

expressziot talaltunk, mig az epeutak e két feheitje expresszidjat mutattak. A normal majhoz
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képest mind a hepatocellularis carcinomat, mindgpadcolorectalis carcinoma majmetasztazisait
csokkent occludin és ZO-1 mRNS expresszio jellerAmniig azonban a HCC tumorsejtjei nem
mutattak immunpozitivitdst a ZO-1-re és az occluginaddig a colorectalis carcinoma

majmetasztazisaiban e két fehérjéseiestdési reakcioja volt detektalhato.

IV.1.2. Sejtkapcsolo struktira alkotorészek expressos profiljanak
meghatarozasa a normal biliaris epithel kilénb6é szakaszain és ezen

szakaszok epeuti tumoraiban

IV.1.2.1. A claudinok expresszios profiljanak meghtrozasa a normal biliaris

epithel kilbnb6z6 szakaszain és ezen szakaszok epeuti tumoraiban

A majmintak vizsgalata soran megfigyeltiik, hogyegeutak is tobbféle claudint expresszalnak,
ezeért kivancsiak voltunk, hogy vannak-e kilonbségekJ mintdzatban a huméan epeutrendszer
kulénbo®d szakaszaibdl (intrahepatikus, ductus hepaticusgtudu choledochus, epehdlyag)
szarmazo cholangiocarcinomak kozott ? Utalhatnaken sejtkapcsolo strukturakkal (claudin-1, -
2, -3, -4, -7, -8 és -10, e-cadherin, occludin, BO&s egyéb markerekkel (CK7, CK19, CK20 és
HSA) kapcsolatos mRNS és fehérje expresszidbeloridégek arra, hogy ezen daganatok
kialakulasa és progresszidja nem egységes, felfddea kilonbségek a hisztogenezis és a
topografiai tekintetében?

A claudin-1, -3, -4, -8, és -10 immunhisztokémeakcié a normal biliaris epithelben membranosus
reakciot adott. A claudin-2 a tobbi altalunk vizbggzdvetekhez hasonléan és az irodalomban is
szerepd adatok szerint a normal epelti citoplazmatikus;inpembranosus festlést adott. A
claudin-7 fehérje esetében az immunhisztokémiaran@loepehdlyagban a membran pozitivitas
mellett citoplazmatikus reakciét is adott. A claud, -8 és -10 IHK gyakran eredményezett
apikalis reakcioit a biliaris epithelben. A tébbzsgalt claudin membranosus f&b¢se jelleméen
apikalis és basolateralis volt.. A daganatokbotmzad mintak hasonld fégtési tipust mutattak,
de a claudin-8 és -10 immunreakcié a tumorsejteiérol a telles membranon megjelent, valamint
a claudin-10 esetében citoplazmatikusdeést is adott.

Az immunreakciok kiértékelése:

Az immunreakciokat két szempont szerint értékeltakreakcid intenzitdsat négy fokozattal
(negativ, gyenge, kozepesedxeés afs reakcio) jellemeztik, mig a reakcio pozitivitagatizsgalt

terlleten belll a pozitiv sejtek szazalékos értékedmtuk meg.
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24. abra Az immunhisztokémiai reakciok intenzitas és szazalékos pozitivitas alapu kiértékelése. Normal-Tumor 6sszehasonlitas
(fent). Tumor csoportok 6sszehasonlitasa (lent). Int: intenzitas, Pos%: pozitivitas, *: 0,01<p<0,05, **: 0,001<p<0,01, ***: p<0,001,
NIB : normal intrahepatikus epeut, NEBD: normal extrahepatikus epeuti tumor, NGB: normal epehdlyag, IBDC: intrahepatikus
epeuti tumor, EBDC: extrahepatikus epeuti tumor, GBC: epehdlyag tumor.

A 24. abra a szlrke arnyalatok révén bemutatjarentiféle 6sszehasonlitasi szempontot: a normal
epeut kulonbdi részei egymassal 6sszehasonlitva; a normal biknithelium versus a megfdiel
lokaliz&cioban le¢ epeulti daganatok valamint a a kulonbdbkalizacioju epeuti daganatok
egymassal 0sszevetve. Lathatd, hogy a claudin-&s-34 expresszié a normal epeuti szdvetek
kilonbo® lokalizacigjaban, a claudin-1, -2, -3, -4, -7, -80 kifejeddés a normal versus
daganatos szovetekben eltér, mig a kiloéldkalizacioju tumoros csoportok a claudin-1, 2, -

4, -8, -10 expresszidban térnek el egymastaol.

Az egyedi mintak kiértékelését a 25. dbra és 26a amutatja be. A claudin-1 normal biliaris
hamban egységes intenzitast €s pozitivitast miazah tumoros mintakban jeléstszorast mutat. A

claudin-4 fehérje immunhisztokémiai pozitivitasatatja a legkisebb ingadozast.
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25. abra A claudin fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatainak szemikvantitativ kiértékelése. Az A. panelen a fiiggleges tengely
az intenzitasi értékeket mutatja (0, 1, 2, 3). A B. panelen a fiigg6leges tengely értékei a pozitiv sejtek szazalékos aranyat
mutatjak (1-100%). NIBD/NEBD: normal intra/extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal epehélyag ham; IBDC/EBDC:
intra/extrahepatikus epedti tumor; GBC: epehédlyag tumor. NIBD/NEBD: normal intra/extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal
epehdlyag ham; IBDC/EBDC: intra/extrahepatikus epetti tumor; GBC: epehdlyag tumor; median: vizsztintes vonal a pontok

kozott.
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26. abra A claudin fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatainak szemikvantitativ kiértékelése. Az A. panelen a fiiggéleges tengely
az intenzitasi értékeket mutatja (0, 1, 2, 3). A B. panelen a fiiggéleges tengely értékei a pozitiv sejtek szazalékos aranyat
mutatjak (1-100%). NIBD/NEBD: normal intra/extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal epehélyag ham; IBDC/EBDC:
intra/extrahepatikus epedti tumor; GBC: epehélyag tumor. NIBD/NEBD: normal intra/extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal
epehdlyag ham; IBDC/EBDC: intra/extrahepatikus epetti tumor; GBC: epehdlyag tumor; median: vizsztintes vonal a pontok
koézott.
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Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt fehéxjilesszidja az epelti tumorokban jedeeh
csokkent a normal biliaris hamhoz képest, kivévelaudin-4 fehérje termétlést, mely az
extrahepatikus epeuti tumorokban kifejezetten esudlt expressziot mutat a normal hamhoz
képest.

A diszkriminancia analizis sordn a claudin-1, -3, -4, -7, -8 és -10 immunreakciok 0sszes
intenzitasi és pozitivitasi adatait elemzi, melggafikusan a 27. abra mutat be. A normal és
tumoros epeuti ham kulonb®4okalizacioju csoportjait kilonbézszinek jeldlik. Egy-egy pont
azonos intenzitasu/szazalékos pozitivitasi mintagyv mintakat jelol. A tobb dimenzios
matematikai modellbdl az intentitasi és pozitivitthdajdonsdgok tengelyei altal hatarolt sik kerilt
abrazolasra (27. abra). A claudinok expresszi@soportokra specifikus, a termodellben elkuloniti
oket.

Canonical Discriminant Functions
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Function 1

27. abra A diszkriminancia analizis grafikus dabrazolasa. A vizsgalt csoportok: NIBD, NEBD, NGB, IBDC, BDC, GBC jol
elkiilonithet6ek egymastdl a claudin-1, -2, -3, -4, -7, -8 és -10 immunreakcidk intenzitdsi és pozitivitasi adatai alapjan. NIBD:
normal intrahepatikus epeuti ham; NEBD: normal extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal epehdlyag ham; IBDC:
intrahepatikus epeuti tumor; EBDC: extrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag tumor.

A carcinoma mintak és a lokalizacionak megfelélnormal szévet dsszehasonlitasa

A legtdbb normal minta a tumorokhoz képesbésebb (intenzivebb és/vagy a sejtek nagyobb
szazalékdban) claudin expressziét mutatott. A B8a &s 29. abra a claudin-2, -3 és -10 fehérjék
esetében szemlélteti ezt a jelenséget. A claudid;38 és -10 az IBDC-ben, a claudin-1, -8 és -10
az EBDC-ben, valamint claudin-1, -2, -3, -7, -8,-88 a GBC-ben csokkent jelésen a normal

biliaris hAmhoz képest.
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28. abra A claudin-2 és -3 immunreakcié a NGB, GBC, NIBD és IBDC csoportokban. A claudin-2 a normal epehdlyag hamban
expresszalddott a legintenzivebben, és szignifikansan lecsokkent expresszidja a GBC-ben a NGB-hez képest. A claudin-3 erds
fest6dést mutatott a normal epehdlyag hamban, mig gyenge reakcié volt észlelheté a normal intrahepatikus epeutakban. A
claudin-3 reakcié szignifikans csokkenést mutatott az epehdlyag carcinomaban és az intrahepatikus epeuti carcinomakban a

hasonlé lokalizaciéban levé normal biliaris epithelhez viszonitva. NIBD: normal intrahepatikus epetti ham; NGB: normal
epehdlyag ham; IBDC: intrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag tumor. Mértékjelzés: 50 um.

Az epehdlyag carcinomaban a claudin-4 kivételéweldaszes tdbbi vizsgalt claudin csokkent
festbdést mutatott a normal epehdlyaghamhoz képestahdal-4 expresszidja ezzel ellentétben
nem csokkent az &ltalunk kivalasztott epeuti turosoportokban, &, efteljesebb kifeje&dést
talaltunk az EBDC-ben a NEBD-hez képest. A tumosawkia claudin-8 és -10 expresszio
lokalizacidja is megvaltozott, a normal hamsejtpikalis expresszidjahoz képest e fehérjék szamos
esetben a tumorsejtek teljes felszinén expresda#lédh citokeratin-7 immunreakcid, mint
nemzetkozileg elfogadott epeudti ham marker, a ldgtélaudinhoz hasonléan szintén csokkenést
mutatott a daganatos szoOveti mintdkban, mely csidkea magasabb gratle-rosszabbul
differencialt tertileteken nagyobb volt.
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29. abra Claudin-10 immunreakcié a NEBD, NGB, NIBD, EBDC, GBC és IBDC csoportokban. Claudin-10 szignifikans cs6kkenést
mutatott a carcinomakban a normal hamhoz képest. Az IBDC csoportban az EBDC és a GBC csoportokhoz képest erdsebb
expressziot detektaltunk. NIBD: normal intrahepatikus epeuti ham; NEBD: normal extrahepatikus epeuti ham; NGB: normal
epehdlyag ham; IBDC: intrahepatikus epetiti tumor; EBDC: extrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag tumor. Méretjelolés: 50
um.

Az epedti tumorok csoportjai altalaban alacsonydiia-3, -7, -8 és -10 fe&iést mutattak, mig a
claudin-1, -2 és -4 immunreakcidkések voltak. A claudin-7 fehérje esetében a méréreh
expressziok nem kulénboztek jelésen a tumor csoportokban.

Ezen eltéréseket a 30. abra mutatja bé&s elaudin-1 fegidés lathaté IBDC-ben az EBDC-hez és
GBC-hez képest. A tumorsejtek szignifikansan nafystazaléka expresszalja a claudin-1 fehérjét
IBDC-ben. Emellett szignifikansan ésebb claudin-4 expressziot lattunk EBDC-ben, szende
IBDC-vel és GBC-vel. A claudin-2 fehérje a tumordzil a GBC-ben expresszalddik a
legesebben.

A claudinok mRNS expressziojanak meghatédrozasa a modl biliaris epithel kilonbdzé
szakaszain és ezen szakaszok epeuti tumoraiban

Mivel normal epeuti fagyasztott mintak nem alltail& szamban rendelkezésre, igy a carcinomak
MRNS expresszigjat a tumormentes daganatot koéényemajszOvettel végeztink
O0sszehasonlitdsokat. Az mMRNS expresszios vizsgakgyik 0sszehasonlitasban sem mutattak
szignifikans kilonbséget a vizsgalt csoportok kbHzot
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30. abra A claudin-1 és -4 immunreakcié az EBDC, GBC és IBDC csoportokban. A claudin-1 immunreakcié nem szignifikansan, de
intenzivebb volt IBDC-ben az EBDC-hez és GBC-hez képest. A claudin-4 expresszié az EBDC-ben volt a legeréGteljesebb, és ehhez
képest az IBDC és GBC csoportokban szignifikansan csokkent fest6dést detektaltunk. IBDC: intrahepatikus epeuti tumor; EBDC:
extrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag tumor. Méretjel6lés: 50 um.

A claudinok lehetséges differencial diagnosztikai zerepe az epeuti rendszer kilénbdiz
lokaliz&cioju tumorai esetében esetében

A kulonbd® loklizacioju bilidris neoplazidkat a kovetkezellegzetességek kulonitik el: az
epehdlyag carcinomat a cholangiocarcinomaktdl adite? IHK reakciod intenzitdsa és pozitivitdsa
alapjan lehet elkuloniteni. Kozepes, vagyseclaudin-2 fesidés a sejtek tébb, mint 25%-aban
versus gyenge, vagy negativ claudin-2 IHK reakcigepek kevesebb, mint 25%-aban, 85%-0s
specificitassal és 72%-0s érzékenységgel kiloh&i@BC-t az IBDC+EBDC tumoroktél (Fisher-
egzakt préba, p=0,0003).

Az ess claudin-4 expressziét mutato EBDC esetek 91%zesztivitas és 80%-0s specificitas
mellett elkllonithetk a kbzepes, gyenge, ill. negativ IHK fatst ado IBDC tumoroktdl (Fisher
exact test, p=0,02).

A claudin-3 negativ ductalis pancreas carcinomakkamben az EBDC tumorok mindegyike, az
IBDC mintak mintegy fele, mig a GBC esetek tobbnin@0%-a claudin-3 pozitiv immunreakciot
ad.

Az alacsony claudin-10 immunreakciot mutatd tumoesktén szignifikdnsan (p< 0)OMosszabb

tulélési idb mutatkozott a claudin-10-t magasan expresszal@toknbetegeihez képest. (31. abra).
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A claudin-1 és claudin-4 esetén a fehérjék tumorleemebdése nem asszocialddott a tuléléssel.

Az mRNS expresszi6 a kis esetszam miatt nem dirals statisztikai analizisre.
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31. abra A claudin-10 fehérjeexpresszio mértékének Oszefiiggése a betegek tulélésével. A 40. dbra az alacsonyabb szazalékos

pozitivitast mutaté daganatok betegeinél mutat hosszabb tulélési id6t. Cl 10%_0: negativ immunreakciét adé mintacsoport; Cl
10%_50: 1-50% pozitivitast mutaté mintacsoport; C110%_100: 51-100% pozitivitast mutaté tumorok

IV.1.2.2. A ZO-1, occludin és E-cadherin fehérjegk ® citokeratin-7
expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalata az epe rendszer kilonboz

szakaszainak normal biliaris epitheljében és ezerzakaszok epeuti daganataiban

A normal bilidris epithel mintdk szinte mindegyikdelezte mindharom sejtkapcsold fehérjét a
sejtmembranon, mig a CK-7 citoplazmatikus ddést adott. A ZO-1 és az occludin IHK reakcié a
sejtek apikalis részén membranpozitivitdst adotz B-cadherin festés altalaban membran
pozitivitdst mutatott, de egyes esetekben citopidikus jelet is kaptunk. A jol differencialt bili&r
tumorokban az acinaris struktarakban apikalis mémbjpel6lést lattunk, azonban a rosszul
differencialt grade 3-as daganatokban a ZO-1 édudicc fehérjék diffuz, perimembranosus
lokalizaciojat tapasztaltuk. A kdzepesen és rossifierencialt tumorok egy részében (IBDC,
EBDC, GBC) a citokeratin-7 expresszio csokkenésaeé#ik.

A ZO-1, occludin, E-cadherin fehérjék immunhisztok&i reakcidiban az epelti rendszer
kilonbo®d szakaszainak normal és tumoros hamja kozott $ikgns kulonbség mutatkozott (32.
abra, 33. abra). A normal és tumoros mintacsopdktott nem talaltunk jeleés expresszidbeli
kilonbséget. Az immunreakciok intenzitdsa és pawsa szignifikans korrelaciét mutatott. A
szemikvantitativ analizis adatainak paronkéntiré@rversus daganat; tumorcsoportok 6sszevetése

egymassal) 6sszehasonlitasakor kapott statisziiiadizis eredménye a 11. tablazatban lathato.
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32. dbra A ZO-1, occludin és E-cadherin fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatain alapulé szemikvantitativ kiértékelés
eredménye. Az A. panelen a fiigg6leges tengely értékei az intenzitasi értékeket mutatjak (0, 1, 2, 3). A B. Panelen a fuiggéleges
tengely értékei a pozitiv sejtek szazalékos aranyat mutatjak (1-100%). NIBD/NEBD: normal intra/extrahepatikus epeuti ham;
NGB: normal epehdlyagham; IBDC/EBDC: intra/extrahepatikus epetti tumor; GBC: epehédlyag tumor. NIBD/NEBD: normal
intra/extrahepatikus epeuti hdam; NGB: normal epehélyag ham; IBDC/EBDC: intra/extrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag
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tumor. A median jel6lése:: vizszintes vonal a pontok kozott/pontokon.
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11. tablazat A statisztikai analizis eredményei. A tablazat a vizsgalt csoportok paronkénti 6sszehasonlitasainak eredményeit
szemlélteti, és mutatja a két vizsgalati szempont kozotti korrelaciot. ns: nem szignifikans; %: pozitivitasi szazalék; int: intenzitas;

dc_1040_15

Occl.: occludin, E-cadh.: E-cadherin.

korrelacios
, ., NIBD- NEBD- NGB- IBDC- IBDC- EBDC- .
Valtozd \shc EBpc  GBC EBDC GBC GBC koefficiens
(p érték)
int ns ns ns ns ns ns
Z0-1 % <0.001 0.001 <0.001 ns ns ns 0.379 (<0.001)
int ns ns ns ns ns ns
Ocel. o 0.008 0.02 <0.001 ns  ns ns 0266 (<0.001)
E- int ns ns <0.001 ns ns ns
cadh. % <0.001 0.001 <0.001 ns ns ns 0.496 (<0.001)

A tumorok sejtjei

expresszaltak a megfedelokalizacioju normal bilidris hamhoz képest. A negyobb fesidési

kilénbséget a ZO-1 fehérje mutatta.

A citokeratin-7 epeuti marker & citoplazmatikus kifejéalését figyeltik meg a normal
mintakban, mig a kdzepesen és rosszul differencialbrok (IBDC, EBDC, GBC) egyes eseteiben
a citokeratin-7 expresszié csokkenését észleltdkdBra).

Osszességében a normal mintakban a vizsgalt féHéigepes és és reakcidt adtak, mig a
carcinomakban csokkent intenzitast kaptunk, azomélaérjenként eltérmértékben. A tumorokban

a pozitiv sejtek szama mind a harom sejtkapcsdiérfe esetében jeléist csokkenést mutatott,

legkifejezettebben a ZO-1 fehérje esetében.
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33. abra ZO-1 (fels6 panel), occludin (k6zépsé panel) és E-cadherin (alsé panel) immunreakciok az NIBD, NEBD, NGB, IBDC, EBDC,
GBC csoportokban. A képek a-c: a normal epeuti hamot, d-f: carcinomakat, a és d: intrahepatikus epeutat, b és e: extrahepatikus
epeutat, c és f: epehdlyag mintat jellik. NIBD: normal intrahepatikus epetti ham; NEBD: normal extrahepatikus epetti ham;
NGB: normal epehdlyag ham; IBDC: intrahepatikus epeuti tumor; EBDC: extrahepatikus epeuti tumor; GBC: epehdlyag tumor.
Méretjelolés: 50 um.
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34. &bra A citokeratin-7 immunhisztokémiai reakciénormal és daganatos biliaris hamban. Az edssor a normal
biliaris hamot, a 2-4 sorok a G1-G2-G3 gradusu tummkat mutatjak a lokalizaciénak megfelel oszlopban. A
CK-7 markernek a névekw grade-del parhuzamos csokkenése az epehdlyagbdlerty mintaknal egyértelmii.
NIBD: normal intrahepatikus epett, NEBD: normal extrahepatikus epett, NGB: normal epehdlyag, IBDC:
intrahepatikus epeuti tumor, EBDC: extrahepatikus epe(ti tumor, GBC: epehdlyag tumor, G1: grade 1, G2:
grade 2, G3: grade 3.

A ZO-1, occludin és E-cadherin fehérje expressziosintazat differencial diagnosztikai
szerepe
A daganatos mintacsoportok €s a normal mintacsokatrtegymastol torténelkilonitését sem

diszkriminancia analizissel (35. abra), sem sttiisiz értékeléssel nem lehetett megoldani. A
diszkriminancia analizis normal és daganatos maltahzt szemléltet és arra utal, hogy e harom
fehérje kifejeddése a tumor csoportokra nem specifikus modon ziklta daganatos atalakulas

folyaman. Ezen fehérjék daganatokban észlelt csiikiogpresszidja a dedifferenciacios atalakulas

eredménye lehet, illetve utalhat ezen fehérjekveistére a folyamatban.
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Canonical Discriminant Functions
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35. abra Z0-1, occludin, E-cadherin diszkriminancia analizisének bemutatasa. NIBD: normal intrahepatikus epeut, NEBD: normal
extrahepatikus epeut, NGB: normal epehdlyag, IBDC: intrahepatikus epeuti carcinoma, EBDC: extrahepatikus epeliti carcinoma,
GBC: epehdlyag carcinoma. A szines vonalak a csoportok ,térbeni” atlagat, a csoport centrumat mutatjak.

IV.1.3. A claudin-4 expresszi6 d0sszehasonlitd vizdgta és
differencialdiagnosztikai értéke a maj primer malignus daganataiban

A fehérje expresszié immunhisztokémiai detektalgzéteti microarray-n végeztik. A kovetkez
mintacsoportokat vizsgaltuk: normél maj; hepatadétis carcinoma; epehdlyag tumor; k6zos
epevezetéek daganata; ductus hepaticus carcinonia@ghepatikus, periférias epeuti daganat;
epehdlyag tumor (36. abra).

Immunhisztokémiai vizsgélattal a normal epeuti hdmla claudin-4 fehérje alacsony/mérsékelt
fokl expresszidja volt kimutathat6. Mind az intrphtkus epeutakban, mind pedig a nagy
extrahepatikus epeutakban membrasst tapasztaltunk (37. abra A). Az intraacinaogtglis

kis epeutakban a nagyobb epeutakhoz képest gyengéhibrandzus reakciot detektaltunk (36.
abra b). A normal maj hepatocytai a claudin-4 immeakciéra negativak voltak. (37. abra B).

64



dc_1040_15

100009].
10000
10000
10000
0000

10009]

36. abra A claudin-4 immnhisztokémiai vizsgalata széveti microarray-n (a) A mintak széveti microarray-n beliili lokalizaciéjanak
sémas abrazolasa: (1) normal maj (2) hepatocellularis carcinoma, (3) epehdlyag tumor, (4) k6z6s epevezeték daganata (5) ductus
hepaticus carcinoma, (6) intrahepatikus, periférias epeuti daganat (b) epehdlyag tumor (c) kozos epevezeték tumora (d)
hepatocellularis carcinoma. (e) normal maj Nagyitas: 28X .

\ 3 ’l <
A normal biliaris epithelium B normal maj

37. abra (A) A nagy extrahepatikus epeut normal biliaris hamjaban a claudin-4 IHC membran festédést ad. (B) Claudin-4 IHC
reakcié normal majszévetben. A kis epeutak (nyil) gyenge pozitivitast mutatnak. Az inzert a kis epelt claudin-4 pozitivitasat és
a hepatocytak negativitasat mutatja.

A vizsgalt 53 biliaris carcinoma kodzul 37 jol, vagpzepesen differencialt adenocarcinoma volt

(Grade I-Il), mig 16 rosszul differencialt volt @ie IlI). A hepatocellularis carcinomakat jol
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differencialt, kozepesen differencialt, vagy rodsalifferencialt csoportokba osztottuk. Az
immunohisztokémiai vizsgalat eredményét az 1. rikian foglaltuk 6ssze. Mind az 53 biliaris
carcinoma pozitiv immunhisztokémiai reakciot agotiaudin-4 elleni antitesttel, a tumorok sejtjei
100 %-ban membranpozitivitast mutattak. A claudiexpresszié mertékében nem volt jedent
kilénbség a biliaris carcinomék kialakuldsi helyernglonbdz anatomiai lokalizacidja szerint,
jelestl, hogy intrahepatikus, extrahepatikus, vagghodlyag eredétk voltak. A differenciacio
mértéke sem befolyasolta szignifikansan a claudidé reakciét, mind a rosszul, mind pedig a jol
differenciélt carcinomék kifejezett féstest adtak a claudin-4 elleni antitesttel (38. &areB. ). A
reakcid membranpozitivitast adott, kifejezett ,|spez” mintazattal (38. abra A., B. ). Ezzel

ellentétben a hepatocellularis carcinoma mintakkeggem mutatott claudin-4 féstest (38. abra

38. abra : Intenziv claudin-4 membranfest6dés a k6z6s epevezeték carcinomajaban: (A.) nagyitas: 150 X; (B.): nagyitas: 400 X.
A hepatocellularis carcinoma nem mutat claudin-4 fehérje expressziét IHC vizsgalattal: (C.) nagyitas: 150 X; (D.): nagyitas: 400 X

A normdl epeutak mindegyike CK-7 és CK-19 pozitielty az anatomiai elhelyezkedéist
fuggetlentl. A citokeratin-7 expresszidé csaknem degyik epeulti carcinomaban, a vizsgalt
tumorok 92%-aban jelen volt (49/53): 22 (96%) epgdg tumor, 13 (100%) kdzbs epevezetek
tumor, 9 (90%) ductus hepaticus carcinoma és 6%j7ihtrahepatikus (periférids) epevezeték
tumor bizonyult pozitivnak. A vizsgélt 50 hepatdakiris carcinoma eset kdzil 17 (34%) mutatott
fokalis CK-7 pozitivitast (12. tablazat).
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Az epedti tumorok tébbsége (83%) CK-19 pozitivitdmsitatott: 20 (87%) epeholyag carcinoma, 11
(85%) kozods epevezeték tumor, 8 (80%) ductus hamatcarcinoma és 5 (71%) intrahepatikus
epeduti carcinoma. A HCC nem mutattak CK19ddést (12. tablazat).

A CK20 expresszié 14/53 epeuti tumorban (26%) kottutathato: 7 (30%) epeholyag tumor, 4
(31%) k6z0s epevezeték tumor, harom (30%) ductpaties carcinoma bizonyult pozitivhak, mig
egyik intrahepatikus (periférias) epevezeték tusmmn mutatott feétiést. Ezzel ellentétben a CK-
20 expresszio csak két (4%) HCC esetben volt kithaté (12. tdbldzat). A CK20 féstes sem a
normal extrahepatikus, sem pedig a normal intrafilepa epeutakban nem volt kimutathato. A
HSA pozitivitdas a hepatocellulairs carcinoma esdtiddségét (43/ 50, 86%) jellemezte, bar az
epeuti carcinomak egy kis része (4/53, 8%) szimiénatott pozitivitast, ezen esetek kdzott két
epehdlyag carcinoma (9%) és két (15%) kozds epedMezmrcinoma is szerepelt, fokalis HSA
pozitivitassal (12. tablazat). Az epeuti carcidimesetében a vizsgalt immunhisztokémiai
reakciok szenzitivitdsa és specificitasa a koveikégpen alakult: 100 % specificitas és 100 %
szenzitivitas a claudin-4 esetében, 92% és 66%K-a-&&, 83% és 100% a CK-19-re, 26 és 96% a
CK-20 esetében, mig 8% és 14% a HSA-ra.

A claudin-4 és laminin ketss immunfluorescens detektalasa

A claudin-4 strukturalis elhelyezkedésének alapbsalfeltérképezése céljabol ket
immunfluorescens viszgalatokat végeztink laminindeklaudin-4-t zdld szinnel, mig a basalis
membran komponens laminint véros szinnnel jel6ikgkkonfokalis mikroszkoppal analizaltuk a
festbdést. A claudin-4 elleni antitest az 6sszes vizsgaétben és membranreakciot adott az
epeuti tumorsejteken (39. adbra C és D). A jol défeidlt epelti tumorok korkoros
membranfesidést adtak, mig a kevésbé differencialt, magasahteedel rendelkéztumorokban
toredezett, vagy hianyzd6 membran-pozitivitas jeete a daganatokat (39. abra C és D ). Egyik

vizsgalt hepatocellularis carcinoma esetében skttuak claudin-4 pozitivitast.
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39. abra A jol differencialt (A) és a rosszul differencialt (B) biliaris carcinomaban egyarant erés, membrandézus claudin-4 festédést
detektaltunk. A képbetétek a hematoxilin-eosin festett tumorok reprezentativ teriileteit mutatjak (C), (D): Konfokalis lézer
mikroszképiaval detektalt claudin-4 (z6ld) és laminin (voros) kettds fluoreszcens immunhisztokémiai reakcié fagyasztott
metszeten. (C): Erds claudin-4 reakcié egy magasan differencialt (low grade) epelti carcinoma mirigyes strukturaiban. A laminin
festGdés jol mutatja a glandularis szerkezet hatarait. D) Egy szolid névekedési mintazatu, alacsonyan differencialt (high grade)

bilidris tumor hamsejtjei a low-grade carcinomahoz hasonléan erés claudin-4 fest6dést mutattak. Képbetétek nagyitasa: 280X;
(A), (B), (C) és (D): 400X.

A claudin-4 fehérje expresszio (~22 kDa) detektaladsNVestern blot analizissel

A claudin-4 fehérje expresszié immunhisztokémidzgiott eredményének megsitésére Western
Blot analizist végeztiink (40. abra). Kizardlagegeuti tumorokban 22 000 Dalton malsulylgser
immunreaktiv savot kaptunk a claudin-4 elleni astitel. Claudin-4 fehérje nem volt kimutathaté a

hepatocellularis carcinomékban és a normal majanabra).
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40. abra A Western immunoblot analizis eredményének abrazolasa reprezentativ mintakon: A claudin-4 pozitivitas kizarélag az
epeuti tumorokban jelenik meg (nyilhegyek: 2,5 és 7 savok). A molekulasuly markerek (kDa) fel vannak tiintetve. Az 1 és 4 savok
hepatocellularis carcinoma mintak, mig a 3 és 6 sav mintai tumor koriili tumormentes majszévetek; a 8 sav normal majszovet.
NK—negativ kontroll normal majszévetbdl

Claudin-4 mRNS expresszio vizsgéalata
A claudin-4 mRNS szint relativ expresszijanak reéré a béta-actint hasznéltuk referencia

génként. A real-time RT-PCR reakcioval a claudinrdRNS expresszidé szignifikansan

magasabbnak bizponyult az epeuti tumorokban a beglailaris carcinoma csoporthoz (48-szoros
emelkedés, £0,001 és a normal majhoz (95-sz6rds emelked®s0p1) képest (41. abra). A HCC

csoport és a normal m4j kozott a claudin-4 mRNSresgzioban nem mutatkozott szignifikans
kilonbség.
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41. abra A claudin-4 mRNS expresszio detektalasa real-time RT-PCR-el és a vizsgalt csoportok egymashoz viszonyitott
expresszidjanak aranyanak (fold change) abrazolasa. A vizsgalt csoportok: epetti tumorok (CC), hepatocellularis carcinoma (HCC)
és normal maj (NL). A claudin- 4 mRNS expresszié szignifikinsan magasabb az epeuti tumorokban a HCC-hez és a normal majhoz

viszonyitva. Az Gsszehasonlitott csoportok parjaiban a masodik, aldhuzott csoporthoz viszonyitjuk az els6 csoportban talalt
expressziot. A csillagok a szignifikans (p:< 0,05) kiilonbségeket jelolik.

NL -~ HCCNL

O
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12. tablazat Immunhisztokémiai markerek 6sszehasonlitasa.

Immunhisztokémiai markerek osszehasonlitasa

n CLDN4 CK7 CK 19 CK 20 HSA

Cholangiocarcinoma

Epeholyag 23 100% (23/23) 96% (22/23) 87% (20/23) 30% (7/23) 9% (2/23)

Ductus choledochus 13 100% (13/13) 100% (13/13) 859% (11/13) 31% (4/13) 15% (2/13)2

Ductus hepaticus 10 100% (10/10) 909% (9/10) 809% (8/10) 30% (3/10) 0% (0/10)

Intrahepatikus ductus 7 100% (7/7) 71% (5/7) 71% (5/7) 0% (0/7) 0% (0/7)

Minta dsszesen 53 1009% (53/53) 9296 (49/53) 839 (44/53) 26% (14/53) 8946 (4/53)
Hepatocellularis carcinoma 50 0% (0/50) 349% (17/50)2 0% (0/50) 490 (2/50) 86% (43/50)

2 fokalis

CK - citokeratin
HSA — hepatocyta specifikus antigén

IV.1.4. Claudin és tricellulin expresszié hepato-ancreato-biliaris

daganatokban

IV.1.4.1. Claudin expresszié endocrin és exocrin pareasban
Célkitizésunkvolt a claudin expressziés mintazat feltérképezgsgormal exocrin €s endocrin
pancreasban valamint az exocrin €s endocrin car@hkban, ezaltal feltarva a claudin expresszios

profil hisztogenezis specifikus vonasait és a datippusokat jellemz kiildnbségeket.

Normal pancreas claudin fehérje expresszidja

A vizsgalt claudinok a claudin-2 kivételével linsarmembranosus expresziét mutattak. A
claudin-2 IHK reakci6é citoplazmatikus granulariszfiivitast adott. Amig a claudin-1 mind az
acinusokban, mind a ductalis hamsejtekben kimutéthalt, addig a az endocrin sejtek negativak
voltak (42. abra a, b). A claudin-2 csak a ductbsokvolt detektalhato. (42. abra c, d). A claudin-3
fehérje a pancreas minden hamelemében expressttakcinusokban, ductusokban és az endocrin
sejtekben. (42. &bra e,f).
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42, abra CLDN-1, -2 és -3 expresszié normal pancreas ductusokban, acinusokban és az endocrin Langerhans szigetekben; a, b:
claudin-1, c, d: claudin-2, e, f: claudin-3. (600X) csillag: acinus, nyilhegy: endocrin sejtek, nyil: ductus sejtek. A ductusok claudin-1,
-2 és -3, az acinusok CLDN-1 és -3 pozitivitast, mig az endocrin sejtek csupan CLDN-3 pozitivitast mutattak.

A claudin-4 az acinusokban és a ductusokban egyaeiektalhato volt, de a Langerhans
szigetek negativnak bizonyultak (43. abra a,b).|dudin-7 fehérje a claudin-3-hoz hasonldéan az
acinaris, ductalis és endocrin sejtes kimutathadti \HK-val. (43. &bra c, d). A ductusok
sejtkapcsol6 strukturai tehat claudin-1, -2, -3,ég1-7 fehérjét expresszalnak, mig az endocrin
sejtekben csak claudin-3 és -7 mutathaté ki. An&e sejtek a ductusokhoz hasonlé expressziot
mutatnak, de a claudin-1, -3, -4, és -7 pozitivitédlett claudin-2 nem mutathat6 ki (13. tablazat).
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13. tablazat Claudin expresszids mintazat normal pancreasban.

Claudin altipus Acinus sejtek Ductus sejtek Endocn sejtek
CLDN-1 pozitiv pozitiv negativ
CLDN-2 negativ pozitiv negativ
CLDN-3 pozitiv pozitiv pozitiv
CLDN-4 pozitiv pozitiv negativ
CLDN-7 pozitiv pozitiv pozitiv
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43, dbra Normal ductusok, acinusok és Langerhans szigetek claudin-4 és claudin-7 fehérje expresszidja; a, b: CLDN-4, c, d: CLDN-
7. (600X) csillag: acinus, nyilhegy: endocrin sejtek, nyil: ductus sejtek. A CLDN-4 és -7 fehérje a ductusokban és acinusokban is
pozitivitast ad, azonban a Langerhans sziget sejtjei CLDN-4 negativak és CLDN-7 pozitivak.

Exocrin ductalis carcinomak és endocrin daganatok igsgalata

modszerrel

immunhisztokémiai

Az adenocarcinomak claudin expresszidja intratufigazia nem mutatott nagy mértek

eltéréseket. Kifejezett, membranosus, difflz clatdi(44. dbra a) és -4 (45. 4bra a) pozitivitast

detektaltunk az 6sszes vizsgalt adenocarcinomédbafaudin-2 a tumorok 45%-aban (9/20) adott

granularis, citoplazmatikus pozitivitas (44. abyaA claudin-3 ellenes antitest egyik tumorban sem

adott reakciét (44. abra e). Claudin-7 minden adarmnomaban pozitiv reakciét adott, de ez

focalis és valtozd mértékvolt. pozitivithst kaptunk a reakcié soran (45r&éls). A legefsebb
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fehérje expressziét a CLDN-4 mutatta. Az expresamidtéke nem mutatott szignifikans eltérést az
elté differencialtsagu Grade |, Il és lll-as tumorokzkii.

Az endocrin daganatokban a claudinok expresszi@a eaocrin tumorokhoz hasonloan
intratumoralisan homogénnek bizonyult. Claudin-2ipatast mindossze egy esetben (1/20 — 5%)
taldltunk (44. &bra d). A CLDN-3 (44. &bra f) és(4b. abra d) IHK reakci6 minden vizsgalt
endocrin daganatban ésr pozitivitast adott. Az exocrin tumorokkal szembam endocrin
daganatokban claudin-1 (44. abra b) és claudin® @bra b) pozitivitast egyik tumorban sem
talaltunk. A claudin expresszidban a benignus, mytalan természétés malignus daganatok
kozo6tt nem taléltunk szignifikans eltérést.
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44, abra Exocrin adenocarcinomak és endocrin daganatok vizsgalata soran kapott CLDN-1, -2 és -3 expresszios mintazat. a-c, e-f:
600X, d: 1000X. Az exocrin daganatokban CLDN-1 (a) és -2 (c) pozitivitas lathaté, a CLDN-3 (e) reakcié negativ. Az endocrin
tumorok mindegyike CLDN-1 (b) negativ, a CLDN-2 a daganatok csupan 5%-aban pozitiv (d), mig CLDN-3 (f) reakcié a tumorok
100%-aban mutatott pozitivitast.
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45, abra Exocrin adenocarcinomak és endocrin daganatok CLDN-3 és -7 expressziés mintazata (a-c): 600X. Az adenocarcinomak
CLDN-4 (a) és CLDN-7 (c) reakcidval pozitivak, mig az endocrin tumorok CLDN-4 (b) ellenes immunhisztokémiai reakcié soran
negativitast mutatnak, viszont a CLDN-7 (d) reakcié pozitiv.

Az exocrin és endocrin daganatokban a claudin-1,-32 -4 és -7 immunhisztokémia
kiértékelésének eredményét és az egyes esetek zidsfis46. abra mutatja be. Az exocrin és
endocrin tumorok expressziés profiljdban a legpeliébb eltérések tehat a CLDN-1, -3 és -4
fehérjék esetében voltak megfigyeleit, melyek differencialdiagnosztikai értékkel birrek. Az
exocrin ductalis pancreas carcinomakoteljes claudin-1 és claudin-4 immunhisztokémiai
pozitivitast mutatnak és negativak claudin-3-rag mz endocrin daganatok claudin-3 fehérje
expresszidja ételjes, de nem detektalhaté bennik claudin-1 ésdaodad. Az endocrin tumorok a

CLDN-7 fehérjét jelertisen eésebb mértékben termelik az exocrin tumorokhoz Kepes
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46. abra Immunhisztokémiai reakciok soran kapott CLDN expressziét mutaté értékek az exocrin és endocrin pancreas
tumorokban. Egyenes vonal mutatja a k6zépértéket.

Az exocrin és endocrin tumorok vizsgélatakor azesggsoportokban detektalt claudin
fehérje expresszio kiértékelésekor kapott értekdkann-Whitney U teszt alapjan vetettik 6ssze
(47. abra, 14. tablazat). Az endocrin carcinomakbanumorsejtek szignifikhnsan magasabb
meértékben mutatnak CLDN-3 és -7 pozitivitast, narductalis exocrin carcinomak daganatsejtjei,
azonban az adenocarcinomakban szignifikAnsan naggoBLDN-1, -2, és -4 fehérje expresszio
pozitivitdsa. A legnagyobb szignifikancigju (<0,a)@ltérést a CLDN-1, -3 és -4 esetében lattuk, a
claudin-1 és -4 fehérjét az endocrin tumorok, midaadin-3-t az exocrin tumorok egyaltalan nem

expresszaljak.
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14. tablazat Exocrin adenocarcinomakon és endocrin pancreas tumorokon végzett immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ
analizise

Claudin altipus Exocrin Endocrin p értéek
CLDN-1 3,8+0,3 0,0+£0,0 <0,0001*
CLDN-2 1,3+04 0,2+0,2 0,0268*
CLDN-3 0,0+0,0 3,3+0,3 <0,0001*
CLDN-4 3,9+04 0,0+0,0 <0,0001*
CLDN-7 26+04 49+0,1 0,0003*
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47. abra Exocrin adenocarcinomékon és endocrin pancreas tumorokon végzett immunhisztokémiai reakciék szemikvantitativ
analizise. A megadott értékek a claudin expresszié kézépértékét standard hibat (mean * S.E.) jelélik. CLDN: claudin; p:
szignifikancia, *: szignifikans eltérés.
Az exocrin daganatok szignifikAnsan magasabb migeteékermelik a CLDN-1, -2 és -4 fehérjéket,
ellenben az endocrin tumorokban szignifikAnsan oblgya CLDN-3 és -7 fehérje expresszio
lathato.
A claudin-1, -2, -3, -4 és -7 mMRNS expresszi6 endoc daganatokban és exocrin
adenocarcinoméakban

A ductalis adenocarcinomakés endocrin tumorok csoportjainak reprezentatiatémak
MRNS expresszios analizise a vizsgalt csoportokotkbaz immunhisztokémiai reakcidk
eredményeihez hasonlo kilonbségeket tart fel. Adreenyeket a 48. abra mutatja be. Az elvégzett
RT-PCR vizsgalat azt mutatta, hogy a claudin-1¢s24 mRNS expresszidja a pancreas ductalis
carcinomakban magasabb volt az endocrin tumorokiépest: CLDN-1: 2,28-szoros kilénbség,
CLDN-2: 6,398-szeres kulonbség, CLDN-4: 2,796-szd@lonbség). Tehat a vizsgalt claudinok
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MRNS expresszidja alapwen az immunhisztokémiai reakciék eredményeivel rggegs® iranyu
kilénbségeket mutatott, de ezek nem bizonyultakgnikans eltéréseknek. Tehat az
immunreakciékhoz hasonléan magasabb, de nem skiymsf CLDN-3 (2,75-szeres) és -7 (3,678-

szeres) MRNS expressziot detektaltunk az endagmoitokban az exocrin daganatokhoz képest.

endocrin -exocrin

3,678
4 2,75

GLDN-{1 GLDN-{2 CLDN-3 CLDN14 CLDN-7

-2,28
4 | -2,796

-6,398

Claudin | CLDN-1 | CLDN-2 |CLDN-3 |CLDN-4 |CLDN-7
altipus
p érték | 0,158ns | 0,116ns | 0,343ns | 0,107ns 0,7ns

48. abra Claudin expresszid kimutatasa RT-PCR vizsgalattal exocrin és endocrin daganatokban. A feltiintetett értékek megadjak,
hogy az exocrin tumorokhoz képest az endocrin tumorok hanyszor nagyobb CLDN expressziot mutatnak (ns: nem szignifikans
eltérés).

IV.1.4.2. Tricellulin expresszi6o detektaldsa immurftioreszcenciaval normal
hasnyalmirigyben és majban, valamint HCC-ben, ICCChen és pancreas

ductalis carcinomaban.

Osszességében céliiztik ki az Gjonnan felfedezett tricellulin expreggmak a vizsgalatat a
hepatobilidris rendszerben és panceasban. Kérdésilhkhogy expresszalddik-e a tricellulin a
normal pancreasban és majban, valamint talalhdtdl@nbség az expresszio mértékében vagy
lokalizaciojadban a majsejtek és az epeutak koz@iamint a pancreasban a ductalis, acinaris,
illetve endokrin struktirdkban? Kimutathaté-e tidén a cirrhotikus, nem daganatos
majszovetben, a primer (hepatocellularis carcin@naholangiocarcinoma) majdaganatokban és a
pancreas ductalis adenocarcinomaban? Van-e exgresigonbség a kilénbézlifferencialtsagu
hepatocellularis carcinoméak, cholangiocarcinomak aspancreas ductalis adenocarcinomak
tricellulin expresszidjaban, és van-e az expressziontazatnak prognosztikus vagy prediktiv

jelentbsége
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A normdl hasnyalmirigybem tricellulin nevének megfelé@n a ductus- és acinussejtek apikalis
polusadhoz kozeli tricellularis taladlkozasi pontokbaontszdien volt detektalhaté (49. abra, A),
mig a bicellularis talalkozépontokon linearis mearipozitivitas volt észlelhét(49. abra, B és C).
Az endokrin pancreas negativ volt (49. abra, E)okalizacié kimutatasakor a tricellulin (vorés
szin) és occludin (z6ld fluorescencia) ksttjelolés soran a két fehérje membranosus ko-
lokalizaciojat talaltuk a ductus- és acinussejtghikais membranjaban (49. abra, B és C) a

pontszeiien megjeleé sarga szin jelzi.

30 um 10 um 10 um
—t

=y

30 um

49. abra Immunfluoreszcens eredményeink normal pancreasban. A, Tricellulin (TRIC) expresszié az acinussejtek luminalis részén
(z6ld nyilak; 630x; scale bar: 30 um); B-C, TRIC (piros) és occludin (z6ld) kolokalizacioban (sarga) normal pancreas
acinussejtjeinek apikalis felszinén (zold és piros nyilak; 1200x; scale bar: 10 um); D, Az anti-TRIC (piros) és anti-kollagén IV (z61d)
antitestek is megerdsitik a TRIC apikalis elhelyezkedését (630x; inset, 1000x; scale bar: 30 um); E, Anti-TRIC (piros) és anti-
synaptophysin (zold) kettGs jelolés alapjan a Langerhans-szigetek teriiletén nem észlelhet6 ko-lokalizacio (L; 400x; scale bar: 30
um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology. 2012
May;60(6B):E76-86.

A normal méjszovetbea tricellulin heterogén expressziét mutatott. Aej@zéen gyenge
immunpozitivitds mellett mintaink egy részében jafetten efs reakcid volt lathatd. A majban
mind a hepatocytak, mind pedig az epeuti hamségigketén a tricellularis talalkozasi pontokban
erds, pontszdr tricellulin festdést talaltunk az immunfluorescens kimutatas sqgh abra,
nyilhegy), mig a pancreas exocrin mirigyekhez édudiokhoz hasonldéan a két sejt kdzott kialakult
junkcioknak megfelélen linearis membranpozitivitas mutatkozott. A HCCak méjsejtekhez
hasonloan TRIC pozitivitast mutattak. (51. abragtiss immunfluoreszcens vizsgalataink soran a
normal majban tricellulin-CLDN-1 (52. abra A, B, €} tricellulin-MRP2 (52. abra D, E, F) ko-
lokalizacio, mely megésitette a tricellulin lokalizaciojat mind a hepattikban, mind pedig az

epeuti hamban.
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50. abra Tricellulin immunfluoreszcencia normal majban. A tricellulin harom sejt taldlkozasi pontjanal pontszerii
membranpozitivitast ad (nyilhegy), mig két hepatocyta 6sszefekvé felszinén linearisan membranreakcio figyelheté meg (630x)
Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas.
Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

A B

51. abra Tricellulin immunfluoreszcencia HCC-ben (A, 630x) és FLC-ben (B, 1200x). Bicellularisan linearis, harom sejt kozott
pontszeri lokalizacié. Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular
carcinoma. Virchows Arch. 2011 Jun;458(6):679-88.
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52. abra Tricellulin ko-lokalizacié CLDN-1, CLDN-4, és MRP2 fehérjékkel normal human majszévetben, HCC-ben és iCCC-ben. CTL:
kontroll maj; Cl1: claudin-1; Cl4: claudin-4; MRP2: multidrug resistance protein 2; TRIC: tricellulin. A nagyitdas mértéke: 630 X.
Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas.
Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

A normal majban a tricellulin jellenézn harom sejt taladlkozasi pontjadban (nyilhegygkigihato
(52. dbra A és D), azonban a bicellularis junkoglk megfel@len linearis pozitivitds is
megfigyelhed (52. &bra A, D). A CLDN-1 fehérjével a tricellulmind az ép mgjban (52. abra A-
C), mind pedig HCC-ben (52. abra G-l) egyuttes lgdrkedést, am az MRP2 fehérjével a ko-
lokalizacié csak normal majban lathat6é (D-F; 630%3).E. panelben 'L’-jel6lés az & aspecifikus
autofluoreszcenciat jelzi (D-F; 630x). A tricellnliaz iCCC-ben ko-lokalizaciét mutat a CLDN-4
fehérjével (52. abra J-L).
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Hepatocellularis carcinoméakbaa tricellulinnak a CLDN-1-el val6é ko-lokalizacidjazonositottuk
(52. abra G, H, I), mig amtrahepaticus cholangiocarcinomakbam TRIC a ductalis iCCC-t
jellemzs CLDN-4-el mutatott egyittes jelédést (52. abra J, K, L).

IV.1.4.3. Tricellulin fehérje expresszioé detektalda immunhisztokémiaval normal
majban és pancreasban, valamint HCC-ben, iCCC-bensépancreas ductalis

carcinomaban
A normal majbanaz immunfluoreszcens vizsgalatok eredményeihez nh@so heterogen
tricellulin-pozitivitds mutatkozott: egyes terllkém gyengébb, masutt kifejezettebb desis
latszott. A tricellularis junkcidknak megfeteln pontszdr, mig a bicellularis sejtkapcsold
struktardk mentén linearis membran pozitivitas \dstektalhatd a majsejtekben, a kisebb epeutak
hamsejtjeiben és a nagyobb epevezetékekben egyagardtora).

A ; v . B

[

BD

-

53. abra Tricellulin expresszi6 normal majszévetben. A tricellulin a hepatocytak mellett az els6dleges epeutak (A) mellett, a
nagyobb epeutak (B) luminaris felszinén is azonosithatd S: sinusoid; BD: epevezeték. Somoracz A, Korompay A, Térzsok P et al.
Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

A makro- és mikronodularisirrhotikus majszovetricellulin-expresszios mintazata hasonlonak
bizonyult a normal majszovethez. A pseudonoduluspéirenchymajaban pontsieés linearis
reakcio is detektlahatd volt. A kis- és kodzepes eafiéepeutakban tulnyomoérészt pontszer
tricellulin festdés volt lathatd. A fibrosis sulyossdga nem mutadsiszefliggést a tricellulin
festbdés mertékeével.

Az immunhisztokémiai reakciok normal exocrin pancreasbgpozitivak voltak mind az
acinussejtekben, mind pedig a kisebb ductulusoldsaa nagyobb ductusokban is (54. abra, B-C).
A membranosus fehérje expresszid ezen hamsejtelb&mmindlis polusnél volt detektalhatd
intenziv, pontszé&r membranpozitivitas formajaban, déeh a tricellularis junkcidknak
megfeleben. Emellett gyengébb, linearis féd¢s is lathatd volt a két sejt kdzotti, bicellusari
junkciokat alkot6é terlleteken. Aendocrin pancreasnem mutatott tricellulin-pozitivitast (54.
abra, D).

81



54. abra Tricellulin kimutatasa IHK-val normal pancreasban. A, Human pancreas exocrin és endocrin teriiletei (200x;
méretjeldlés: 50 um) A nyilak ezen teriiletek nagyobb nagyitasi képeire mutatnak. B, Er6s pontszer{i és mérsékelt linearis
membranpozitivitds a ductus hamsejtek apikalis polusan (600x; méretjelolés: 20 um; képbetét: 1000x); C, Intenziv festGdés
lathaté az acinussejtek lumindlis pélusan (600x; méretjelélés: 20 pm); D, A Langerhans-szigetek (L) TRIC-negativak (600x;
méretjeldlés: 20 um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas.
Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

A tricellulin IHK reakcié a vizsgalhepatocelluléris carcinomakban (HC@en heterogén volt.
Egyes HCC-k tricellulin-negativnak mutatkoztak, migas tumorokban ezen fehérje kifejezett
termebdését észleltik. A jol és kbzepesen differenci&l-k pszeudoglandularis strukturaiban a
normal epeuti hamhoz hasonlé tricellulin expressnmntazatot figyeltiink meg, azaz a tumorsejtek
apikdlis polusdhoz kozel, hdrom sejt talalkozasgmdtszet (55. 4bra, A), mig a bicellularis
kapcsolodasnak megfeben linearis membranpozitivitas (55. abra, B) véthatd. A dezorientélt
sturuktdrat mutato, trabekulakat és/vagy sejtféezkalkotd daganatsejtek kdzott linearis dess
volt lathat6. Egyes rosszul differencialt, grades B#CC-ben kifejezett, 88 immunpozitivitast

tapasztaltunk (55. abra, C).
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Grade 2

55. abra Tricellulin expresszi6 detektdlasa immunhisztokémiaval HCC-ben. A jol differencidlt HCC-k pszeudoglandularis
strukturajaban a normal epetti hamhoz hasonlé tricellulin expresszio lathaté (A). A trabekularis szerkezetii HCC-kben linearis és
pontszerl immunpozitivitast észleltiink. (B). Egyes dedifferencialt HCC-k erds tricellulin-expressziét mutattak (C). A kiilonb6z6
grade-el rendelkezé HCC-k (D, E, F), HE festés. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic
significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

Erdekes modon a vizsgalt HCC-k kozul hat esetbeéaganatsejtek kicsiny frakciojaban (1-
2%) a membrandzus immunreakciok mellett magi patés is kimutathatdé volt. (56. abra).
Ezekben az HCC esetek kozill 5-ben a nuklearislitiicepozitivitas mellett a HCC-kben csak

igen gyenge membrandzus fits volt lathato (56. abra).
R s 2R "

56. abra Magi tricellulin-pozitivitas HCC-ban. A magi TRIC pozitivitds a hepatocellularis tumorsejtek 1-2%-aban volt lathato.
Emellett ezen esetekben jellemzéen csak igen gyenge membranpozitivitas volt észlelheté. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et
al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

83



dc_1040_15

Az intrahepatikus cholangiocarcinomakban (iICGCJaganatok grade-jének ndvekedésével,
azaz a tumorok dedifferencidlodasaval parhuzamosarricellulin fehérje expressziéjanak
egyértelnti csokkenését észleltilk. A grade 3-s daganatok gyéesfidést mutattak, mig a jol
differenciélt tumorok mirigyes szerkederészében a normél epeutakhoz hasonlo, poritszer
tricellulin (57. abra, G) immunpozitivitast tapaamink. A CCC-k mirigyeket nem kéfzipusaiban
csak igen gyenge TRIC féstést, vagy a fehérje hianyat észleltik (57. abra, |

Grade 2 Grade 3

iccc

YIS S

57. abra Tricellulin expresszié iCCC-ben. A jol differencialt cholangiocarcinomakban diffiz, er6s immunpotizivitas lathato (G). A
grade 2-s tumorok esetében a tricellulin expresszié csokkent volt (H), mig a rosszul differencidlt grade 3-s tumorokban
minimalis TRIC festGdés, vagy a fehérje hianya volt (I) lathaté. A kiilonb6z6 gradusu iCCC-k HE-festett metszetei (J, K, L).
Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas.
Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

A fibrolamellaris hepatocellularis carcinomakbanl(€) a klasszikus HCC-csoporthoz hasonldéan
az acinaris struktarakban a tumorsejtek apikdlisluggn lathatd doden lineéris

membranpozitivitas (58. abra).
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58. abra Tricellulin (TRIC) imunhisztokémiai reakcié FLC-ben. A pseudoglandularis, acinaris szerkezetnek megfelelGen, illetve a
tumorsejtek mentén pontszerii pozitiv reakcid lathato (600x, képbetét: 1200x). Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al.
Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma. Virchows Arch. 2011, 458(6):679-88.

Az FLC-k vizsgalata sordn munkacsoportunk a vizsdgds szamua normal, kontroll
majminta elemzése kapcsan azt talalta, hogy a nonajaoz képest mind a cholangiocarcinomak,
és a HCC-k, mind pedig az FLC-k szignifikansan &edk TRIC fesidést mutatnak. Emellett
konvencionalis HCC-k a TRIC-fehérje szignifikAnsaagasabb expresszidjat mutattak az iCCC
csoporthoz képest (59. abra). A nagyobb esetszaewndgzett vizsgalatok (Somoracz,2014)
eredményét tekintjuk mérvadonak, mivel a kisebbtsesen (Patonai,2011) eredményeinek

statisztikai megbizhatésaga kisebb.

TRICELLULIN
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59. abra FLC, konvencionalis HCC, CCC és normal majszévet immunhisztokaémiaval detektalt TRIC expresszidjanak morfometriai
elemzése. A normal majszovethez képest a tumorokban, igy a fibrolamellaris carcinomaban (FLC), konvencionalis HCC-ben
(cHCC), valamint a cholangiocarcinoma (CCC) csoportban szignifikansan alacsonyabb (* p<0.05, ** p<0.01) TRIC expressziot
észleltiink.Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma.
Virchows Arch. 2011;458(6):679-88.

A joval nagyobb esetszamon elvégzett vizsgalatekirmenyeinek morfometriai kiértékelése nem
mutatott szignifikans kulonbséget a normal majsgdaeirrhotikus maj és a primer majdaganatok
(HCC, iCCQC) tricellulin-expresszidjaban (Somora®4,2) (60. abra). Azonban a HCC-k kozel
felében a normal majszovet tricellulin-expressziajé kétszerese volt mérbietegyes HCC-kben
kifejezetten afs tricellulin fesédést tapasztaltunk. A HCC-k és az iCCC-k vizsg&datan sem a
daganat differencialtsaga, sem a tumor mérete, wabgtegek életkora k6zott nem mutatkozott

statisztikai 0sszefliggés. Az intrahepatikus chataagcinomak elemzése azt mutatta, hogy ezek a
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tumorok a HCC-hez képest szignifikansan csdkkeogltulin expressziot mutatnak. Ellentétben a
hepatocellularis carcinomaval a tricellulin expm8m az ICCC tumorokon belll a pancreas
ductalis carcinomakhoz hasonléan a tumor dediffaédisdgaval is szignifikans 0sszefliggést
mutatott. A rosszul differenciélt grade 3-s tumoricellulin fehérje expresszidja kifejezetten
csokkent a grade 1-s, jél differenciélt tumorokkeépest (p <0,05; 61. &bra).
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60. abra A tricellulin immunhisztokémiai vizsgalatok morfometriai elemzése normal majban, cirrhosisban, HCC-ben és iCCC-ben.
A normal majhoz képest a tobbi vizsgalt csoport tricellulin fehérje expresszidja nem mutatott szignifikans kiilonbségeket,
azonban az iCCC-ben a HCC-hez képest szignifikansan csokkent a TRIC fest6dés mértéke (Mann-Whitney U-teszt). CTL: kontroll
maj; CIR: cirrhosis; HCC: hepatocellularis carcinoma; iCCC: intrahepatikus cholnagiocellularis carcinoma. Somoracz A, Korompay

A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014
Oct;20(4):755-64.
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61. abra Tricellulin immunhisztokémiai reakci6 morfometriai elemzése kiilonb6z6 differencialtsagi hepatocellularis és
intrahepatikus cholangiocarcinomdaban. Az eltéré differencidltsagi HCC-csoportok tricellulin expresszidjaban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget, mig a rosszul differencialt, grade 3-s cholangiocarcinomak a TRIC fehérje szignifikans csokkenését
mutattak a jol differencililt grade 1-s csoport iCCC-ihez képest (Mann-Whitney U-teszt). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et
al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.
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A digitalis morfometriai eredmények alapjan a dagesoportokat a tricellulin expresszié median
ertékéet véve hatarnak a HCC-ket- és a cholangiowarékat a tricellulin magasan expesszalo
Jricellulin-high” és alacsonyan expresszaloé ,ttiaén-low” alcsoportokra osztottuk. A Spearmen-
féle rangkorrelacibban a daganatok differencidisagéretét és a betegek életkorat fliggetlen
tényednek tekintettik. A vizsgalt tumoros betegek tuléléek vizsgalata soran a Kaplan-Meier
elemzés nem mutatott dsszefliggést a tumor difféksiga, mérete, a betegek életkora és a teljes
tulélés kozott. A tricellulin fehérjét magasan eegszald HCC-k esetében azonban a betegek teljes
tulélési ideje szignifikAnsan révidebb volt (p <®)0A Cox-regresszié analizis a 'tricellulin-high’
csoport szignifikAnsan magasabb 3.12 (CIl: 1,35-12x0,01) kockazati aranyat talalta. A
cholangiocarcinomak esetében a tricellulin fehémdagasan expresszalo ‘tricellulin  high'-
csoportjanak tulélését szignifikdnsan hosszabbakituk az alacsonyan expresszalo ‘tricellulin
low’ csoporthoz képest (p <0,05). Az iCCC-k diffecgltsagaval szignifikansan csokken
tricellulin-expresszié szignifikans asszociaciéttaiatt a betegcsoportok egyre rosszabb tuléléssel
is (p <0,05; 62. abra).
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62. abra A HCC és iCCC betegek tulélésének Kaplan-Meier elemzése a differencidltsag és a tricellulin expresszio fliiggvényében. A
HCC-ben a mgas tricellulin expresszié rosszabb progndézissal tarsult (A), mig ezen tumorok differencialtsaga nem mutatott
Osszefliggést a tuléléssel (B). Az intrahepatikus epeuti tumorok (iCCC) esetében a magas tricellulin fehérje expresszié jobb
tuléléssel asszocialt, egyben a jol differencialt, grade 1-s daganatokkal biré betegek - mely tumorok jellemz6en magasabb
tricellulin expressziét mutattak - szignifikansan hosszabb tulélést mutattak (D). (Somoracz,2014)
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A vizsgalt 12 grade 1 differencidltsagancreas ductalis adenocarcinomaban normal
hasnyalmirigy ductus hamsejtjeiben észleltekhez omidan a tricellulin IHK reakcid6 a
daganatsejtek lumindlis pélusan mutatott pontspazitivitast (63. abra, E). A normal pancreas
ductusokhoz képest a ol differencialt ductalis ggans daganatokban jelésén kisebb mérték
linearis immunpozitivitas volt detektalhatd. A vt tumorokban a grade névekedésével, tehat a
daganatok dedifferenciaciéjaval parhuzamosan alluich expressziéjanak kifejezett csokkenését
tapasztaltuk. A morfometriai eredmények statisztiklemzése (64. abra) kimutatta, hogy a
tricellulin termebdése a grade 2-s daganatokban szignifikdns csdgkemétatott mind a normal
pancreas ductusokhoz, mind pedig a grade 1-s tlkhordképest. A rosszul differencialt, grade 3-s
adenocarcinomak hasonléan szignifikdnsan csOkkeRtCTexpressziot mutattak a normal
hasnyalmirigy ductusokhoz és a jol differenciatade 1-s tumorokhoz és a grade 2-s, kdzepesen

kiérett daganatokhoz képest is (63. abra, F).
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63. abra Tricellulin expresszié pancreas ductalis adenocarcinomakban. E,: A jol differencialt, grade 1-s tumorokban a
daganatsejtek tricellularis talalkozasi pontjainak megfeleléen erds, pontszerii fest6dés volt észlelheté (600x; képbetét: 1000x;
méretjelolés: 30 um); F:, A rosszul differencialt, grade 3-s pancreas ductalis adenocarcinomak szignifikansan csékkent tricellulin
reakciot adtak (600x; méretjel6lés: 30 um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic
human pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

A tulélési vizsgalatok soran Kaplan-Meier analizigigeztiink, mely szignifikans 6sszefliggést
mutatott a ductalis adenocarcinomak differenciglisé&s a betegség tuléléese kozott (p=0,02).
Masfebl a tricellulin expresszi6 és a tumor differencgalja kozott tapasztalt szignifikans
0sszefliggések alapjan a vizsgalt fehérje exprgasésa tuléles meértéke kozott indirekt pozitiv

0sszefliggés, korrelacié mutathato ki (65. abra).
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64. abra A tricellulin immunreakciék eredményeinek morfometriai kiértékelése alapjan a pozitivitds megoszlasa a grade 1-s,
grade 2-s és grade 3-s hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomakban valamint normal exocrin pancreasban. Szignifikans korrelacio:
** = p< 0.01. Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology.
2012 May;60(6B):E76-86.

Tualélési arany
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0 1020 30 40 50 60 70 80 90 100.... Grade 2
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65. dbra Hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaban szenvedd betegek tulélésének és a tricellulin fehérje expresszio mértékének
Osszefliggése Kaplan-Meier elemzés alapjan. A daganat differencidltsaga és a tulélési adatok koézott szignifikans negativ
korrelaciot észleltiink (p=0.02). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human
pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

A vizsgalt 15 neuroendocrin hasnyalmirigy daganaifoum modon nem mutatott tricellulin
immunpozitivitast (66. abra). A TRIC negativitasz immunfluoreszcens leletekhez hasonloan -

tehat fliggetlen volt a pancreas endocrin tumorfikr@incialtsaganak mertékét
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66. abra Tricellulin vizsgalata endocrin pancreasdaganatokban. G, A tricellulin fehérje a pancreas endokrin tumoraiban nem
expresszalédik. (600x; méretjelolés: 30 um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic
human pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

A pancreas ritka, acinussejtes daganataiban kd#jgzontszdr immunreakcio volt kimutathaté az
abortiv, mirigyszdt struktirakat képéz daganatsejtek membranjan, a sejtek apikalis pdtusa
(67. &bra).
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67. abra Acinussejtes carcinoma tricellulin expresszidja. Kifejezett IHK pozitivitas a tumor abortiv mirigyeinek acinussejtjeiben, a
luminalis péluson (600x; képbetét: 1000x ; méretjelolés: 30 um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in
normal and neoplastic human pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

IV.1.4.4. Tricellulin fehérje expresszio vizsgalata Western Iot analizissel normal
hasnyalmirigyben és pancreas ductalis adenocarcinagthan
A Western-blot analizis mind aormal hasnyalmirigybenmind pedig apancreas ductalis

adenocarcinomabarkimutatta a tricellulin jelenlétét. A pozitiv jéliése mindkét szévetben
64kDa molsulya fehérjét jelzett (68. abra). A nétnpancreas mintak mindegyike mérsékelt
intenzitasu jelet adott (A), mig a pancreas tumbanka dedifferenciacioval parhuzamosan, tehat a

daganatok grade-jének emelkedésével forditottakkesd jelsavokat észleltiink (B).

A. Normal hasnyalmirigy B. Duktilis adenokarcinéma
g Gl Gl G2 G2 G3 G3
N T C 3 —_ S i A i v
64 KDa=— o A a : e |

75
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68. abra A tricellulin fehérje kimutatasa normal pancreasban és pancreas ductalis adenocarcinomaban Western-blottal. A, A
normal pancreashan mérsékelt intenzitasu savok lathatéak B, A tumorok grade-jének emelkedésével parhuzamosan csokkend
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intenzitasu tricellulin jel6l6dés. Kontroll fehérjeként a GAPDH-t valasztottuk, mely 37 kDa molsulynal, az irodalmi adatoknak
megfeleléen adott pozitiv jel6l6dést, mig a tricellulin 64kDa molsulynal volt kimutathaté. Korompay A, Borka K, Lotz G et al.
Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

A normal mjmintakban a Western blot 60 kDa magisal jelzett specifikus tricellulin fehérjét.
Hasonld méretnéko kDa kdzelében észleltiink az antitest bekdt6dését az Gsszes vizsgélt hepatocellularis
carcinomaban, azonban érdekes médon a mintdk mintegy kétharmadaban egy nagyobb molsulyd, 80 kDa-s
pozitiv jelolédés is lathatd volt. A vizsgalt epelti tumorok egyharmaddban, déntéen a jol differencialt
tumorokban mutattuk ki a tricellulin jelenlétét, ahol a HCC mintdkhoz hasonléan a cholangiocarcinomak
esetében is észlehet6 volt egy nagyobb, 80 kDa koérili mérettel rendelkezé fehérjét jelz6 sav. emellett az

iCCC-kben egy 50 kDa korili specifikus termék is azonosithaté volt (69. abra).

HCC
s1 s2 s3 s4 s5 s6
80 kDa —
60 KD e
iCCC
s1 s2 s3 s4 s5 s6
80 KDa
60 KD2 e
S0 KDa s i
CTL
s1 s2 s3 s4 s5 s6
80 KD e
60 KD2 e

69. abra Western-blot elemzés eredményei normal majban, HCC-ben és iCCC-ben. A HCC mintak mindegyikében kimutathato
volt 60 kDa egy specifikus sav, emellett néhany minta esetében 80 kDa molsulynal is észlelhetd volt jel6l6dés. Az iCCC-kben a
HCC-khez hasonlé eredményeket kaptunk, de ezen tumorokban 50 kDa koriili mérettartomanyban is azonositottunk tricellulin
jel6lédést. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver
carcinomas. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):755-64.

IV.1.4.5. Tricellulin mRNS expresszié detektalasaaal time RT-PCR maodszerrel
normal majban és a maj primer malignus daganataiban valamint normal
pancreasban és pancreas ductalis carcinomaban

A primer majrakokkorében a tricellulin mMRNS-expresszié a normalhoajképest emelkedett volt:
a legmagasabb a konvenciondlis HCC-csoportban,anigLC-ben a TRIC mRNS ternéeles a

HCC-hez képest alacsonyabb volt, de a csoportokti kkidlonbségek nem bizonyultak

szignifikansnak (70. abra).
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70. abra Tricellulin-mRNS relativ expresszidjanak abrazoldasa normal majban és konvencionalis HCC-ben, valamint FLC-ben
kvantitativ valds idejl RT-PCR mddszerrel. FLC: fibrolamellaris carcinoma, cHCC: konvencionalis hepatocellularis carcinoma, NL:
normal maj. Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma.
Virchows Arch. 2011 Jun;458(6):679-88.

A pancreas carcinomak esetében tricellulin-mRNS relativ expresszidjanak meéréseét
kvantitativ valos id€j RT-PCR vizsgalatokkal végeztik. Normal panceradtéyzest a tricellulin
MRNS expresszidja mind a jol differencilt grade-{ps0,0002), mind a koézepesen differencialt
grade-2-s (p=0,0001), mind pedig a rosszul diffeid@h grade-3-s ductalis adenocarcinomakban
(p=0,0002) szignifikansan csokkent volt. A pancreasnorok kulonb6é differencialtsagu
csoportjai k6zott nem volt szignifikans kulonbségieellulin mMRNS expresszioban. Mindazonaltal
a tumor grade noévekedésével egyeértebaokkenés latszott az mRNS teréugsben: a grade-3-s
csoport tumormintai a grade-1-s és a grade-2-sr@agkhoz képest, mig a grade-2-s tumorok a jol
differencialt, grade-1-s adenocarcinomakhoz képesikketd tricellulin mMRNS expressziét
mutattak (71. abra).

 1xx
2 I %% 1
M ]
= 1,5
5 1
1 0.5
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Normal < 4‘ o
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71. abra Tricellulin-mRNS relativ expresszidjanak abrazoldsa normal pancreasban és pancreas ductalis adenocarcinomaban
kvantitativ valds idejii RT-PCR modszerrel. A vizsgalt normal pancreasszovethez képest szignifikansan alacsonyabb tricellulin-
mRNS detektalhaté a kiilonboz6é differencialtsagu duktalis adenocarcinomdkban. J6l lathaté, a daganatok gradusanak
emelkedésével a tricellulin-mRNS expresszidja csokkend tendenciat mutat. Szignifikanciahatar: ** = p < 0.01. Korompay A, Borka
K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology. 2012 May;60(6B):E76-86.

92



dc_1040_15
I\VV.1.5. Claudin és tricellulin expresszié hepatoblstomaban

IV.1.5.1. Claudin expresszi6 vizsgalata human hepatblastoméaban

Altalanos kérdésiink volt, hogy jellemzi-e a TJ ramat a hepatoblastoméak kilonBdtipusait és
mutat-e 6sszefliggést a klinikai paraméterekkel y@dkg) arra kerestiink valaszt, hogy a claudinok
MRNS és fehérje sziftexpressziés mintazata, valamint az Ujonnan feffetietight junction
fehérje, a tricellulin mutatnak-e jellegzetes ket a hepatoblastoma kiloénkb6z
differencialtsagu két epithelialis komponenséberdtalfhaté-e prognosztikus, illetve prediktiv
Osszefliggés az immunhisztokémiai vizsgalatokkabktagredmények és a klinikai adatok kozott,
kulonos tekintettel a tulélésre?

CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje expresszio vizsgtdta a tumormentes, kornye# majban:

A CLDN-1 reakcio linearis membranpozitivitdsa legkifejegblien az epeuti hAmsejtekben volt
detektalhato, a sejtek luminaris poluséssebb expresszidval. A hepatocytak a luminariskédisi)
poluson adtak gyenge membrandzus reakciotCLAN-2 granularis, citoplazmatikus féstése
mind a hepatocytak tébbségében, mind az epefeldsgn kimutathat6 volt. A£LDN-3, CLDN-4
és CLDN-7 IHK reakcidk linearis membranpozitivitasa az epdiamsejtekben mutatkozott,
er6sebb festdéssel a luminaris polusokon. Ezen claudinok a toegtak tobbségén nem volt
kimutathatd. Helyenként igen gyenge expressziopatoeytak a luminaris (apikalis) polusan volt
lathato.

CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje expresszio vizsgtdta hepatoblastoma mintakban
A CLDN-1 és aCLDN-2 fehérjék fokozott expresszioja volt megfigyethet daganat epithelialis

(fetalis’fembryonalis) komponenseiben. A normal ragjbtapasztalthoz hasonldéan az IHK reakcio a
CLDN-1 esetében membrand6zus és linearis, mig a GR@Netében citoplazmatikus és granuléaris
volt. A CLDN-1 a fetalis komponensben & membran6zus IHK reakciot adott, csaknem a
tumorsejtek teljes kertletén, ezaltal ,|épesmézszaintazat alakult ki. (72. abra). Aambryonalis
komponens néhany elszortan, gyenge pozitivitasataigejtdl eltekintve negativ volt. ACLDN-2

a fetalis részben dis citoplazmatikus és granularis feést mutatott, mely jellenden a
pszeudorozettak (acinaris struktlrdk) luminalisik@lps) polusara lokalizalédott (72. abra). Az
embryonals komponens negativ volt, csak elszértan volt éseiélhegyes sejtek gyenge
pozitivitasa. ACLDN-3 expresszio Iényegileg a tumor mindkét komponensélegativ volt, csak
elvétve mutatkozott a fetalis kompartment egyes&is struktaraiban gyenge apikalis pozitivitas.
A CLDN-4 és a CLDN expresszio a tumor mindkét komponensében negaitiv vo
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72. abra A: CLDN-1 IHK reakci6 membrandzus pozitivitas fetalis komponensben. B: CLDN-2 IHK reakcié citoplazmatikus,

granularis expresszidja a fetalis komponensben. A nyil a daganatsejtek altal alkotott pszeudorozettak (acinaris strukturak)
luminalis (apikalis) pdlusat jeloli (A-B: 600x).

A fetalis és embryonalis komponensek claudin falexpressziés mintazatat a 73. abra szemlélteti.
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73. &bra A CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérjék exprszidja a hepatoblastoma fetalis és embryonalis
komponensében. A hepatoblastoma fetalis és embrydisakomponense hematoxilin-eosin (H&E) festéssel zA
embryonalis komponens (A). A CLDN-1 reakcioval (B)a fetalis komponens efs pozitivitAsa mellett az
embryondlis komponens negativ. A granularis és cifdazmatikus CLDN-2 reakcié pzitivitasa (C) a
komponensekben a CLDN-1-hez hasonlé kulénbségeketutat a komponensek kézétt. A CLDN-3 (D), CLDN-4
(E) és CLDN-7 (F) reakciok a hepatoblastoma mindkéepithelidlis komponensében negativak. (A-F: 400xXJ)
fetélis komponens, (e) embryonalis komponens.
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Az immunhisztokémiai vizsgalatokat statisztikai nefgsét Mann-Whitney U teszt segitségével

végeztik, az eredményeket a 15. tablazat mutatja be

15. tablazat A CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 IHK vizsgalatok szemikvantitativ kiértékelése és statisztikai elemzése a hepatoblastoma
fetalis és embryonalis komponensében. Az értékek a claudin expresszié kozépértékét + standard hibat (mean + S.E.) mutatjak.
CLDN: claudin; P: szignifikancia (P<0,05), NS: nem szignifikans (Mann-Whitney U teszt).

Ekmbryonahs Fetalis komponens P
omponens

CLDN-1 0,6 +0,2 42 +04 0,0008
CLDN-2 0,6 +0,2 4,4 +0,3 0,0005
CLDN-3 0,5+0,5 0,604 NS
CLDN-4 0,0+0,0 0,0£0,0 NS
CLDN-7 0,4+04 0,5+0,3 NS

CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 mRNS expresszi6janak vgaata real time RT PCR-el human
hepatoblastoma fetalis €és embryonalis komponenseite

A kivalasztott 6t hepatoblastoma eset paraffinoskkjbibol a fetalis és embryonalis
komponensek szovetét makrodisszekcioval nyertlle&iRNS izolalast kovéen real time RT-
PCR-el vizsgaltuk ezen epithelialis komponenseldiemRNS expressziot. Az mRNS expresszios
ertékek jol korrelaltak az IHK eredményekkel. A QMEL mRNS expresszid szignifikansan
magasabb volt a fetalis komponensben az embrydk@iigponenshez képest (23-szoros valtozas; P
= 0,001). A CLDN-2 esetében szintén a fetalis kongms mutatott magasabb expressziét (8,5-
sz0ros valtozas; P = 0,001). A CLDN-3, -4 és -7 mR&kpresszio (3,5, 2- és 2,2-szeres eltéres)
nem mutatott szignifikans kalonbséget a két kompenk6zott, bar a fetalis komponensben

magasabb mMRNS expresszio volt észlélijéd. abra).
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74. abra A: A real time RT-PCR termékek 2 %-os agardz gélen vizsgalt elektroforézise. A CLDN-1 és CLDN-2 esetében
szignifikansan nagyobb mRNS expresszié lathaté a fetalis komponensben. B: CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 mRNS expresszio fold
change (tobbszoros) kiilonbsége a fetalis komponensben az embryonalishoz képest. (* szignifikans kiilonbség, P<0,05).

Proliferacios (Ki-67, PCNA) és egyéb markerek (HSACK-7, B-CATENIN, EZH-2) vizsgalata
human hepatoblastomaban immunhisztokémiai médszerédel

Claudin, HSA és proliferaciés markerek expressn@diaimmunhisztokémiai vizsgélata:
HSA a fetalis komponensben éer citoplazmatikus pozitivitast mutat, mig az embsis
komponensben nem észlelhgtozitivitas (75. abraB.) A CLDN-1 és -2 fehérjék fokozottan
expresszalodtak a HB-nak mind a fetalis, mind pediggmbryonalis epithelidlis komponenseiben.
A CLDN-1 immunhisztokémiai reakcid6 membrandzus,ediris volt, mely ,lépesmézsiér
megjelenést adott, mig a CLDN-2 esetében citoplékosg granularis, perimembranosus reakciot
tapasztaltunk. A CLDN-1 (75. abra C.) és a CLDNR. @bra D.) reakcidk a hepatoblastoma fetalis
komponensében egyértdlan etsebb fehérje expressziét jeleztek a szOrvanyostipibastol
eltekintve negativ embryonalis komponenshez képkstetalis komponensben claudin-1 és -2
pozitivitas tipusosan a pszeudorozettak luminaliagy mas néven apikalis polusan volt
kimutathato. A CLDN-3 (75. abra E.), -4(75. abrg Es -7 (75. 4bra G.) immunhisztokémiai
reakcio lényegileg mindkét epithelialis szubtipusb®egativ volt. AKi-67 magi pozitivitds az
embryonalis komponensben jéval gyakoribb a fetadimponenshez viszonyitva, és a proliferacios
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marker PCNA (75. abra H.) szintén fokozottabbanresgrzalédott az embryonalis komponensben.
A CK-7 reakcioa tumor mindkét komponensében negativ volt.
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75. abra Claudin, HSA és PCNA immunhisztokémiai reakciék hepatoblastomaban. 8(A), hematoxilin/eosin festés. A HSA (B) és a
CLDN-1 (C) és -2 (D) immunhisztokémiai reakciok pozitvitast mutatnak mind a fetalis, mind az embryonalis sejtekbens. A CLDN-3
(E), -4 (F), és -7 (G) immunhisztokémiai reakciok mindkét altipusban negativnak bizonyultak. (H) PCNA immunhisztokémiai
reakcio (H) (nagyitas: 400X). e: embryonalis ; f, fetalis.
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Az IHK reakcidk statisztikai analizisét a Mann-Wiay U teszt segitségével végeztik el. A fetalis
komponens az embyonalis komponenshez képest airtlhugs claudin-2 fehérjét szignifikansan

magasabb mértékben expresszalta. Az eredményéketablazat és a 76. almzemiélteti.

16. tablazat A HSA, CK-7, PCNA és Ki-67 IHK vizsgalatok szemikvantitativ kiértékelése a hepatoblastoma fetalis és embryonalis
komponensében. A tablazat értékei a HSA, CK-7, PCNA és Ki-67 expresszio kozépértékét + standard hibat (mean + S.E.) mutatjak;
p: szignifikancia (P<0,05), NS: nem szignifikans (Mann-Whitney U teszt) Ki-67 és PCNA a vizsgalat tumorsejtek %-aban szamolva.

Embryonal Fetalis komponens P
komponens
HSA 0.0£0.0 43+0.3 0.0018
CK-7 0.0£0.0 0.0+£0.0 NS
PCNA % 86.8+4.1 67.3+4.7 0.013
Ki-67 % 10.7 £ 2.7 4.1+0.6 0.0312

Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményének grefiabrazolas@r6. abra

|ni Erbryonal Fe’uall
5.
4
B 31
=]
& |
1 4
o | EER ) N\ ' @ ' '
Claudin-1  Jaudin-2 Caudin-3 Jaudind Jaudin-7 HSA K7

76. abra CLDN-1, -2, -3, -4, -7, HSA és CK-7 IHK reakciok szemikvantitativ kiértékelésének abrazolasa a hepatoblastoma fetalis és
embryonalis komponensében a kiértékeléshez hasznalt pontértékek fiiggvényében. A CLDN-1, CLDN-2 és HSA pozitivitas a
hepatoblastoma fetalis komponensében szignifikinsan magasabb, mint az embryonalis komponensben. *: szignifikans eltérés
(P<0,05)

A vizsgalt 14 hepatoblastoma es#tth3-banp-catenin citoplazmatikusiagi festidés kimutathato.
A fetalis 9/14, mig az embryonalis komponensek é#@tben mutattak citoplazmatikoms(gi
pozitivitast (77. abra és 78. abra). A két epitidedi komponens kozo6tt @catenin pozitivitasban

nem volt szignifikans kilénbség (17. tablazat).
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77. abra B-catenin fehérjeexpresszio a hepatoblastoma fetalis komponensében. Citoplazmatikus és magi reakcié (nyilak)

egyarant lathaté a tumorsejtekben (400x).

78. abra B-catenin fehérjeexpresszié a hepatoblastoma embryonalis komponensében. Magi és citoplazmatikus fest6dés (nyil)

egyarant lathaté a tumorsejtekben (400x).

17. tablazat A B-cateninnel végzett IHK vizsgalatok szemikvantitativ kiértékelése és statisztikai elemzése human hepatoblastoma
fetalis és embryonalis komponensében. Az értékek a B-catenin expresszié kozépértékét + standard hibat (mean * S.E.) mutatjak.

P: szignifikancia (P<0,05), NS: nem szignifikans (Mann-Whitney U teszt).

Embryonalis

Fetalis

B-catenin 63,2+17,2

51,7+13,3

NS

sz

tartalmazé mintaban a makrodisszekalt mintdkbdhlz®@NS szekvenaldsa mind a fetalis mind az
embryonalis komponensben egy-egy esetben mutatssens mutaciot g-catenin génben.
Mindkét szomatikus mutacio a 3. exon 37-es kodamjgjitt létre, ahol aCT-TGT valtds egy

szerin—ciszteincserét eredményez¢n9. abra
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79. dbra A B-catenin mutdcié analizis szekvenogramja. A mutdacié a TCT kodonban citozin guanin cserét eredményezett. A
mutacids poziciot a kék szinti gorbével atfedésben Iévé fekete szinli gorbe megjelenése szemlélteti (nyil).

EZH2 fehérje expresszio vizsgalata immunhisztokémadszerrel ép majban és human
hepatoblastomabarA tumormentes majbaam hepatocytak és az epeutak nem adtak poziticidgak

a vizsgalt mintakban. Ahepatoblastomakvizsgélata soran magi EZH2 pozitivitAs minden
tumormintaban (21 HB) kimutathatd volt, mind az eyomalis, mind a fetalis sejtekbé®0. abra).
Mindkeét altipusban kdzepeservgr illetve nagyon kifejezett fegtést észleltiink. A pozitiv sejtek
szazalékos aranya és a reakcid intenzitdsa egysaamifikhnsan magasabb volt az embryonalis
kompartmentben a fetalis altipushoz képest (p=1,08zonban a normal majhoz képest mindkét
HB szubtipus szignifikAnsan magasabb expresszidatott a kiértékelés soran (p< 0,001), 18.

tablazat,81. abra

"‘
°d

-

Q

80. abra EZH2 immunhisztokémiai reakcié hepatoblastomaban. Mind a fetalis (a), mind az embryonalis (b) sejtek erételjesen
expresszalnak EZH2 fehérjét (600x).
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18. tablazat EZH2 immunreakcié szemikvantitativ kiértékelése. A tablazatban az els6 harom oszlop értékei a Kruskal-Wallis
ANOVA teszttel, mig az utolsé oszlopban a Mann-Whitney U elemzéssel kapott szignifikancia értékeket (p értéket) mutatja. A

szignifikansan eltérd értékeket (p<0.05) vastag kiemelés mutatja. /vs= viszonyitva (versus)/

Fetdlis vs

embryonalis

Fetdlis vs

koérnyezé maj

Embryonalis
vs kérnyez

maj

Tumor vs

koérnyezé maj

EZH2

0,047

<0,001

<0,001

<0,001

A vizsgalt hepatoblastoma esetek EZH2 fehérje esaiéjanak IHC-val végzett
elemzésének grafikus abrazolasat — a kozépértek standard hiba (SEM) megadasaval — a 81.

abra mutatja.

IHC score

IHC score

Tumor Kornyezd

EZH2

Fetilis  Embrionalis Kornyezd maj

n=16

n=9

n=16

81. dbra EZH2 fehérje expresszio vizsgalata a hepatoblastoma esetek fetalis és embryonalis komponenseiben szemikvantitativ
immunhisztokémiai kiértékeléssel: a), a tumormentes, kornyezé majban szignifikansabb alacsonyabb (p< 0.001) pontértékeket
kaptunk. b), Az embryonalis komponens szignifikansan magasabb expressziot (p= 0,047) mutatott a fetalis komponenshez és a
koérnyez6é majhoz (p< 0.001) képest. A kornyez6 majhoz viszonyitva a fetalis komponens is magasabb EZH2 expressziot mutatott

(p <0.001). A * jel6lés a csoportok kozti szignifikans kiilonbséget jelzi.

Az egyik vizsgalt esekevert szubtipusu (embryonalis/fetalis) tudttéte pozitiv EZH2

reakciot mutatot(82. abra, azEZH?2 elleni antitesttel, hasonléan a primer tunoarh
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82. abra EZH2 IHC reakcit; heﬁatoblastoma tudé attétben. Mind a fetalis, mind az emBryona’Iis komponens sejtjei

nagymértékben expresszaljak a fehérjét. A nyil a tiidGszovet alveolusait jelzi (100x).

IV.1.5.2. Tricellulin expresszi6 vizsgalata human épatoblastomaban

Tricellulin expresszio vizsgalata epithelialis hep@blastoméaban

A vizsgélt HB mintakban talnyomoérészt (19/21 ese®mbrandzhus, vagy pontsizeérRIC

expressziot detektaltunk. A tumor korili vizsgéléjezdvet mindegyike (16/16 eset) kulonboz

mértékben, de expresszalta a tricellulint. A jéfediencialt fetalis szubtipusban a tumorsejtelsger

membranosus, kiterjedt reakciét pontszeagy lienaris pozitivitas formajaban. Az embryasal

altipus tumorsejtjeinek pozitivithsa kevésbé valbse és szazalékosan is kevesebb tumorsejt

mutatott rekciot a fetalis kompartmenthez képegt.eMbryondlis tipusu tumorsejteken pontézer

expresszié volt lathatdé, dominaléan a pszeudorékiesin a sejtek apikalis pélusan. A tricellulin

immunhisztokémiai reakciét a hepatoblastoma epihelkomponenseiben a 83. abra/a., /b., /c.

szemlélteti.
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83. abra Tricellulin expressziéja human epithelidlis hepatoblastomaban. A fetalis tipusu sejtek (a) membranosus, erés reakciot
adnak, jellemz&en az apikalis pdlusukon. Az embryonalis szubtipusban (b) pontszerii reakciét latunk, a tumorsejtek jellemzéen
az altaluk alkotott pszeudorozettak apikalis polusan adnak pozitivitast. A két szubtipus 6sszehasonlithaté TRIC expresszidjat a (c)
abra demonstralja. A (d) abran a nyilak altal is jelzett nuklearis TRIC expresszié lathato (600x).

A 21 vizsgalt hepatoblastoma kozil 5 esetben (24063zokott membranozus TRIC
pozitivitds helyett a tumorsejtek kis részében,%243an nuklearis tricellulin reakciot lehetett
megfigyelni. A magi pozitiv esetek kdzul 4 a fedalnig 1 az embryonalis szubtipushoz tartozott.

Ezekben a magi pozitiv sejtekben jelldimz nem volt megfigyelhétmembranosus reakcié. A

TRIC magi lokalizacidja a 83. abra/d abran lathato.

VA

lokalizaciojdnak  pontosabb

A TRIC

fetalis tipusu minta allt rendelkezésre, és ezekhetumorsejtek membranpozitivitast adtak,

jellemzsen az apikalis poélusukon.
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84. abra TRIC immunfluoreszcens képe human hepatoblastoma mintakon. A tumorsejtek k6zo6tt (a, b) jol lathaté SpectrumRed
jeloléssel a tricellulin membrandzus expresszidja. Alexa 568: SpectrumRed (piros); DAPI (kék) magfestés. Eredeti nagyitas 600x.

A tricellulin fehérje expresszid intenzitasa éstdd§ sejtek aranya is szignifikansan
magasabb (p=0,04) volt a hepatoblastoma mintakbamar korili, tumormentes majszdévethez
viszonyitva. A fetalis szubtipusban a tricellulimmunreakcié szemikvantitaiv kiértékelése
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott mind aayg® majhoz (p=0,001), mind pedig az
embryonalis altipushoz (p=0,023) viszonyitva. Azbeyonalis komponens tricellulin pozitivitasa
nem mutatott szignifikhnsan eltérést a tumormentégirnyedd majhoz képest. Az

immunhisztokémiai kiértékelés statisztikai anaézis 19. tablazat mutatja.
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19. tablazat Tricellulin immunreakcié szemikvantitativ kiértékelése. A megadott értékek az els6 harom oszlopban a Kruskal-
Wallis ANOVA teszt, az utolsé oszlopban a Mann-Whitney U teszt kiértékelése soran kapott szignifikancia értékek (p értékek) A

szignifikans értékeket vastag kiemelés mutatja.

Fetdlis versus | Fetalis versus Embryonalis Tumor versus
embryonalis kornyezé maj versus kornyezé mij

kornyezé maj

Tricellulin 0,023 0,001 >1 NS 0,04

A HB és szubtipusainak tricellulin expresszidjatkdzépérték és a standard hiba (SEM)

szemléltetésével a 85. abra mutatja be.

a Tricellulin b Tricellulin

b 6
*
L] 1
* *
) 1
#
4
0 g
5 0
0 0
v 0
)
) S)
I
E — — -
Tumor Koérnyezé Fetdlis ~ Embriondlis Kérnyezé maj
n=16 =9 n=16

85. abra A tricellulin fehérje expresszidjanak vizsgalata a hepatoblastoma fetdlis és embryonalis altipusaiban a hasznalt
szemikvantitativ immunhisztokémiai pontrendszer (IHC score) kiértékelése szerint. a, A tumormentes, kdrnyez6 majban
szignifikansabb alacsonyabb (p< 0,04) tricellulin immunhisztokémiai expressziés pontértéket kaptunk. b, A fetalis
komponensben viszont szignifikansan magasabb értéket (p= 0,023) detektaltunk mind az embryonalis komponenshez, mind
pedig a kdérnyezé majhoz (p= 0,001) képest. Az embryonalis komponens azonban nem kiilonboz6tt szignifikansan a kérnyezé
majtol (p <0,001). A * jeldlés a két csoport kozott talalt szignifikans eltéréseket demonstralja, a k6zépérték és a standard hiba

(SEM) feltiintetésével.
Egy esetben rendelkezésre allt a HB tavoli,6ti#dtétje is, melynek vizsgalata soran a

metastasisban is pozitiv TRIC reakciot taldltu@@6. abrj. Az attétet add eset kevert

embryonalis/fetalis tipustnak bizonyult, és metist@an a primer tumorhoz hasonléan mindkét

komponens tumorsejtjei pozitiv reakciot mutattak.
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86. abra A Tricellulin expressziéja hepatoblastoma tiidé attétjében. A fetalis/embryonalis szubtipusi daganatszévet sejtjei

nagymértékben kifejezik a fehérjét. A daganatszévet mellett az alveolusok is latszddnak (nyil) (200x).

A hepatoblastoma esetek klinikai utankovetése
A vizsgalt mintak 21 beted@b szarmaztak, és vizsgalatunk lezarasaig 5 betd§o)2

halalozott el a HB progresszibja kdvetkeztében.

A tulélési vizsgalatba a 21 betéyld 7 volt bevonhatd, mint egyértelimn beoszthat6 eset,
mivel 9 kevert, embryondlis/fetalis eséltta fetalis komponens aranya 4 esetben magas, @0-50
kozott volt. Ez a négy eset nem Kkerilt bele a é8iéVizsgalatba, mivel nem elddnthetogy
melyik komponens eredményeit kellene figyelembenven kiértékelés soran. Végul 12 tisztan
fetalis, €s 5 dominaléan embryondlisnak tartott iyaralis/fetalis eseten végeztik el a kiértékelést.
A szovettani tipusok szerint nem talaltunk sziddifis kilonbséget a fetalis (n=12) és az
embryonalis/fetalis (n=5) esetek kozo6tt sem a getjdélés (OS), sem pedig az eseménymentes
tulélés (EFS) tekintetében (87. alaa Az atlag teljes tulélés 97.4 hénap (20-209 hnapg az
EFS 76.3 hdnap (11-209 hénap). Recidiva 7 ese@®8%) mig tavoli metasztazis 6 esetben (28%)
mutatkozott.

A Kaplan-Meier analizishez a tricellulin expressgaerint megkulénboztettiink a tricellulint
magasan, azaz a median felett és a TRIC-t alacepnyaaz a median alatt expresszalo
hepatoblastoma eseteket. A TRIC-t alacsonyan espdiiis esetek szignifikansan révidebb OS-t
mutattak a Kaplan-Meier kiértékelésben (log-rardetep=0,034) a tricellulint magasan, a median
folott expresszalo esetekhez viszonyitva (87. @hrd TRIC-t esen termdl atlag teljes tualélés
122,4 honap, mig a TRIC-et alacsonyan expresszdtekben 75.1 honap volt. A magas TRIC
expresszidju csoportban nem tortént halalozaszdeRs tekintetében nem talaltunk szignifikans
kildnbséget a két csoport kdzott (log-rank teszd,pl12). (87. abra).

Az EZH2-t magasan ternteksetekben az OS 87,1 honap, az EFS pedig 64 holtamig
az EZH2-t alacsony expresszaldé csoportban az O% ®&apnak, mig az EFS 94 hdénapnak

mutatkozott. A két csoport kézott nem volt szigd@hs kilonbség (log-rank analizis, p=0,307).
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Fisher-féle exact teszttel vizsgalva a magasabbdiémefeletti) EZH2 értékek és a tavoli

metasztazis jelenléte k6zott kapcsolat volt kimhasd (p= 0,013).
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87. abra A HB-s betegek tulélési analizisének eredményei. a,: Nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a szévettani tipusok és az
OS, EFS kozott. b, c: A TRIC-t magasan kifejezé esetekhez szignifikansan jobb OS tarsult, az EFS tekintetében nem volt kiilonbség.
Komplett esemény: a paciens meghalt vagy recidiva alakult ki. Cenzordlt esemény: a beteg mas okbdl kifolydlag kikerilt a
vizsgalatbol, vagy véget ért az utankovetési idGszak.

Osszességében a hepatoblastomak jobban differefetals komponensében a claudin-1, claudin-

2, valamint a tricellulin expresszidja is szigniditsan magasabb, mint a rosszabbul differencialt
embryondlis komponensben. A rosszabbul differeheid@bryonalis komponens csdkkent claudin-

1, -2 és tricellulin expresszioja magasabb oszidalivitassal tarsul. Ez a jelenségaatenin

magi transzlokaciojaval nem mutatott korrelaciot.
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IV.2. A sejtkapcsolo struktura alkotorészek expresadjanak

vizsgalata urogenitalis tumorokban

IV.2.1. Claudin expresszié high grade és low graddnigyhodlyag
carcinomakban és nem invaziv hugyhdélyag tumorokban

A claudin expresszié immunhisztokémiai és RT-PCR gsgalata normal hagyuti hAmban:A
vizsgalt claudinok urotheliumon bellli expresszibsonlonak bizonyult az irodalomban szeafepl
adatokhoz (Boireau,2007; Nakanishi,2008; Varley®@0® claudin-1 membran-pozitivita$ként
az urothel basalis rétegeiben mutatkozott (88.,a8%ta abra) mig a claudin-2 perimembrandzus-
citoplazmatikus granularis reakciot adott a bagatisbasalis rétegekben (88. abga, abra). A
claudin-3 és -5 gyenge reakciét csupan néhany bantadott a ham félgétegeiben (88. abra3.
abra). Eés claudin-5 expresszio jellemezte az erek end@thelhogy mas vizsgalatainkban is és
ezt bel$ pozitiv kontrollként hasznaltuk a vizsgalataink&oClaudin-4 és -7 membran-pozitivitas
jellemzien az urothel fetsrétegeiben volt kimutathatd, basalis iranyban ksiék intenzitdssal (91.
abra,92. 4bra, 89. abra). Néhany esetben azonban a cldysbazitivitds a ham egész terjedelmében
kimutathato volt. A claudin-10 nem volt detektatnat mintadkban (88. abra). Mind a normal, mind
a gyulladas altal érintett hamban elszort Ki-67 ifparast észleltink ¢3. abra, 89. abra). A
gyulladasos mintak szignifikhnsan magasabb cla@dimorfometria: p=0,0007; scoring analizis:
p=0,034) és claudin-4 (morfometria: p=0,039; sap@nalizis: p=0,014) fehérje valamint claudin-7
(p=0,047) mMRNS expressziot mutattak a nem gyulleslasintdkhoz viszonyitva (20. tablazat, 21.
tablazat).
Claudin expresszio fehérje és mRNS expresszidjanakzsgalata low és high grade hagyhdlyag
tumorokban immunhisztokémiai és RT-PCR vizsgalatokkl: A claudin-1, -2, -4 és -7 expresszi6
a legtdbb esetben kimutathato volt. A claudin-3-®£sak néhany, tébbsegeben jol differencialt
urothel tumorban volt detektalhato, mig a claudintdrmebdés nem volt kimutathaté. A claudin-1,
-2 és -7 expresszi6 hamrétegek szerinti lokalizacaz UCC-ken belll hasonlé volt a normal
hdmban taléltakhoz, mig a claudin-4 diamt a tumor egész terjedelmében megjelent.

A tumoros mintak csokkent claudin-1 (p=0,01) és lggdett claudin-2, -4 és -7 valamint
Ki-67 fehérje, mig emelkedett claudin-1, -2, -42nRNS expressziot mutattak a nem-gyulladasos
kontrollhoz képest (20. tdblazatl. tablazagt

A LG és a HG csoportok dsszehasonlitdsa ugyanaeteadményt adta, akar belevettik a

T2-es stadiumu, izominvaziv tumorokat az analizigheakar kihagytuk az analizi§b(**) (20.

tébléza). A hugyuti daganatok claudin expresszidjat morforaetnddszerekkel elemezve a HG
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tumorok szignifikansan magasabb claudin-4 (p*=0;p8%0,011; 89. &bra) és Ki-67
(p*<0,001;p**<0,001; 89. abra) valamint szignifikean alacsonyabb claudin-1 (p**=0,035) és
claudin-7 (p*=0,025; p**<0,001;) fehérje expresuzinutattak a LG tumorokhoz viszonyitva. Az
IHK reakciok szemikvantitativ kiértékelése hasosedgnifikans kilonbségeket adott (21. tablazat).
Emellett csokkent claudin-1 (p*=0,025; p**=0,01%) émelkedett claudin-2 (p*=0,002; p**=0,009)
és claudin-4 (p*<0,001;p**<0,001) MRNS expresszadéltunk a HG UCC-kben a LG UCC-khez
képest (20. tablazat, 21. tablazat). A HG tumorokdd .G tumorokhoz viszonyitva szignifikansan
magasabb volt azoknak a tumoroknak az aranya, akedy claudin-4-et a tumor egész
terjedelmében expresszaltak, mig a LG tumorok ibk&p normal urothelhez hasonlo
lokalizAcioban, azaz a ham félsétegeiben mutattak claudin-4 fehérje pozitivitéshi® test;
p*<0,001; p**<0,001).

A fluoreszcens IHK vizsgalatokkal az esetek tobbbég a claudin-4 és claudin-7 ko-
lokalizacioja volt megfigyelhét Az immunfluoreszcens analizis is alatdmasztottaH@
tumorokban talalt emelkedett a claudin-4 és csdkkenlaudin-7 expresszioét a LG tumorokhoz
képest (90. abra).
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88. abra Claudin-1, -2, -'3, -5 és -10 expresszié normal urotheliumban, valamint low és hfgh grade UCC-ben. A fényképek azonos
nagyitassal és beallitasokkal késziiltek, lépték: 50um.

- - ‘ | F7R - A
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89. abra Claudin-4, -7 és Ki-67 fehérje expresszié immunhisztokémiai kimutatasa normal hugyhdlyaghamban, valamint low és
high grade hugyhélyagcarcinomaban. A képek azonos nagyitassal és beallitasokkal késziiltek, Iépték: 50um.

A high grade tumorok szignifikhnsan magasabb Kim&gi pozitivitast (p<0,0001), CLDN-4
(p=0,037) és szignifikansan csokkent CLDN-7 (p<0Dehérje termédést mutattak a low grade
tumorokhoz viszonyitva.
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20. tablazat Claudin fehérje, mRNS és Ki-67 fehérje expresszi6 morfometriai kiértékelése és a csoportok Gsszehasonlitasa a
kontroll és daganat mintakban. A T2-es stadiumu, izominvaziv tumorok figyelembevételével (*) vagy kihagyasaval végzett

analizis (**)

NGYK vs GYK [NGYK vs UCC |GYK vs UCC |LG vs HG* LG vs HG**
Claudin-1 IHK |1 (0.386) 1(0.014) 1(0.001) |1(0.078) |1(0.035)
Claudin-2 IHK |1 (0.007) 1(0.489) 1(0.001) [1(0.913) [1(0.337)
Claudin-4 IHK |1 (0.039) 1(0.125) 1(0.082) [1(0.037) [1(0.011)
Claudin-7 IHK |1 (0.791) 1(0.115) 1(0.062) | 1(<0.001) | (0.001)
Claudin-1 mRNS | (0.624) 1(0.101) 1(0.117)  [1(0.025) [1(0.0173
Claudin-2 mRNS| 1 (0.624) 1(0.037) 1(0.727)  [1(0.002) |1 (0.009)
Claudin-4 mRNS| | (0.624) 1(0.092) 1(0.034) |1(<0.001) |1(<0.001)
Claudin-7 mRNS 1 (0.047) t(0.001) 1(0.043) |1(0.720) |:(0.819)
Ki-67 1(0.245) +(0.076) 1(0.196)  |1(<0.001) |1(<0.001)

21. tablazat Claudin fehérje expresszié 6sszehasonlitasa a kontroll és tumoros mintakban szemikvantitativ analizissel.

NGYK vs GYK [NGYK vs UCC |GYK vs UCC|LG vs HG* |LG vs HG**
Claudin-1 IHK |1 (0.337) 1(0.047) 1(0.003) |1(0.914) |1(0.049)
Claudin-2 IHK |1 (0.034) 1(0.279) 1(<0.001) |1(0.810) |1(0.337)
Claudin-4 IHK |1 (0.014) 1(0.075) 1(0.062) [1(0.011) |1(0.042)
Claudin-7 IHK | 1 (0.637) 1(0.373) 1(0.081) |1(0.014) |1 (0.024)

* T2-vel ;** T2 nélkiil;

IHK: immunhisztokémia,NGYK: kontroll minta gyulladas nélkulGYK: gyulladasos kontroll minta; a
szignifikdns eltérések vastagon szedve, alahUzxe versus; Két egymastol flggetlen csoport
0sszehasonlitdsara Mann-Whitney U tesztet hasknélta-T1 vs T2; LG vs HG). A fejlécben a nem
aldhuzott csoportokat viszonyitottuk az aldhuzefiefencia) csoportokhoz.

t a nem aldhdzott vizsgélati csoportok magasablesgpiot mutatnak a referencia csoporthoz képest.

I a nem aldhudzott vizsgélati csoportok alacsonyabpbessziot mutatnak a referencia csoporthoz képest.
() p-értékek;

A gyulladasos mintakban az efisgjtekben is kimutathat6 volt a claudin-2, mig emrgyyulladasos

mintakban altaldban nem lattunk reakciét ezen ln&eaidban.
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90. abra Claudin-4 és -7 immunfluoreszcens IHK low és high grade UCC -ben; a, c., e.: claudin-4, claudin-7 és ko-lokalizaciéja low
grade UCC-ben; b, d., f.: claudin-4, claudin-7 és ko-lokalizaciéja high grade UCC-ben. 600X-s nagyitas.

A PUNLMP-k és a LG-UCC-k kozil egyes tumorokbanlaudin-1 és -4 a tumor egész
terjedelmében pozitivitast mutatott. Az invertaipglomak 73%-ban (11/15) a claudin-1 a daganat
teljes terjedelmében pozitivitast mutatott (90.a3bA claudin-1 és -2 expresszio alacsonyabb volt a
LG-UCC-ben a papillomakhoz, invertalt papillomakhész a PUNLMP-khez képest (90. 4bra. 92.
abra). A claudin-4 és -7 fehérje expresszidban tadaitunk jelends eltérést a vizsgalt csoportok
kozott (91. abra, 92. abra). Emelkedett clauding@essziot egyik tumor sem mutatott (93. abra). A
claudin-1 esetében azonban szignifikAnsan emelkeegpresszio mutatkozott az invertalt
papillomakban a papillomadkhoz, LG-UCC-khez és a BMR-khez viszonyitva, akar

morfometriai, akar szemi-kvantitativ kiértékeléiadmaztunk (22. tablazat, 23. tablazat, 91. abra).
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91. dbra H&E, claudin-1 és -4 fehérje expresszié normal urothelben, valamint UP-ben, IUP-ben és LG-UCC -ben. a., d., g., j., m.
abra: H&E festés: normal urothelium; UP; IUP; PUNLMP; LG-UCC b., e., h., k., n. dbra: Claudin-1 festés: normal urothelium; UP;
IUP; PUNLMP; LG-UCC c., f,, i., |., 0. dbra: Claudin-4 festés: normal urothelium; UP; IUP; PUNLMP; LG-UCC. A claudin-4-et a
median felett (o) és a median alatt (o inzertje) LG-UCC-k. A claudin-1-et a median felett (k) és a median alatt (k inzertje)
PUNLMP-k. UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelidlis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus potencialu papillaris
urothelidlis neoplasia, LG-UCC: low grade urothel sejtes carcinoma. Lépték: 50 um; minden fénykép egységes beallitasokkal
késziilt ( az inzerteket is beleértve).
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92. abra Claudin-2 és -7 expresszié normal urothelben, urothel papillomaban, invertalt papillomaban, PUNLMP-ben és LG-UCC-
ben.
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93. dbra Claudin-3, Ki-67, CK-5/6 és CK-20 expresszié a normal urothelben, papillomaban, invertalt papillomaban, PUNLMP-ben
és LG-UCC-ben.

A claudin-3 fehérje nem, vagy nagyon gyengén exad@édott. Ki-67 magi pozitivitas a normal hamban,
papillomaban és az invertalt papilloméaban kevébeejvolt kimutathatd, altaldban a basalis hAmeddegn,

mig PUNLMP-ben és Ki-67-ben a hdm egész terjededmé&lxpresszalddott. A CK-5/6 a hdm basalis, mig a
CK-20 a ham fels rétegeiben jelent med CK-20 pozitivitas LG-UCC-k esetén az esetek eggzében az
intermedier és basalis rétegekben is megjelentdB&3.
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22. tablazat A caludin immunhisztokémiai reakciok morfometriai kiértékelése. Az egyes csoportok kozoétti fehérje expresszio
osszehasonlitasaval egyiitt az atlag, standard hiba (St.Hiba) és a Kruskal-Wallis test p értékei vannak feltiintetve a 10.
tablazatban (normal, UP, IUP, PUNLMP and LG-UCC). A szignifikans valtozasok (p<0.05) vastagon szedettek és csillaggal (*)
vannak megjelolve. UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus potencialu

dc_1040_15

papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade urothel sejtes carcinoma; vs: versus, viszonyitva.

Krusk_al- Vs Vs
Festég Csoport | Atlag |St.Hiba V:/eagllzlts vs UP 1 vs IUP | b NP | La-Uce
P érték | p érték| p érték| p érték p értek
o Normal 13,45| 1,82 1,000 | 0,040* 1,000 1,000
< |UP 20,21 2,09 0,006* 1,000 1,000
S |IUP 34,95/ 3,74 | 0,001* 0,047* | 0,002*
‘—3 PUNLMP| 22,74| 3,14 1,000
LG-UCC | 18,65| 3,46
~ Normél 0,44 | 0,15 1,000 | 1,000 1,000 1,000
< |UP 1,27 0,29 1,000 1,000 0,057
§ IUP 1,21 0,56 | 0,104 1,000 1,000
‘—3 PUNLMP| 0,81 0,29 1,000
LG-UuCC | 0,33 | 0,08
< Normal 2,56 1,20 1,000 | 1,000 1,000 1,000
< |UP 4,77 0,77 1,000 1,000 1,000
"g IUP 3,92 1,02 0,631 1,000 1,000
% PUNLMP| 4,11 | 0,51 1,000
LG-UCC | 4,03 | 0,66
g Normal 0,284| 0,094 1,000 | 1,000 1,000 0,620
s |UP 0,15 0,06 1,000 1,000 1,000
S |IUP 0,24 | 0,10 | 0,162 1,000 1,000
‘—3 PUNLMP| 0,21 | 0,09 0,720
LG-UuCC | 0,07 | 0,05
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23. tablazat A szemi-kvantitativ (score x intenzitas) vizsgalat eredményei. Az egyes csoportok kozétti fehérje expresszio
osszehasonlitasaval egyiitt az atlag, standard hiba (St.Hiba) és a Kruskal-Wallis test p értékei vannak feltiintetve a 10.
tablazatban (normal, UP, IUP, PUNLMP and LG-UCC). A szignifikans valtozasok (p<0.05) vastagon szedettek és csillaggal (*)
vannak megjel6lve. UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus potencialu
papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade urothel sejtes carcinoma; vs: versus, viszonyitva.

Krusk_al- VS vs LG-
Festés Csoport | Atlag | St.Hiba V:/eeglzlts LR T UL PUNPLM ucc
P érték | p érték| p érték| p érték | p érték
. Normal 6,00 | 1,155 1,000 | 0,047*| 1,000 1,000
< |UP 8,68 0,75 0,039*| 1,000 1,000
"g IUP 11,63 0,97 | 0,002* 0,027* 0,006*
% |PUNLMP| 882 | 0,85 1,000
LG-UuCcC | 7,50 | 0,98
~ Normal 2,4 0,65 1,000 | 1,000 1,000 1,000
< |UP 3,52 0,59 1,000 1,000 1,000
§ IUP 3,36 0,76 | 0,567 1,000 1,000
% PUNLMP| 3,83 0,73 1,000
LG-UCC | 2,79 | 0,52
< Normal 3,00 0,58 1,000 | 1,000 1,000 1,000
s |UP 3,75 0,49 1,000 1,000 1,000
S |IUP 4,27 | 0,73 | 0,459 1,000 1,000
‘—3 PUNLMP| 3,62 0,47 1,000
LG-UCC | 4,89 0,62
- Normal 1,67 0,33 1,000 | 1,000 1,000 0,164
< |UP 0,83 0,26 1,000 1,000 1,000
"g IUP 1,33 0,66 0,096 1,000 1,000
% PUNLMP| 0,59 0,17 0,651
LG-ucC | 0,37 | 0,15

24. tablazat Ki-67 expresszi6 immunhisztokémiai reakcidk kiértékelése. Az egyes csoportok kozotti fehérje expresszid
osszehasonlitasaval egyiitt az atlag, standard hiba (St.Hiba) és a Kruskal-Wallis test p értékei vannak feltiintetve a 10.
tablazatban (normal, UP, IUP, PUNLMP and LG-UCC). A szignifikans valtozasok (p<0.05) vastagon szedettek és csillaggal (*)
vannak megjelolve. UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus potencialu
papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade urothel sejtes carcinoma; vs: versus, viszonyitva.

Kruskal- vs
Festés Csoport | Atlag | St.Hiba Véleagllzlts 9 LIP | LR s AU 2 LG-UCC
p érték | p érték| p értek| p érték p értéek
Normal 2,10 1,05 1,000 | 1,000 0,323 <0,001*
I~ UP 3,27 0,41 1,000 0,038* <0,001*
Q |lIuP 5,37| 1,55 | <0,001* 0,223 <0,001*
< |PUNLMP| 9,27 | 1,87 0,621

LG-UCC |17,88| 2,87
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25. tablazat A CK-5/6 és CK-20 expresszié morfometria analizisének eredményei. Szignifikans valtozasok vastagon vannak szedve
és csillaggal vannak jelolve* UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus
potencialu papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade urothelsejtes carcinoma

Kruskal-
Festés | Csoport |Atlag | St.Hiba Wallis " VS
teszt |vs UP|vs IUP | PUNLMP | LG-ucc
p érték |pérték| p érték | p érték | p érték
CK-5/6 |Normal 1,12 0,30 1,000 1,000 1,000 1,000
UP 1,13| 0,46 1,000 1,000 1,000
IUP 1,10| 0,56 0,608 1,000 1,000
PUNLMP| 2,72| 0,72 1,000
LG-UCC | 2,23 | 1,05
CK-20 |Normal | 1,69| 0,07 0,281 | 0,549 | 0,004 * 1,000
UP 1,72 0,72 1,000 0,712 1,000
IUP 0,31| 0,20 | 0,024 * 1,000 1,000
PUNLMP| 0,47 | 0,37 0,016 *
LG-UCC | 4,34 | 2,09

A CK-5/6 a basalis, mig az irodalmi adatoknak mikegfen a CK-20 pozitivitas megfetan a
felsd rétegekben volt detektalhaté3( abra) (Castillo-Martin,2010; Eiber,200A. kéros CK-20
pozitivitAs a nem csak szuperficialis pozitivitaegjelenésében nyilvanult meg a LG-UCC-k
esetében. A PUNLMP-k szignifikansan csokkent CkeRpressziot mutattak a normal hamhoz és a
LG-UCC-khez képest (23. tablazat, 24. tablazat, tablazat). Mas tekintetben nem talaltunk
szignifikans kilonbséget a csoportok kdzott.

LG-UCC-k szignifikhnsan magasabban mutattak Ki-6dgimpozitivitdst a normal urothelhez, a
papilloméakhoz és az invertalt papillomakhoz viszbrg; valaminta PUNLMP-k az UP-khez képest
(24. tAblazat93. abra; 94. abra).
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94. abra Claudin-1 morfometria eredménye, score x intenzitas és Ki-67 dot-plot abrazolas; a. abra: claudin-1 expresszié dot-plot
abrazolasa, morfometria eredmények alapjan; b. abra: claudin-1 dot-plot dbrazolasa, score x intenzitas alapjan; c. abra: Ki-67
magi pizitivitas dot-plot abrazolasa. Szignifikans eltérések: * (p<0.05).

A morfometria eredménye szignifikansan korreldtzamikvantitativ analizis eredményével

(Spearman féle korrelacio; r=0,75).

A Low grade — High grade hagyhdlyagrakos (UCC) betgek utankdvetése

A LG paciensek kozul egy sem (0/27), mig a HG bekdghzil 19 beteg (19/57) hunyt el
hagyhodlyagrak miatt (p<0,01; Fisher-féle egzaktba)d Ezen 19 eseib17 beteg izominvaziv
hagyhdlyagrakban szenvedett, mig ketten T1 stadakmaltak.

Osszesen 64 Ta-T1 stadium( tumor bizonyult alkahmlasiz utankovetéses vizsgalatra (27
LG és 37 HG). LG esetek kozll 13 (48%), mig a Heteskozil 7 (18%) mutatott recidivat. Az
atlagos KMT 38 honap volt a LG-ben, mig 47 honapGrben. Azok a Ta-T1-es tumorok, melyek
magasan, azaz a median folott expresszaltak aiotauighérjét szignifikansan révidebb KMT-sel
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rendelkeznek a claudin-7-et alacsonyan, a medidit ekpresszalé tumorokhoz képest (Kaplan-
Meier analizis, p=0,029; 95. abra a).

HG-bdl 3 eset (ezen esetallkét beteg hugyhdlyagrakban hunyt el), mig a Ldbdngy eset
sem progredialt izominvaziv daganatta.

A HG tumorok (T2-stadium) szignifikAnsan rosszabljes tuléléssel rendelkeztek a LG
tumorokhoz viszonyitva (Kaplan-Meier analizis, @0,95. abra b). A nemzetk6zi irodalomnak
megfeleben az izominvaziv (T2) esetek szignifikAnsan rdsiszalélést mutattak a fellletes (Ta-
T1) esetekhez viszonyitva (Kaplan-Meier analizis)),p01, 95. abra c). A cisztektomiaval kezelt
izominvaziv hugyhdlyagrakos betegek szignifikandamsszabb tulélést mutattak (48 hoénap
viszonyitva 14 hdénaphoz; Kaplan-Meier analizis, ,0485, 95. abra d) az egyéb modon kezelt
izominvaziv daganatos betegekhez viszonyitva.

Multivaridns analizis nem volt kivitelezlteta LG-HG csoportok esetében, mivel amig
egyetlen LG UCC beteg sem, addig 19 HG UCC padiedsilik 17-en T2-es stadiummal) hunyt

el urolégiai okbol.
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95. abra UCC-k tulélés analizise a grade stage és a claudin-7 fehérje expresszié alapjan; a abra: A Ta-T1l-es tumorokban az
alacsony claudin-7 fehérje expresszié (median alatt) szignifikansan hosszabb KMT-el tarsult a magas (median fol6tti) claudin-7
fehérje expressziohoz képest; b abra: A high grade tumorok szignifikdnsan révidebb teljes tulélést mutattak a low grade
tumorokhoz viszonyitva; c dbra: T2-es tumorok szignifikansan rovidebb teljes tulélést mutattak a Ta-T1-es tumorokhoz kéepst; d.
abra: A cisztektomidval kezelt T2-es esetek szignifikansan hosszabb teljes tuléléssel rendelkeztek a mas, nem radikalis sebészeti
modszerekkel kezelt T2-es betegekhez viszonyitva. Komplett esemény: a paciens meghalt vagy a daganat kiGjult. Cenzoralt
esemény: a paciens egyéb okbdl elhunyt, vagy véget ért az utankovetési idészak. UCC (urothelial cell carcinoma): urothel sejtes
carcinoma.
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A fellletes hugyhdlyagdaganattal operalt betegek ahkovetése

A fellletes hugyholyagdaganatok atlagos utankoeet88,79 (3-126) hoénap volt. A
vizsgalati id alatt egy beteg hunyt el, de nem uroldgiai okssx@vezethéen. Két PUNLMP-l
eltekintve az 6sszes eset primer tumor volt. Ossz@8 LG-UCC, 20 PUNLMP, 18 papilloma és
15 invertalt papilloma bizonyult alkalmasnak aznkidvetéses vizsgalatra. Recidiva 16 betegnél
tortént (10/20 LG-UCC; 6/20 PUNLMP), az atlagos KMIT,43 (4-60) volt ezen esetekben. A
papillomék és invertalt papilloméak nem Gjultak Ki.

Két LG-UCC paciens kapott korai, ditétet hat 6ran belul koveintravesicalis Mytomicin-

C (MMCQ) instillaciét. Tizenharom beteg részesufiz@ria MMC (2 PUNLMP; 11 LG-UCC), mig 5
beteg kapott 6 széria Farmorubicin (2 PUNLMP; 3 UGE) kezelést az dlaniitétet kdveben. Az
invertalt papillomék és a papillomak esetében neihmiitétet koved kemoterapia. Nem talaltunk
szignifikans dsszefliggést a kitjulas éstdaétet koved terapiak kozott, azonban azok a paciensek,
akik posztoperativ instillaciot kaptak, hosszabb Kbkel rendelkeztek azokhoz a péaciensekhez
viszonyitva, akik nem részesiltek posztoperatielé&sben (22 honap versus 16 honap).

A Kaplan-Meier analizishez az egyes tumorcsopott&kgévalasztottuk a claudin, a CK-
5/6, a CK-20 és a Ki-67 expresszié (magi pozits)talapjan: az egyik csoport, amelyik magasan, a
median folott expresszalja a claudinokat, a CK-d&j/6a CK-20-at vagy a Ki-67-et, mig a masik
csoport, amelyik alacsonyan, a median alatt expédjssa claudinokat, a CK-5/6-ot, a CK-20-at
vagy a Ki-67-et.

A claudin-1-et alacsonyan, azaz a median alatt esgzélo PUNLMP-k szignifikdnsan
révidebb KMT-t mutattak a Kaplan-Meier tulélés elgsben (Log-Rank teszt; p=0,0289) a
claudin-1-et magasan, a median folott expressz&dILMP-khez képest (96. abra a, b). A
claudin-4-et magasan, a median fol6tt tedmelG-UCC-k szignifikAnsan rovidebb KMT-sel
rendelkeznek (Log-Rank teszt; p=0,0063) a claudat-dlacsonyan, a median alatt expresszalo LG-
UCC-khez képest (96. abra c, d). Claudin-2, -7, 82&-CK-20 és a Ki-67 expresszio nem mutatott
0sszefliggést a KMT-sel (96. abra e, f).
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96. abra KMT vizsgalat claudin-1, -4 és Ki-67 alapjan PUNLMP-ben és LG-UCC-ben; a., b. abra: KMT elemzés a claudin-1 fehérje
expresszio alapjan PUNLMP-ben; morfometria, score x intenzitas; c., d. dbra: KMT analizis claudin-4 expresszié alapjan LG-UCC-
ben; morfometria, score x intenzitas; e., f. dbra: KMT analizis Ki-67 magi pozitivitas alapjan PUNLMP-ben és LG-UCC-ben.
Komplett esemény: a daganat kiujult; Cenzoralt esemény: az utankovetés véget ért vagy a paciens haldla vagy az utankoévetési
idGszak vége miatt; KMT: kitjuldas mentes tulélés.
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IV.2.2. Claudin expresszié6 cervix tumorokban, valarmt az

endometrium daganatokban

IV.2.2.1. Claudin, occludin és syndecan-1 expreséznormal cervicalis hamban

és cervix tumorokban

A claudin expresszié a normalis cervicalis laphdmbA claudin fehérje expresszié a normal
cervicalis laphamban egyedi mintazatot mutatott. ofaudin-1 IHK reakcio eételjes,
Jépesmeézszé membranpozitivitast mutatott a parabasalis ésrmedier rétegekben. A felszin
felé csokkent a reakciod intenzitdsa és a szupaélifaiétegben a basalis sejtréteghez hasonléan nem
volt a fesbédés detektalhatd (97. 4bra a).chaudin-2 a basalis sejtrétegben mutatott intenziv,
granularis, perimembranosus, citoplazmatikus réakél parabasalis sejtrétegben mar gyengébb
festbdés volt lathato €s a ham felszine felé haladvia elsadrtan volt detektalhato reakcio (97. abra
b). A claudin-3IHK reakcié minden szovetrétegben negativ \(6lf. abra c)A claudin-4 és a
claudin-7 reakcio lokalizaciéjdban és intenzitasdban nagyfbiisonlésdgot mutatott a claudin-1
elleni antitest esetében talalt t&#shez, amennyiben membranézus, ,|épesmé#speritivitas
volt a szuprabasalis és az intermedier réteg add@bdén, mig a basalis sejtréteg negativnak
bizonyult. Osszességében a claudin-7 IHK reakdéedb volt, mint a claudin-4-é. A szuperficialis

rétegben nem volt fesdés (97. abra d, e).

. Claudin 1

Claudin 2" Glaudin 3

97. adbra Claudin expresszid lokalizaciéja normal méhnyakhamban. a:claudin-1, b:claudin-2, c:claudin-3, d:claudin-4, e:claudin-7,
f: H&E festés. A claudin-1, -4, -7 elleni reakci6 membrandzus fest6dést mutat a parabasalis és intermedier rétegben. A claudin-2

(b) granularis, citoplazmatikus reakciét, els6sorban a basalis rétegben. A nyilak a pozitivitast jelzik (400 x).
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Occludin és syndecan expresszio a normalis cervilaphamban

98. abra A claudin-2 (a,b) és occludin (c,d) a normalis hamban a basalis sejtrétegben detektalhaté (a,c). A CIN 111/CIS lézidkban
mindkét fehérje expresszidja kiterjedt a ham teljes rétegére, az occludin reakcié azonban fokalis jellegii (d), mig a claudin-2

diffuz (b). 200 x, betét 400 x.

Az occludin a claudin-2-vel 6sszehasonlitva a ndieri#@&m basalis rétegében igerbsetinearis
membrandzus reakciot adott (98. dbra a), mig aldblsétegek negativnak bizonyultak (98. &bra c).
A syndecan-1 a normal cervicalis laphamban lineamembranosus IHK reakciot adott. A
parabasalis és az intermedier sejtrétegek intenfeabdtek, de a reakciod negativ volt a basalis és
a superficialis rétegben (99. abra a).

99. abra A syndecan-1 (a,b) és claudin-1 (c,d) expresszidja normalis hamban (a,c) és CIN Ill-ban (b,d). A normalis hamban a két
fehérje hasonl6 membrandzus fest6dést mutat, a parabasalis és intermedier rétegben lokalizalodik és nem érinti a basalis
réteget. A CIN léziokban mindkét fehérje kiterjedten expresszalodik a kéros sejtek felszinén. 200 x, betét 400x.
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Claudin, occludin és syndecan expresszié cervicalistraepithelialis neoplasidban és cervix
carcinoméaban

Claudin expresszid a cervicalis intraepithelialis roplasiaban (CIN I-IlI, CIS)
A CIN stadiumaiban alaudin-1fehérje expresszio igen kifejezett nbvekedésedatitktalhato

IHK-val. A festtdés a normal hamhoz hasonloan linearis, membrandatisazonban a reakcio
intenzitasa megnovekedett. A CIN elvaltozasisguozitivasa élesen elkilonitette az ép laphamtdl
és a fegidésre negativ cervicalis mirigyékt(100. abra A claudin-1 expresszio meértéke a
progresszio érehaladasaval, az egyre magasabb satdiumokban edetekMig a CIN I-ll-ben a
ham mintegy két harmada reagalt, a CIN lll-ban €&%ben gyakorlatilag minden hamsejbsrn
pozitivitast mutatott(100. abra A normalis ham basalis rétegének claudin-1 negasaval
szemben a CIN léziékban a ham basalis sejtrétegeankaérai |éziokban is intenziven fédést

mutatott.

100. adbra Claudinok fehérje expresszidja CIN I11/CIS-ben. A claudin-1 IHK a diszplasztikus ham teljes vastagsagara kiterjedd
intenziv pozitiv reakciét ad, élesen elkiiloniil a normal hamtal (a, b, nyil). A claudin-2 granularis citoplazmatikus reakciéja a 1ézid
csaknem minden sejtjrétegében lathatd, azonban a fest6dés intenzitasa kisebb (c). A claudin-3 negativ (d). A claudin-4 reakcié is
a normal hamhoz képest a CIN-ben kiterjedt, els6sorban a ham fels6bb rétegeiben lathato fest6dés (e). A claudin-7 IHK reakcié a
ham teljes szélesességében intenziven pozitiv (f). a:100 X, b-e: 400 X.
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A szemikvantitativ kiértékelést elemezve a claullifehérje expresszidé szignifikansan
magasabb volt a CIN I-ll-ben, (atlag.4,00+/-0) @&l dll/CIS-ben (atlag 4,88+/-0,33) a normal
laphamhoz képest (atlag 2,05 +/- 0,22), P<0,00026. tablazat 101. abra A claudin-2
expresszidja szintén kiterjedt volt a kilonB&ZIN léziokban. A normalis ham basalis sejtréteggéne
festbdésehez képest a CIN fokozataiban a hanélbelsétegeire is kiterjedt a jelleidan granularis
reakcid. A reakcid intenzitasa ugyanakkor kisséksiit (100. abrac). Statisztikailag elemezve a
CIN I-Il, illetve CIN IlI/CIS lézi6kban szignifikhsan magasabb claudin-2 fehérje expresszio volt
lathat6, mint a norméal hamban. Erdekes mddon al@lNs CIN 1I/CIS kdzétt a kiilonbség nem

bizonyult szignifikAnsnak26. tablazatl01. abra

26. tablazat A claudinok szemikvantitativ értékelésének eredményei.

Cl1 Cl2 Cl 4 Cl7
2,05-4,0 1,05-3,00 1,2-3,0 1,61-3,0
Normal - CIN 1+2 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
2,05-4,88 1,05-2,92 1,2-2,24 1,61-3,8
Normal - CIN 3+CIS p<0,0001 p<0,0001 p=0,001 p<0,0001
2,05-40 105203 1,2-1,7 1,61-34%
Normal - Inv T1 + T2 p<0,0001 p<0,0001 NS  p<0,0001]
4,0-488 3,01-2,92 3,0224 3,0-38
CIN 1+2 - CIN 3+CIS p<0,0001 NS  p=0,0019 p=0,0016
4,0-40 3,01-2,03 3,0-1,7 3,0-3,47
CIN1+2 - Inv T1 + T2 NS  p<0,0001 p<0,0001 p=0,0121
4,88-40 2,92-2,032724-1,7 3,8-3,47

CIN 3+CIS-InvT1+T2 |p<0,0001 p=0,0006 NS NS

CIN: cervicalis intraepithelialis neoplasia, inmvaziv carcinoma T1, T2, Cl: claudin, NS: nem

szignifikans
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101. dbra A claudin-1, -2, -4 és -7 szemikvantitativ értékelésének 6sszehasonlité abrazolasa. A claudinok expresszidja novekszik a
CIN, CIS lézidkban. Az IHK reakcié a CIN 1lI/CIS lézidkban a legintenzivebb. A CIN-111/CIS-hoz képest az invaziv carcinomakban
csokken a claudinok expresszidja, azonban igy is magasabb, mint a normal hamban.

A claudin-3a normal cervix laphamhoz hasonléan nem volt kath#té a CIN elvaltozasokban
(100. abra d).A membranézusclaudin-4 IHK reakcié intenzitasa fokozatosan nodvekedett a
szuperficialis rétegek felé (100 abra @).claudin-4 expresszié a CIN I-1l és a CIN HlI/CIS
lézidkban szignifikAnsan magasabb volt a normal Hearképest. A CIN I-lI-h6z képest a CIN
lI/CIS is szignifikansan cstkkent expressziét nofta(26. tablazgt101. abra). Aclaudin-7 a
claudin-1-hez hasonlé jellegzetes membrandzus i@aidott a szdveten bellli elhelyezkedésében
és intenzitasaban. Jelleten a fesidés mar a ham also rétegében is megjelent a prigensl
lézidkban (100. abra f). A normalis hAmhoz képesth léziokban a ham egyre nagyobb szazaléka
mutatott pozitivitast. Szignifikansan nagyobb valt expresszio a CIN I-ll-ben, illetve CIN
[1I/CIS-ban. A CIN lll/CIS-ben is szignifikansan masabb expresszié volt észlethdétK-val a
CIN I-1I-h6z kepes(26. tablazatl01. abra

Claudin expresszio invaziv cervicalis lapham carnomaban

A normal cervicalis laphamban detektalt claudinoknaegyike (claudin-1, -2, -4, -7)
fokozottabban expresszalodott invaziv carcinomalmbn,a fesidés jellege és szdveten beldli
lokaliz&cidja nem valtozott (101. &bra, 102. 4byrabad, €). A claudin-1, -2 és -7 esetében a
kulonbség szignifikansnak bizonyult (26. tablaZ#tl. abra). A claudin-4 esetében a csdkkenés a

CIN I-ll-vel 6sszevetve szignifikans, de a CIN @Ql5-hez képest nem bizonyult szignifikhnsnak
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(26. tablazat). A claudin-3 a normalis cervixhnamhéz a CIN/CIS lézibkhoz hasonléan a
carcinomaban sem expresszalddott (102. abra c).

A claudin expresszidé az egyes carcinomak kuloabigziletein heterogénnek bizonyult. A
pozitivan reagalo sejtekben intenziv reakcio vathatd (102. dbra a, b, 103. abra a), kilénbsen a
claudin-1 esetében, amely még a limfatikus invéidan sem valtozott (103. 4bra c). Mas
terlleteken azonban csak a tumorsejteknek kisebpodgai termelték a claudinokat, mig egyes
sejtek negativak voltak (103. abra b). A fokalipresszio minden esetben megfigyetheolt és
nem volt kilénbség sem a tumor (T) kategoéria, sesatvettani tipusok (keratinizalé6 vagy nem
keratinizalo) kozott.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a normal cervix lglagzetes claudin fehérje expresszios
mintazattal rendelkezik és a normal hamhoz képekwalin-1 és -7 fehérje expresszio szignifikans
novekedését észleltik a cervix praemalignus intitaepalis (CIN) [ézidiban és az invaziv
méhnyakrdkban is. A cervix intraepithelialis negpa tehat egyes claudinok megnodvekedett
expressziojat mutatjak, mely expresszid csokkeng&saeltiik az invaziv fenotipus kialakulasakor.
A praemalignus allapotokban a claudin-1 expresazmjtatta a legételjesebb ndvekedést és a

CIN diagnosztikus markereként szolgéalhat.

102. dbra Inhomogén claudin expresszié az invaziv carcinomakban. Egyes tumorokban a claudin-1 erGs reakcidéja még az invazié
soran is megtartott (a). A claudin-2 reakciéja gocos (b). A claudin-3 IHK reakcié negativ (c). A claudin-4 reakcidja az invaziv
tumorokban csékken, kiilondsen az invaziét mutato teriileteken (d). A claudin-7 az abran lathato intraepithelialis Iézioban még
erdsen pozitiv, de az invaziét mutato sejtekben jelentésen lecs6kkent termel6dést mutat (e, nyil). H&E (f). a: 100 x, betét: 400x,
b-d: 400 x nagyitas.
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103. abra A claudin-1 IHK reakcié szamos invaziv tumorban intenziv fest6dést, ,Iépesmézszer(i ,, rajzolatot mutat (a), mig mas
tumorokban csak egyes sejtek expresszaljak a fehérjét (b). Tobb helyiitt az erds claudin-1 expresszié a lymphogén invazié
teriiletén is megmarad (c). 400 x.

Az occludin és a syndecan-1 expresszio vizsgalatix tumorokban
Occludin expresszio

A normal laphamhoz képest a CIN |ézibkban cstkkdestdés intenzitasa, de a Iézi6 nagyobb
szazalékat érintette, kiterjedtebb volt, de fokdélegivé valt. Pozitiv terlletek sejtcsoportjai
véaltakoztak negativ teruletekkel (104. abra d, Hbfsa a, b). CIN Ill-ban a claudin-2 reakcié a ham
teljes szélességére kiterjedt (104. abra b).
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104. abra A claudin-2 (a,b) és occludin (c,d) a normal hamban a basalis sejtrétegben mutathaté ki (a,c). A CIN IlII/CIS lézidkban a
claudin-2 (a,b) és az occludin fehérje termelGdése és kimutathatdsaga kiterjedt a ham teljes rétegére, az occludin IHK reakcid
azonban fokalis jelleg(i volt (d), mig a claudin-2 reakcié diffiznak bizonyult (b). 200 x, betét 400 x-s nagyitas.

130



105. abra Occludin fehérje expresszié CIN ll-ben (a). A basalis sejtréteg er6sen pozitiv, de az intermedier rétegekben is
megjelenik a kisebb intenzitasu reakcié. A CINIII/CIS-ben (b) fokalis és valtozé6 erésségii az occludin fest6dés. 200x, 400x.

Syndecan-1 fehérje expresszio

A CIN I-l, és CIN IIlI/CIS lézidkban a syndecan-1Inarmal hamhoz hasonld, membranosuss er
reakciot adott, azonban a diszplasztikus hamonl detérjedtebb volt, a fetibb rétegek is
pozitivitdst mutattak (106. abra b). Negativ tet@iteebfordultak, jellemben az elrehaladottabb
CIS elvaltozdsokban (106. 4bra b). A reakcio ldéidja és mintdzata mind a normalis cervicalis
hdmban (106. abra c), mind a CIN Ill/CIS-ben (186ra d) hasonlonak mutatkozott a claudin-1
reakcional észleltekhez. Azéebekben leirtaknak megfet@n tehat a syndecan-1 reakcio jellege a
claudin-4 és -7 fe§tléshez is hasonlé volt. A claudinok fiabtsi eéssége a syndecan-1-hez képest

gyengeébb volt a CIN/CIS l1ézidkban.

106. abra A syndecan-1 (a,b) és claudin-1 (c,d) fehérje expressziéja normal hamban (a,c) és CIN IlI-ban (b,d). A normal hamban a
két fehérje hasonld jellegli membrandzus fest6dést mutat, mely a parabasalis és intermedier rétegre lokalizalodik, a basalis
réteg negativ. A CIN léziokban mindkét fehérje kiterjedt membranosus expressziot mutat a diszplasztikus hamban. 200 x, betét
400x.
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Osszefoglalva: az occludin, syndecan-1 és claudinok fehérje espiéit 6sszehasonlitva az
kovetked megallapitasokat tehetjik. Aormal cervicalis laphambaaz occludin és a claudin-2
fehérje egyarant a basalis rétegben lokalizalédofy a syndecan-1 és a claudin-1, -4 és -7
termebdés a parabasalis és intermedier rétegben volt taihmtdé. A normal cervicalis
mirigyhamban nem mutathato ki IHK-val claudin-lawdiin-3 és occludin, mig egyértdirolaudin-

2 és gyengébb claudin-4 és -7 pozitivitas lath@t.occludin IHK reakcid intenzitdsaugyan
0sszeségeben csokkent a CIN/CIS |ézigkdmeomban a claudinokhoz hasonléan a5t kiterjedt

a ham fel§ rétegeire is, de helyenként fokalis jellegk mutatkozott. Ezek szerint az occludin
lokalizacioja a CIN/CIS elvaltozasokban eltér audia-2 expresszigjatol, mely a ham minden
rétegében diffizan megfigyeltéevolt CIN 1lI/CIS esetében. Asyndecan-lexpresszid, mely a
normal hamban hasonl6 volt a claudin-1, -4 és aka®hoz, a CIN |ézidkban eltért attél. Mig a
claudinok expresszidja a CIN/CIS l|éziokban progreen tt, a diszplasztikus ham teljes
szélességére kiterjedt, addig a syndecan-1 expoessikkent a CIN progressziojaval. Ezen adatok
O0sszeségében azt mutatjak, hogy az egyes TJ pratkoiérészek és a syndecan-1 éltér
expresszids mintazatot, illetve valtozasokat maitagrvix carcinogenesis sorae occludin fehérje
expresszio intenzitdsa és meértéke a syndecan-bzadhhoz hasonléan csotkken a CIN/CIS
elvaltozasokban, mely ellentétben all a claudirdka méhnyak praeinvaziv Iézidiban észlelt

progressziven novekvermebdésével

IV.2.1.2. Claudin expresszié endometrium tumorokban
Immunohisztokémia: A claudin-1, -3, -4, -5 és -7 IHK reakcio lineanemnbranpozitivitast adott
(107. 4bra B), A claudin-2 IHK jellenen egy a sejt periférias részén elhelyedkgdanularis
jellegi, membran asszocidlt citoplazmatikus reakciot esggrazett (107. abra C). A pozitiv sejtek
szadméban azonban a vizsgalt mintak kozott szigmskkulonbség mutatkozott (107. &bra, 108.
abra, 109. abra, 27. tablazat). Szignifikans kidégeket detektaltunk a nem tumoros
endometrium
mintak kozott is: a claudin-1 expresszio a légebbnek a sekretoros endometriumban mutatkozott,
mind a proliferacids fazishoz, mind pedig a hypasf@hoz képest (108. abra, 27. tablazat). A
legszignifikansabb kilénbséget a seropapillariseédometrioid tipust endometrium tumorok
kozott talaltuk (107. abra A, B). A claudin-1 a éstgebb fesidést egyeérteliren a seropapillaris
endometrium adenocarcinomaban adta (Il tipus), nelyképest az |I. tipusu endometrioid
endometrium carcinoma igen kis méitghozitivitdst vagy negativitdst mutatott (107. 4Bral08.
abrg 109. abra, 27. tablazat). A claudin-2 immunhisztole@ vizsgalat szintén egyértelien
szignifikans, de forditott kilonbségeket talalt{1@bra C, D, 108. abra, 109. abra, 27. tablaaat).

nem tumoros mintakhoz hasonléan az |I. tipusu, armapmetrioid endometrium carcinoma (107.
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abra C) efs claudin-2 reakciot mutatott, ellentétben a seviidais tipus (llI-es tipus) igen gyenge
pozitivitasahoz vagy negativitasahoz képest (10va ®). A claudin-3, -4, és -7 reakcioban (108.
abra, 27. tablazat) nem, vagy csak igen kis kulégbks mutatkoztak, mig a nem tumoros
mintakban a claudin-5 szignifikAnsan magasabb egpiét adott a sekretoros fazisban, mint
barmely egyéb vizsgalt csoportban (108. abra, aBlarat), azonban a claudin-5 expresszid
tekintetében a két carcinoma tipus nem mutataitést. Az 6strogén és progesteron receptorok, a
p53 és a PCNA a pozitiv mintdkban magi lokalizacwtattak. Az endometrioid carcinoma
szignifikAnsan magasabb szinten termelte az 6strégéprogeszteron receptorokat a seropapillaris
carcinomaban (28. tablazat) (P < 0,01 és P < 0,80®]sorolas sorrendjében). A seropapillaris
carcinoma a p53 és PCNA magi pozitivitas szignifikkéemelkedését mutatta az endometrioid
carcinomahoz képest (28. tablazat, P < 0,01 és @081). A B-catenin fesidést mindkét
endometrium carcinoma tipusban membranosus formébazeltik (28. tabldzat). Ma@icatenin
reakciét egyik tumortipusban sem detektaltunk, tpozkontrollként a korabbiakban leirt
hepatoblastoma eseteinket hasznaltuk. Igéis ertoplazmatikus reakciot, magi fédés nélkil

azonban négy endometrioid carcinoma esetben kihaitavolt.

1 *,). F “n“g)

107. abra A claudin-1 (A, B) és claudin-2 (C, D) immunhisztokémiai kimutatasa endometrioid carcinomaban (I. tipus) (A, C) és
seropapillaris carcinomaban (Il. tipus ) (B, D). Nagyitas: 600x és képbetétekre: 1000x
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108. abra A claudinok immunhisztokémiai pozitivitas kiértékelési pontrendszerének 6sszehasonlitdsa az I. tipusi endometrioid
és a Il. tipusu seropapillaris endometrium carcinoma, valamint az endometrium hyperplasia és a proliferaciés és secretoros
endometrium csoportok kozott.
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109. abra Az |I. tipusi endometrioid és a Il. tipusi seropapillaris endometrium carcinoma esetek claudin-1 és -2

immunhisztokémiai reakcio kiértékelésének egyedi pontértékei. A vizszintes vonalak a csoportok atlagértékeit jelzik.
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Real-time PCR reakcio az mRNS expresszid meéréserd claudin-1 mRNS expresszié a
seropapillaris carcinoméban (ll. tipus) szignifigdn magasabb volt az endometrioid carcinoma
tipushoz (I. tipus), valamint a proliferacios épdnplastikus endometriumhoz képest (110. abra).
Erdekes médon a claudin-2 expresszioban nem takékillonbséget a két tumortipus kozott, csak a
secretoros és hyperplastikus endometrium kodzotatkoott szignifikans eltérés a hyperplastikus
endometrium javara (110. abra). A sekretoros émbfgracios fazisok a claudin-4 expresszidban
kulénboztek, mely 3,2-szeresen (P < 0,05) magasalitba secretoros fazisban. A szekrécios
fazishoz képest a hyperplasiaban a claudin-2 égpresszio szignifikans csokkenést mutatott (7,5-
€s 3,7-szeres csbkkenés; P < 0,05 és P < 0,01saadlds sorrendjében), mig a claudin-7 mRNS
expresszid 2.9-szeres emelkedést mutatott a paddifes fazisban a Il. tipusi endometrium
carcinomahoz képest.

Az endometrioid carcinoma nem kulontlt el a clautiRNS expresszié alapjan a hyperplasiatol. A
seropapillaris endometrium carcinoma claudin mRN$pressziés profila a normal és
hyperplastikus endometriumtdl jol elkulonithetolt, a legjobban a tumor magas claudin-1 mRNS
expresszio alapjan, mely a normal endometrium hanihb,8-szeres emelkedés a secretoros és 8,3-
szoros emelkedés a proliferacios fazsihoz képestpDP1) és a hyperplasidhoz képest is (5-szeres
kulonbség, P < 0,01) szignifikAnsan magasabb éri@keatott. A seropapillaris carcinoma ezen
kivil a proliferaciés fazishoz képest emelkedett clautli MRNS expressziot (3,5-szoros
emelkedés) és a hyperplaziohoz képest magasabthirckexpressziot (3,8-szeres ndvekedés) is
mutatott. A claudin-1 fehérje és mMRNS expressziokmrrelalt egymassal a két endometrium
carcinoma tipus esetében, azonban a claudin-2beset®m volt kimutathato kilonbség az mRNS
expresszidban, bar a seropapillaris tipust endametrcarcinoma a claudin-2 fehérje
termebdésének csokkenését mutatta az endometrioid caméimaz viszonyitva.
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Sekretoros- Sekretoros-  Proliferacios- Sekretoros- Proliferacios- Sekretoros-  Proliferaciés- Hyperplasia- Hyperplasia- Care. L tip.-
Proliferacios  Hyperplasia Hyperplasia ~ Carc. L tip. Carc.Ltip.  Carc.IL tip. Carc.IL tip. Carc.L tip. Carc. IL tip. Carc. IL tip.

| OCleudin1 mClaudin2 0Claudin3 3 Claudin 4 B Claudins @BClaudin? |

110. abra Claudin mRNS expresszié eredményei. Az értékek a csoportok kézotti expresszios aranyokat mutatjak, a claudinok
vagy tultermel6dést up(U)- vagy csokkent termel6dést down(D) mutatnak a csoportokat egymashoz viszonyitva. (Példa: a
claudin-1 mRNS fokozott expressziot mutat a Il. tipust carcinoma csoportban az I. tipusu carcinoma csoporthoz képest: 6756-
szoros kiilonbség). A szignifikancia szintek a kévetkezéek voltak: *P < 0,05, **P < 0,01.

27. tablazat Az endometrium mintak immunhisztokémiai eredményeinek Gsszeahasonlité statisztikai kiértékelése, szignifikancia
szintek.

Versus Claudin 1 Claudin 2 Claudin 3 Claudin 4 Claudin 5 Claudin 7
Sekretoros-proliferacids fazis * ns ok ns ok ns
Sekretoros fazis-hyperplasia *% ns ns * ok ns
Sekretoros fézis - I. tipust end. cc. ns ns ns ok ok ns
Sekretoros fazis - II. tipust end. cc. whk *% ns ns ns ns
Proliferacids fazis — hyperplasia ns ns ns ns * ns
Proliferéciés fazis - I. tipust end. cc. ns * * * ns s
Proliferacids fazis - Il. tipusu end. cc. L % * ns ns s
Hyperplasia- I. tipust end. cc. * ok ns ns ok ns
Hyperplasia- Il. tipusui end. cc. *okk Hkk ns * *x .
1. tipusu end. cc.- Il. tipusud end. cc. Hokk Hk ns o ns ns

* P<0,05 Ns=nem szignifikans cc. =carcinoma
** p<0,01

*** P<0,001

28. tablazat Az I. és Il. tipusu endometrium carcinoma csoportokban kapott immunhisztokémiai eredmények dsszehasonlitasa.

Osztrogén Progeszteron p53 PCNA B-catenin
I. tipust end. carcinoma 6647 £59 69,38 =7,1 113157 71,76 £3,2 4,7+0,1
Il tipusu end. carcinoma 2727£95 9,09 £6,7 63,18 = 12,1 100+ 0 3,68 0,5
I.—Il. tipusG end. carcinoma  ** s e L Ns

Az Osztrogén és progreszteron receptorok, a pB&NA (proliferating cell nuclear antigen) ég-aatenin
esetében a pozitiv reakciot ado sejtek szazaldkoya jeloli. A négy, intenzif-catenin cytoplasmatikus
festbdést ado I. tipusi endometrium carcinoma esetietztkailag nem értékeltik.

Az értékek feltlintetése: atlag + standard hibagr8ftkancia szintek a kdvetkéek voltak: **P < 0,01,
***pP < (0,001, ns = nem szignifikans
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IV.3. MikroRNS expresszié vizsgalata HCV asszocialt

transzplantalt majakban, steatosisban és majdaganakban

IV.3.1. MikroRNS expresszi6 vizsgalata HCV asszodia
majtranszplantacioban

A klinikai adatok (virustiter, HAI és Fibrozis segrszerum GOT, GPT, GGT) kozul a
virustiter és a Knodell score esetében talalturdzéfsiggést a mikroRNS-ek expressziojaval: a
HCV rekurrencia idejében a median feletti (>3,4xa@l) virustiter esetén magasabb hepatikus
mMiR-122 expressziot mértink (relativ expresszi6 idredalatt 132.8+79 versus median felett
2252.6+2663, p=0,025); a korrelacidanalizis alagamiR-221 expresszidé negativan korrelalt a
Knodell értékkel (r=-0,313, p=0,036).

A 111. abra szerinti betegcsoportokban hasonlkditsze a mikroRNS mintazatokat.

a. f SVR b. SVR
OLT = HCV Kkitdjulas =P IFN kezelés

C. d.

Non responder Non responder

111. dbra A mikroRNS expressziés mintazat 6sszehasonlité vizsgalata a HCV cirrhosis altal sziikségessé valt majatultetések
kévetése soran tanulmanyozott betegcsoportokban

El6szor (111. abra a) a normal majszovetben mérhetiR expressziot vetettik 6ssze a
HCV rekurrenciakor vett mintak miR expresszios ramattaval. A HCV kiujulasakor szignifikhnsan
magasabb miR-99a* és miR-224 expressziot, mig kesikmiR-21 és miR-194 terngelést
talaltunk a normal majszovethez képest (29. tahlda2 abra a).

Ezt kdveben megvizsgaltuk, hogy az egy évig tartd antivérédirapiat (IFN/RBV) kdvéen
hogyan valtozik a miR expresszidos mintazat a kezelidti, tehat a rekurrenciakor vett biopszias
mintaban talalhato profilhoz viszonyitva (111. abjaEbben az 6sszehasonlitasban a kezelés utan
emelkedett miR-221, miR-224 és miR-217 expressiafdltunk (31. tdblazat, 112. abra b).
Amennyiben ezt az dsszehasonlitastkiettik az SVR-t mutatd betegekre, akkor az ardiig
kezelés ditti profilhoz képest a kezelés utan a miR-221 (0682 kezelés étt vs 6,728+10
kezelés utan, p=0,017), és a miR-122 (1557,6+3@28lés ditt vs 11103,8+16666 kezelés utan,

p= 0,038) expresszidja szignifikAns ndvekedésatntit
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A terdpiara jol (SVR) és rosszul (NR) reagal6 besegortok miR expresszidés mintazatéat is
0sszehasonlitottuk. A kezelé$tl majbiopszidk vizsgalt miR-jei kdzi{lL11. 4bra c) egyiknek az
expresszidja sem mutatott szignifikans 0sszeflgaEsal, hogy a beteg a kezelés utan a@Mids
SVR vagy NR csoportba fog-e tartozni, tehatldGV rekurrencia soran vizsgalt miR-ek kozul
egyik sem bizonyult prediktiv értékinek az antiviralis kezelésre adando klinikai valasfSVR
versus non-responder) tekintetében. Az antivirdlis kezelés utan azonban szamos vizsgir
expresszigjat (miR-96, miR-99a*, miR-122, miR-1&¥a-miR-217 and miR-221) szignifikansan
emelkedettnek talaltuk a tartds valaszt mutatd Sg&oortban a non-responder (NR) csoporthoz
képest (111. dbra d), (31. tablazat, 112/C. abra).

29. tablazat MikroRNS-ek relativ expresszidja a mdjszévetben a HCV kiujulaskor és donor maj ,0” biopszids normal
majszévetében.

mMikroRNS Relativ expresszié Atlag aranya p érték
(kigjulas/donor)
HCV kiljulas Donor maj
miR-21 46,8+30,6 198,7+89,6 0,23 <0,001
miR-96 0,0018+0,0016  0,0045+0,0044 0,4 NS
miR-99a* 0,82+0,74 0,25+0,13 3,28 0,002
miR-122 1280+1910 20051586 0,63 NS
miR-125b 35,5+35,3 28,7+13,7 1,18 NS
miR-181a- 0,19+0,16 0,15+0,15 1,2 NS
2*
miR-194 37,6+£35,2 157,3+89,8 0,24 <0,001
miR-195 11,2+10,8 1548 0,74 NS
miR-217 0,013+0,02 0,018%0,01 0,72 NS
miR-221 0,34+0,35 0,64+0,48 0,53 NS
miR-224 0,24+0,23 0,12+0,1 2,18 0,039
30. tablazat miR az antiviralis kezelés el6tt (HCV rekurrencia) és a kezelés utan.
mikroRNS Relativ expresszi6 Atlag aranya p érték
(a/b)
Kezelés utan Kezelés abtt
miR-21 32,17+37,3 46,8+25,6 0,68 NS
miR-96 0,008+0,007 0,0018+0,0018 4.4 NS
miR-99a* 1,1+1,3 0,8+0,64 1,3 NS
miR-122 1219+1914 1280+1717 0,9 NS
miR-125b 43,8+42,3 35,5+36,8 1,2 NS
miR-181a-2*  0,26+0,27 0,19+0,18 1,3 NS
miR-194 46+38,2 37,6+36,4 1,2 NS
miR-195 7,86+9,9 11,2411 0,7 NS
miR-217 0,023+0,02 0,013+0,1 1,77 0,042
miR-221 0,73+0,43 0,34+0,36 2,1 0,006
miR-224 0,72+0,88 0,24+0,2 3 0,022
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betegekben.
mikroRNS Relativ expresszio Mean ratio p érték
(SVR/NR)
SVR NR

miR-21 70,1110 30,836 2,3 NS
miR-96 0,12+0,18 0,006+0,005 20 0,01
miR-99a* 3,14+4,7 0,57+0,57 55 0,034
miR-122 11103,8+16666 1565,3+2039 7 0,014
miR-125b 14,4+12,4 39,2143 ,4 0,36 NS
miR-181a-2*  0,63+0,76 0,14+0,19 4,5 0,017
miR-194 50,8+57,2 35,7+27,4 1.4 NS
miR-195 22,9495 6,4+7,2 3,6 NS
miR-217 3,77,3 0,024+0,025 185 0,045
miR-221 6,72+10 0,8+0,6 8,4 0,003
miR-224 0,51+0,3 0,72+0,8 0,7 NS
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112. abra mikroRNS-k expresszidja normal majszovetben, a HCV kiajulas (recidiva) idején és az egy éves antiviralis kezelést
kovetGen majatiiltetésen atesett betegek esetében. 1a. MikroRNS expresszié normal majszévetben és a HCV kiujulasakor vett
majbiopsziaban. A fekete oszlopok a donormajakat, a fehér oszlopok a HCV rekurrencia idején vett majbiopsziakban detektalt
expressziot mutatjak. 1b. MikroRNS expresszid az antiviralis kezelés el6tt és utan. A fekete oszlopok a kezelés el6tti, a fehér
oszlopok a kezelés utan mért miR expressziot jelzik. 1c. MikroRNS expresszié az antiviralis kezelés utan az SVR-t mutaté és a nem
reagald (NR) betegcsoportban. A fekete oszlopok az NR csoportban, a fehér oszlopok az SVR csoportban mért expressziét
mutatjak.
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IV.3.2. A mikro-RNS expresszié vizsgalata HCV poziv kronikus

hepatitis asszocialt és metabolikus erediésteatosisban

Vizsgalatunkban kronikus hepatitis C-ben szeibveetegek steatosist mutatd vagy steatosis
mentes, valamint NAFLD talajan kialakult steatosidm®tegek majbiopszias mintait hasonlitottuk
0ssze hepatitis virus fé#ésmentes, normal majmintakkal, hogy egy olyangatlmt mikroRNS-
eksl allo profilt tudjunk megvizsgélni, melyetdr mar rendelkezésre allt irodalmi adat, hogy a
fibrosissal (miR-21, miR-221), zsir metabolizmussamiR-33a, miR-122) és a
hepatocarcinogenesissel (miR-21, miR-122, miR-221jR-224) 06sszefiggésben allnak
(Davalos,2011; Karakatsanis,2013; Marquez,2010W@g2012). Arra kerestink valaszt, hogy van-
e kilénbség a mikroRNS mintdzatban a kulotbémzdel maj steatosisokban, igy a HCV pozitiv
vagy negativ krénikus hepatitis asszocialt stesbasi, a metabolikus eretletteatosisban, valamint
hogy hogyan viszonyulnak az egyes csoportok expi@Esegymashoz, illetve a normal majban
talalt expressziohoz viszonyitva? A pathologiagikbzast mutatd majmintakban a normal majhoz
képest elté mikroRNS expressziét talaltunk.

A mir-221 csokkent szintjét talaltuk kronikus hepat C-ben (CHC), HCV pozitiv kronikus
hepatitis asszocialt steatosisban (CHC-Steatosishetabolikus erredietsteatosisban (Steatosis):
(1/11-szeres csokkendd < 0,0001; 1/8-szoros csOkken®&s< 0,01 és 1/11-szeres csokkerés;
0,0008; a felsorolas sorrendjében). Emellett a af?R-csdkkent termétiése volt kimutathaté a
normal majhoz képest a CHC-Steatosis mintakbanqd¢bes csokkenél, < 0,03) (113. abra).
Ezzel ellentétben a normal majhoz képest a miR-&3aniR-224 emelkedett expresszidja volt
azonosithaté CHC-Steatosis-ban (5-sz6rds emelkBa€®s0001 es 5-sz6rés emelkedes0,0003;

a felsorolas sorrendjében) és a Steatosis mintakdbazeres emelkedéR, < 0,01 és 7-szeres
emelkedés,P<0,0001; a felsorolas sorendjében). A miR-21 expiéghan nem mutatkozott
statisztikailag értékelhétkilonbség a pathologias elvaltozast mutatd magzig €s a normal
méajak kozott. Erdekes modon a CHC-mintakhoz vistwaymiR-33a és miR-224 emelkedett
expressziis szinteket mutattunk ki a CHC-Steattsiportban (2-szeres emelkedés,02 és 4-
szeres emelkedés?<0,003; a felsorolas sorrendjében). Ezen felil a -22#R emelkedett
expresszigjat detektaltuk a Steatosis csoportbalfCHC csoporthoz viszonyitva (5-szorés
emelkedésP<0,001) (113. abra). A mikroRNS expresszid Klinikibyjgdogiai paraméterek, illetve
szOvettani besorolas kozti 6sszefliggését non-par&ose Spearman rank korrelacioval vizsgalva
azt taléltuk, hogy a miR-33expresszidja negativedaciot mutat a steatosis csoportban az alkalikus
foszfataz és az AST enzimértékekkel és a CHC cHuogooia szévettani grade-del. Ezzel ellentétben
a miR-21 expresszio pozitivan korrelalt a Steatasisportban az AST értekekkel, de a CHC-

Steatosis csoportban negativ korrelaciét mutattrighycerid értékekkel. A vizsgalt mikroRNS-ek
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nem mutattak korrelaciot az ALT, GGT, kolesztermékekkel, valamint a fibrosis stadiumaval
sem. Erdekes médon a mikroRNS expresszio és asigébka kozott sem talaltunk dsszefiiggést,

sem a CHC-Steatosis sem a Steatosis csoportban.
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113. dbra A majmintakban mért mikroRNS expresszié normalizalt értékei. A vizszintes vonalak jelzik az adatok median értékeit.
A p értékek a Kruskal-Wallis ANOVA teszt kiértékelése soran kapott értékek. A fels6 szaggatott vonal kétszeres expreszidbeli
emelkedést jelez, mig az alsé szaggatott vonal az expresszié felez6dését mutatja. CHC: kréonikus hepatitis C; CHC-steatosis:
Steatotikus kronikus hepatitis C.

V.3.3. MikroRNS expresszié  vizsgalata  hepatocellatis

carcinomaban és Sorafenib kezelt hepatocellularisaccinomaban

Mindegyik FNAB mintabdl kebh mindsédi €s mennyiségteljes RNS-t tudtunk izolalni. Az RNS
izolacié median +SD-ja 10.8 £ 9i8) (0,2-32,2ug) volt, mig az optikai denzitasa (OD: 260/280

arany) 2,0 £ 0,1. A miR-ek normalizalt relativ eepszioit a 32. tablazat mutatja be.

142



dc_1040_15

32. tablazat A vizsgalt miR-ek relativ expresszidi a hepatocelluldris carcinomak vékonyti aspiraciés biopszidiban, referencia miR:
miR-140

Normalizalt miR expressziok

(median és tartomany)

miR-17-5p 1.91 [0.16 - 10.20]
miR-18a 1.25 [0.07 - 4.89]
miR-21 85.94 [5.13 - 352.95]
miR-34a 3.88 [0.62 - 11.25]
miR-122 173.46 [18.94 - 407.31]
miR-195 2.00 [0.43-10.15]
miR-210 1.16 [0.01-32.75]
miR-214 0.23 [0.07 - 165.61]
miR-221 0.92 [0.21 - 11.08]
miR-222 2.69 [0.21- 17.96]
miR-223 434 [1.21-20.39]
miR-224 1.06 [0.06 - 23.67]
miR-328 0.12 [0.01 - 3.20]

U6 51.71 [0.01- 1568.32]

A miR expresszio és a kllinikopathologiai adatok zefliggése

A kiértékelés keretében miR expresszidé és az életkor (<68 év vers@8 év), nem (férfi/f),
etiologia (virdlis versus mas eredlel, tumor szam (soliter versus multinodularis), tunméret
(<5cm / versus >5cm), Child-Pugh statusz (A versusH®)OG statusz (0 versus 1) és AFP szint
(<10 ng/ml versus>10 ng/ml) kozti 6sszefuggesét vizsgaltuk. A miR reggzid median értékei
mentén osztottuk fel a betegeket egy adott miRacsanyan, illetve magasan expresszalo
csoportokra. A miR-214 magas expresszidja a kigeniorokkal €5 cm) bird betegeknél volt
gyakoribb a nagyobb tumorokkal (>5 cm) szemben%{&@rsus 20%»p=0,019). A magas miR-17-
5p termebdés gyakoribb volt a jobb teljesitmény statussealdelke?d betegeknél, mint az 1-es
ECOG statuszu betegeknél: (77% versus p6,003). A tdbbi vizsgélt pareméter nem mutatott
statisztikailag szignifikdns dsszefliggést a mippregszioval.
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A Sorafenib kezelés diti miR expresszio és a klinikai kimenetel kozti kacsolat

A sorafenib kezelés kimenetele és a kezelés miResgpioOs mintazat kozotti dsszefliggés
vizsgalatara Kaplan-Meier analizist és log-ranktideet végeztink az egyes miR-eket magasan és
alacsonyan expresszalé betegcsoportok 6sszehasakbt. Mind a progresszidé mentes tulélés
(PFS), mind pedig a teljes tulélés (OS) szignifda@mn hosszabb volt a mir-224-et magasan
expresszalé betegek csoportjdban, a miR-224-es@igan termél betegek csoportjdhoz képest
(PFS,p=0,029; OSp=0,012) (114. abra, 115. abra).

HR = 0.28 [0.09 - 0.92]
log-rank p = 0.029
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114. abra A Kaplan-Meier gorbe a sorafenib kezelt HCC betegek progresszié mentes tulélését dbrazolja az FNAB tumormintakban
a kezelés el6tti magas (high), illetve alacsony (low) miR-224 expresszio szerint.
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115. abra A Kaplan-Meier gorbe a sorafenib kezelt HCC betegek teljes tulélését dbrazolja az FNAB tumormintdkban a kezelés
el6tti magas (high), illetve alacsony (low) miR-224 expresszio szerint.

A tobbi vizsgalt mikroRNS HCC-ben mért, sorafenilez&lés ditti szintie nem mutatott
szignifikans 0sszefliggést sem a PFS-el, sem pedigO8-el. A fenti klinikopathologia

paramétereknek a statisztikai kiértékelése sem totutdsszefliggést a teljes tuléléssel, csupan a
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tumorméret adott marginalis korrelaciot a PFS-elg{lank p=0.08). Bar a klinikopathologiai
paraméterekkel nem adddott szignifikans 6sszef(ggesyis az altalanos klinikai tapasztalat
alapjan, mint a betegség kimenetelét meghatarog@éket Cox multivarians analizisnek vetettik
ala, annak tisztdzasara, hogy a miR-224 szintdilgy prediktora-e a tulélésnek. A vizsgalat
alapjan a miR-224 expresszi6 figgetlen prognoszté@gornak bizonyult mind az OS, mind pedig
a PFS tekintetében (magas versus alacsony miR4gatels. OS HR=0,11 [95% CI 0,013-0,913]
p=0,04; PFS HR=0,125 [95% CI 0.015-1.084D,05).

1V.3.4. MikroRNS expresszio vizsgalata hepatoblastoaban

IV.3.4.1. A hepatoblastoma mintak mikroRNS expressaja

A hepatoblastoma mintakat szubtipustél filiggetleriidszehasonlitva (n=23) a koérngez
majszovettel (n=15), 6 MIRNS mutatott szignifikaglgérést. A miR-17-5p, miR-122, miR-195,
miR-210 és miR-214 relativ expresszioja csokkenty @ miR-221 termébés novekedett a
tumorokban a kérnyéztumormentes majszévethez képest (116. abra, Bldztd). A fetalis (n=15)
altipust 0sszevetve a kdrnyemajjal (n=15) a fetalis komponensben cstkkent mibp, miR-
195, miR-210 és miR-214 expressziot, mig emelken@®-221 szintet talaltunk. A tumormentes
majjal 6sszevetve az embryonalis szubtipus (n=8)ovit csokkent miR-122 expressziot mutatott.
A jobban differencidlt fetélis szubtipusban az eyohalis mintakhoz viszonyitva szignifikansan
csokkent miR-18a expresszidt detektéltunk (117a)abhk vizsgalt szubtipusok és a normal maj

mikroRNS expresszibjat a 34. tablazat mutatja be.
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116. abra: A vizsgalt mikroRNS-ek relativ expresszidja a hepatoblastomakban (HB) és a tumormentes kdrnyezé majban (NT). Az
oszlopok a median értékeket mutatjak, a hibahatarok pedig az interkvartilis tartomanyt demonstraljak. A kapcsok a szignifikans
eltérést mutato csoportokat jelzik.
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33. tablazat: A median relativ expressziok aranya hepatoblastoma/tumormentes maj (HB/NT) osszevetésben és a Mann-
Whitney U teszt p-értékei.

Relativ expresszié
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mikroRNS p-érték arany mikroRNS p-érték arany
miR-17-5p 0,0041 0,46 miR-195 0,0013 0,42
miR-18a NS 1,11 miR-210 0,0013 0,32
miR-21 NS 0,80 miR-214 0,0026 0,43
miR-34a NS 1,37 miR-221 0,0060 3,24
miR-96 NS 0,82 miR-222 NS 1,68
miR-122 0,0023 0,43 miR-223 NS 1,89
miR-181a NS 0,80 miR-224 NS 1,13
NS: nem szignifikans
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117. abra: A mikroRNS expresszié az embryonalis (E) és a fetalis (F) szubtipusban és a tumormentes kérnyezé majban (NT). Az
oszlopok a relativ expresszi6 median értékeit abrazoljak, mig a hibahatarok az interkvartilis tartomanyt mutatjak. A
statisztikailag szignifikans csoportok koézti kiilonbségeket a kapcsok jelzik.
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34. tablazat Az epithelialis szubtipusokban mért mikroRNS expressziok median értékeinek relativ aranya és a Kruskal-Wallis
teszttel végzett statisztikai elemzés vizsgalat p-értékei.

Embryonalis / fetalis embryondlis / NT Fetalis / NT
arany arany arany

mMikroRNS p-értek arany p-értéek arany p-értek arany
miR-17-5p NS 1,12 NS 0,52 0,0222 0,46

miR-18a 0,0134 4,39 NS 3,47 NS 0,79

miR-21 NS 0,66 NS 0,67 NS 1,01
miR-34a NS 0,57 NS 0,90 NS 1,57

miR-96 NS 5,08 NS 2,85 NS 0,56
miR-122 NS 0,54 0,0026 0,30 NS 0,56
miR-181a NS 1,08 NS 0,87 NS 0,80
miR-195 NS 1,16 NS 0,49 | 0,0048 0,42

miR-210 NS 0,98 NS 0,32 0,0040 0,32

miR-214 NS 1,50 NS 0,54 | 0,0048 0,36

miR-221 NS 0,62 NS 2,51 0,0084 4,06

miR-222 NS 0,91 NS 1,53 NS 1,68
miR-223 NS 3,11 NS 2,26 NS 0,73
miR-224 NS 3,69 NS 1,78 NS 0,48

NS: nem szignifikans

IV.3.4.2. A HB betegek tulélése és a mikroRNS exmszio dsszefliggése

Harom beteg mintait (6. tablazat) - akiknek kevannponensg tumoraikban a fetalis komponens
elérte a 30-50%-ot - a tulélés statisztikai vizag@al nem vettik figyelembe, mivel nem lehetett a
mintdkat makrodisszekalni, igy a miR értékek sem esmabryonalis, sem pedig a fetalis
komponensre nem lettek volna reprezentativak. Eslekodon a tisztan embryonalis (n=5) és a
tisztan fetélis (n=12) csoportok ko6zott nem taldiktu szignifikans kilonbséget sem az
esemeénymentes tulélésben (event free survival: E4€8) a teljes tulélésben (overall survival: OS).
Ha a szovettani altipust nem vettik figyelembe ésekt fenotipusi mintakat nem elemezve
vizsgaltuk a hepatoblastoma eseteket, akkor a mjgiResszio €s a EFS kozott szintén nem talaltunk
kulonbséget. A teljes tulélés vizsgalatanal azordzagnifikansan eltérértékeket talaltunk a magas
és alacsony miR-21 (p<0,02), miR222 (p<0,03), vatana miR-224 (p<0,01) expresszidval
rendelked csoportok kozott (118. abra). Az alacsony miR282nméR-224 expresszidé hosszabb

teljes tuléléssel tarsult a magas expressziohoested 01,8 honap versus 92,5 hoénap és 132,8
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hénap versus 57,6 hénap. A magas miR21 expres&dliy pzintén hosszabb OS-sel tarsult az
alacsony expressziéju miR-21 csoporthoz képes:51#dnap versus 55,6 hénap. Halalozas a
magas miR-222 és -224 és az alacsony miR-21 expdeasrendelke& csoportban tértént. Ebbe a
csoportba harom tisztan fetalis és egy embryoesks tartozott. A miR-222 és -224 esetében vagy
recidiva vagy metasztazis fordultbeimig a miR21 esetében mind recidiva, mind metaszia

eléfordult. Az EFS sem a recidivak sem a metasztakaolem mutatott szignifikans kilénbseéget.
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118. abra: A hepatoblastoma paciensek teljes tulélésének (OS) dsszefiiggése a mikroRNS expresszidval. A miR-21 (a), miR-222 (b)
és miR-224 (c) expressziok 6sszefiiggése a teljes tuléléssel (0S), Kaplan-Meyer gorbék.
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V. Megbeszélés

V.1. A kronikus hepatitis, cirrhosis és hepato-paneato-
biliaris daganatok TJ expresszios mintdzatanak progosztikai
és prediktiv jelentésege, valamint az eltéf mintazatok

értelmezése ezen betegsegek pathomechanizmusaban

A kronikus hepatitis és ezen belil a HCV okozta gydiladas altal indukalt
szovetkarosodasok és a kovetkezményes regenemaeidsanizmusok kiemelkédn fontosak a
cirrhosis kialakuldsadban. A fell@pgenomikai karosodasok és a kovetkezményes szaiddiyo
zavarok felhalmozédasa fontos szerepet jatszik matbearcinogenesis felgyorsulasaban. Ennek
ellenére, a cirrhosisban fellép eltérések pontos szerepe a malignus transzformacio
mechanizmusaban szamos terlleten feltaratlan. Ahotikus maj Iényegesen megvaltozott
strukurdlis felépitése kovetkeztében fellépegvaltozott intercellularis kapcsolatok és ezeliilba
TJ Osszetételében fell@paltozasok és azok jeldiseége szamos tekintetben feltaratlanok. Korabbi
munkak igazoltdk, hogy a a hepatotrop ndvekedékiofak hatasara dinamikus valtozasok
kovetkeznek be a TJ alkotorészek expressziojabanisszetételében majregeneracié soran
(Grotegut,2006), (Kojima,2008), (Takaki,2001).

A TJ ,gerincét” képe& claudinok kdzil az utébbi években felismerést nhywrgy a
claudin-1 a HCV hepatocytakba torténinternalizacidjanak kés szakaszaban ko-receptorként
funkcional (Evans,2007; Liu,2009),66 a claudin-6 és -9-nek is hasonld szerepet tutajdnak
(Meertens,2008; Zheng,200A.claudin-1 ezen mechanizmusban mas belépésirtaétal egyitt
vesz részt, tobbek kdzott a CD-81-el nemcsak kalipfciot mutat a majsejtek sinusoidalis
felszinén (Harris,2008; Reynolds,2008), hanem digri@lisan is kézdsen hatdrozzak meg a HCV
sejtbe jutasat (Harris,2010). A claudin-1 ellenitit@stekkel gatolni lehet a HCV férést
(Fofana,2010; Krieger,2010). Nem sokkal &#s, az occludin hasonl6 funkcidja is felismerésre
kerilt (Ploss,2009). A HCV faftés kronicitasa feltételezi a virus hepatocytakda ¥olyamatos
expresszio megemelkedett a HCC koruli cirrhosisbamem-cirrhotikus €s a normal majhoz képest.
Ez dsszhangban all Reynolds és munkatarsai erediivéhyakik szintén megnévekedett claudin-1
termebdést észleltek cirrhosisban (Holczbauer,2014; Rlegi2008). Sajat immunhisztokémiai
eredményeink azt mutatttak, hogy a claudin fehdrijed a cirrhosis hepatocytaiban, mind pedig a

HCC sejtjeiben basolateralisan is kimutathato. gh&amban is hasonl6 képet kaptak a kutatok, ahol
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a claudinok nem csak a TJ-ban, hanem az ugyneveadéntszdr ,kissing point”™-ban is
megjelennek (Schluter,2004). Reynolds és munkat&€¥ fert6zott Huh-7.5 sejteken kapatt
vitro, valamint Mensa és munkatarsainak human klinikadi@ényei a claudin-1 expresszio HCV
direkt hatasra torténindukcidjara utalnak (Mensa,2011; Reynolds,20082zsgalatunkban nem
talaltunk szignifikansan emelkedett claudin-1 egpeédt a HCV fefiz6tt mintdkban a HCV
negativ csoporthoz képest. A morfometriai kiertékkbr ugyanakkor lathato6 volt a tendencia, hogy
a HCV fertzott esetekben a claudin-1 fehérje teidése magasabb. Sajat vizsgélatunkban a
szignifikans kiulonbség hianya adodhatott a mintsézétételél €és a vizsgalati algoritmusbal is.
Amennyiben elfogadjuk az irodalomban k6zolt eredyhénhogy a claudin-1 a HCV
hepatocellularis internalizaciojatéskeqgiti, akkor a hepatitis C aktivitdsat és sulygdsavalamint
kronicitdsat is befolydsolhatia a claudin-1 exme&ssmértéke. Masfél a claudin-7 is
szignifikAnsan emelkedettebb volt a HCV &efitt nem-cirrhotikus majakban a HCV f&btt nem-
cirrhotikus majakhoz képest. A claudin-7 expressidem all rendelkezésre adat, hogy a HCV
fert6zéssel kozvetlen kapcsolatban allna, mint rece@onban més faktorok, igy a fibrosis
asszocialodhat vele.

A HCC-k szintén eltéréseket mutattak a claudinresgzidban. A cirrhosis talajan fib
majrakok a normal majhoz képest, de a nem-cirrhtzdggan kialakuld6 HCC-hez viszonyitva is
szignifikansan emelkedett claudin-1 és -7 expréssnutattak. Ez arra utal, hogy a claudin-1 és -7
expressziot a HCC ,megtartja” a kiindulasi cirrleigl, azaz egyes tumorokat is jellémz
molekularis torténések a TJ-ban még a malignusszfarmacio eitt kialakulnak. A HCC-kben
ugyanakkor mind a kdrnyéztumormentes majszovethez, mind pedig a normal oaaiepest is
csokkent claudin-2 expressziét taldltunk, mely egylebrevetitheti a malignus transzformaciot,
hiszen ez a cirrhosisban nincs még jelen. Egyesdeeazerint a rosszul differencialt HCC-k,
valamint a vena betdrés a claudin-1 expressziosetgsével asszocialt, mig a magas claudin-1
expresszio megzottsége a jol differencialt HCC-k sajatja (Higg3007). Suh és munkatarsai
szerint a claudin-1 a tumorok kialakulasaban |épgegelatviteli utakra direkt hatdssal van
(Suh,2012).

Tobb kutatasi adat tamasztja ala, hogy az adhémmiskulak szerepet jatszanak szamos
tumortipus progresszigjaban, igy tobbek kozottbearcinomaban (Kominsky,2003; Tokes,2005),
pancreas (Korompay,2012; Michl,2003), cervix (S@@5) rakokban. A majrak esetében
felvet6dott, hogy a claudin-3 és -7, mint a human sgejtek specifikus markere, szerepet jatszhat
a majregeneracié indukalta tumoros atalakulasbarchni@lzer,2006; Schmelzer,2007;
Yovchev,2007). A sejtek adhézids rendsz@riamert, hogy a jelatviteli Utvonalakkal kapcsolab
all és ezaltal a sejtkapcsold struktirak a sejfigrdicio és differenciacié szabalyozasaban is részt
vehetnek (Gonzalez-Mariscal,2007; Hirohashi,20G8:Nlag,2009; Suh,2012).
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Munkacsoportunk a koradbban altalunk leirt, biliatisnorokban talalt kifejezett, &
claudin-4 fehérje pozitivitAst a HCC-ben nem d&itk& (Lodi,2006). Nagyobb szamu minta
analizise felfedte, hogy a mintaink kozoétt szefepthany HCC-ben a tumorsejtek altal alkotott
acinaris struktarakban gyenge és fokalis luminelbsidin-4 fesidés volt tapasztalhatd. Az a tény,
hogy a claudin-4 a cirrhosisban jelésgn emelkedettebb volt mMRNS szinten a nem-cirrbstés a
normal majszévet mintakhoz képest, azzal magyatéziegy cirrhosisban az epeutak szama
jelenttsen megé.

Osszességébezredményeink alapjan cirrhosisban mind a majszévetimind a talajan
kialakul6 HCC-kben a claudin-1 és -7 expressziolkeuett. A cirrhosisban emelkedett claudin-7
termebdés bioldgiai jeleritsége jelenleg nem ismert. A HCV f&és, a nem fafzott esetekhez
képest emelkedett, de nem szignifikansan kuléémbaudin-1 és -7 term&llést eredményezett a
HCV pozitiv cirrhosisban. Ez arra utal, hogy a H&vt6zés 6nmagaban kisebb szerepet jatszik
ezen emelkedett claudin-1 expresszioban, inkabibikus hepatitis okozta szerkezeti atalakulas
allhat a jelenség mogott. Mindazondltal a cirrbosis észlelt emelkedett claudin-1 expresszio
indirekt bioldgiai hatast jelenthet, mely segithatiHCV hepatocytdkba valé belépését, ezaltal
tamogatva a HCV fefzés fennmaradasat, kronikussa valasat. A clauddiehi monoklonalis
antitest terapia hepatocyta sejtkulturakban kagrettimeényei alapjan képes lehet megakadalyozni a
HCV fert6zést, adott esetben majtranszplantacié utan, d@legatolhatja a virus terjedését a
kronikusan fewzott egyénekben (Fofana,2010). A claudin-1 extralgls doménje ellen
termeltetett antitestekkel hatékonyan lehetett Igpata HCV ferzést in vitro és in vivo

egérmodellben is (Fukasawa,2015).

Az egyes claudinok megvaltozott expresszidja, &kdrbsodott funkcidjat eredményezve,
hatast gyakorolhat a tumor progresszio soran avjedh Utvonalakra. Ezen tulméen az egyedi
claudin expresszidos mintazat detektaldsa diagriasztprognosztikus és terapias Iélségeket is
jelent (Soini,2012; Wang,2011). A primer HCC, aarettalis és pancreas carcinomak a daganatos
halalozas sorrendjében azdéetitben szerepelnek és az utobbi keyakran ad majmetasztazist is
(Centeno,2006). Ha ehhez hozzavesszik, hogy a d@mgarhalalozasok majd 90%-a a
metasztazisok miatt kovetkezik be (Christofori,2006melyek tekintélyes hanyadat a
majmetasztizisok teszik ki, akkor nyilvanvalo, hagymetasztazisok molekularis mintazatanak
felderitése legalabb olyan fontos, mint a primegatatoké. Ezaltal a primer és secunder
majdaganatok molekularis profiljanak alaposabb sregrése nemcsak diagnosztikus, hanem

terdpias lehéségeket is rejt.
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A vilagon el$kent végeztik a HCC, colorectalis carcinoma mdjatteek (CRLM), a
pancreas ductalis carcinoma majattétjeinek (PLM3zékasonlitd jelldg claudin expresszios
vizsgalatat és azonositottuk ezen tumorok jellegzptintdzatat. A HCC mérsékelten expresszalja a
claudin-1 fehérjét, mig a claudin-2, -3, és -7 stmy szinten termétlik és jellegzetes mdédon a
claudin-4 fehérje nem terndéelik. A colorectalis carcinomak majmetasztazissalaudin-1, -3, -4,
€és -7 immunhisztokémiai fégtést mutat, mig a claudin-2 pozitiviths mérsékekuf Ezzel
ellentétben a pancreas ductalis carcinomak majatédasa efs claudin-4 fehérje expresszibt
mutat, mig a claudin-2 pozitivitas kozepes fokuebett a claudin-1, -3, és -7 IHC fédés gyenge.

A claudinok szerepe a tumorok kialakulasaban ésnaott progresszioban, kilondsen a
metasztazisok keletkezésében nem definialt, s@ntationdas van az irodalomban. Nem vilagos,
hogy egyes claudinok kimutatott tulterd@ése a megvaltozott TJ funkcio cellularis kompedezl
(Cheung,2012; Hadj-Rabia,2004), vagy része a jedhitvitvonalak megvaltozott aktivitAsanak.
Egyes claudinok tultermé&liése mellett a TJ atrendelése, a struktira megbomlasa és a
paracellularis diffuzié ndvekedése a colorectalimmarokban leirasra kerilt (de Oliveira,2005),
ezaltal aldhuzva azt a véleményt, hogy a TJ alkewk tulterméldése nem feltétlendl tudja
fenntartani a TJ funkcidjat és emellett mas hatddahetnek a sejtek homeosztazisara.

A claudin-1 az egyik legjobban jellemzett tagjdaudin géncsaladnak és aktiv résztvétele a
tumor progresszibban és a metasztazis dagsben altalanosan elfogadott. Colorectalis
carcinomaban a claudin-1 tultermelésével és kiutddé@apcsolatos vizsgalatok a claudin-1 invaziot
€s metasztazist @it szerepére utalnak és pozitiv korrelacié mutatkczataudin-1 expresszio és
a tumor progresszid, valamint a metasztazisok kigdsa kdzott (Dhawan,2005). Ezbsiti, hogy
a claudin-1 fehérje tulterm@lését tobb tanulmany is kimutatta human colorexctatnorokban (de
Oliveira,2005), (Grone,2007; Kinugasa,2007; Osh29ag), (Huo,2009). Masfél viszont az
alacsony claudin-1 expresszié a tumorok alacsoffgrdncialtsagaval és rossz prognozissal jart
(Resnick,2005), valamint a nyirokcsomo metaszt&zisegjelenésével tarsult (Ersoz,2011). Ezzel
ellentétben a tiid adenocarcinomaban a claudin-1 tdltermelése a démmninvaziot és a
metasztazisok kialakulaséat fékezte (Chao,2009)ekasl modon hasonld ellentmondas mutatkozik
a HCC esetében is, amennyiben a claudin-1 exptessbkkenése szoros korrelaciot mutat ezen
végzettin vitro viszgélatok a claudin-1 tumorsejt invaziot serkesgerepére utaltak (Yoon,2010).

Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogyckaudin-1 pozitivitas mind a primer HCC-ben, mind
pedig a metasztatikus colorectéalis és pancreasoadsrinomakban jelen volt, mely a claudin-1-nek
a hepatocarcinogenesisben és a majmetasztazidaktésaban betdltott szerepére utal.

A claudin-2 a primer emirdk progresszidja soran cstkkerxpresszidt mutat a primer
daganatban (Kim,2008), de ezen expresszio isndés@rvalik az endtak majmetasztazisaiban és
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egyben a claudin-2-nek a majmetasztazisok kialalkbian betoltdtt szerepére utal (Tabaries,2011).
Az Aaltalunk vizsgalt metasztatikus majdaganatokgenge vagy kozepesen éer claudin-2
pozitivitas jellemezte. A colorectalis carcinomakntagy 25%-aban (Aung,2006), mig a pancreas
adenocarcinomak 45%-aban jol detektalhato claudaxq@esszio azonosithatd (Borka,2007). Ez
arra utal, hogy a claudin-2 nemcsak ezen dagankifel 6désében, hanem a metasztatikus
fenotipus kialakitasaban is részt vehet. Erdekedomé& HCC-ben mind a claudin-2 mRNS, mind
pedig a fehérje term@éllés csdkkentnek mutatkozott, a tumor korili tumar@e majszévethez
valamint a normal majhoz képest. Sakaguchi és marda kimutattdk, hogy a claudin-2-t a
hepatocyta nuclearis faktorr1(HNF-1o) pozitivan szabalyozza (Sakaguchi,2002). HCC-ben a
HNF-1o. csokkent termédését talaltdk (Zeng,2011) és ez egybevag a csbk&emdin-2
expresszioval. A HNFd a majszovet megfelelpolarizéltsagahoz is sziukséges (Son,2009), mely a
tumorokban gyakran elveszik.

A claudin isoformak jeledségére azoéta iranyul kilonds figyelem midta isrgerélt, hogy
a claudin-3 és -4 a dostridium perfringens enterotoxinjanak receptoraiként is szolgél
(Sonoda,1999). A claudin-4 hamarosan a claudinalapozott tumorellenes terapidk fontos jeloltje
lett (Suzuki,2009) és egyben a célzott terapiakikegyolekularis célpontja (Neesse,2012). A
claudin-4 expresszidt toébben az adenocarcinomakik egipusos tulajdonsaganak tartjak
(Michl,2003). Fokozott termétését szdmos tumorban leirtak, tébbek kozoétt cotélie
carcinomaban (Oshima,2008), ovarium carcinomab@angel,2003), valamint sajat vizsgalataink
alapjan is igazolodott pancreas exocrin ductalisnadarcinomaban (Borka,2007), epeduti
tumorokban (Lodi,2006), (Nemeth,2009). Ezen tuléean a megzavart, csokkent claudin-4
expresszid tobb tumor esetében a kevésbé diffégnirivaziv fenotipussal asszocialodott, mely
felveti negativ szabalyozé szerepét az invazié ésasatazis kégrés folyamatdban mind a
pancreas, mint pedig a colorectdlis carcinomaktébsa (Ueda,2007). Ezen tumorok
metasztazisainak vizsgalatanal a colorectalis wancak majmetasztazisai esetében Ueda és mtsai
csokkent claudin-4 expressziot talaltak (Ueda,20q@eorges,2012), de a pancreas exocrin
tumorok esetében a claudin-4 pozitivitas megtaxtolt (Nichols,2004). Sajat vizsgalataink soran
mind a pancreas, mind pedig a colorectalis carcatomajmetasztazisai ésen expresszaltak a
claudin-4-t, mely inkdbb a metasztazis képzésbisagét szerepe mellett szol (Holczbauer,2014).
A claudin-3 fehérje expreszidé az Aaltalunk vizsgalEtC mintdkban csekély volt, ellentétben a
colorectdlis carcinomdk majmetasztazisainakés eclaudin-3 expressziojaval. A colorectélis
carcinomak tehat megtartottakésrclaudin-3 festdésiket, melyet ékéleg tébb munkacsoport is
megfigyelt (Meng,2010; Oshima,2008). Sajat vizsgdik eredményeképp elmondhatjuk, hogy a
pancreas exocrin carcinomak majmetasztazisaibameigtartott claudin-3 pozitivitast taléltunk

(Holczbauer,2013). Ez anndl is inkabb érdekes, Imiveabbi vizsgalatunkban a primer exocrin
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pancreas carcinomakban nem mutattunk ki claudiekHgrie expressziét (Borka,2007), azonban
munkacsoportunk az intrahepatikus epeuti tumoroklzyy gyenge vagy hianyzo claudin-3 IHC

festbdést észlelt (Nemeth,2009). A fentiek alapjan adila3 expresszié hozzajarulhat a pancreas
ductalis carcinomak majmetasztazisainak progreggma €s egyben a claudin-3 expresszio
vizsgalata elkllonitheti a primer intrahepatikuse@p carcinomakat a pancreas carcinoma
majmetasztazisaitol.

A claudin-7 szerepét a colorectalis carcinomaban kozolték raar irodalomban
(Darido,2008) és egyes adatok szerint mas feHériélegyutt, komplexben funkcional
(Kuhn,2007). Ezen talméen a claudin-7 és asszocialt molekulainak gyakepresszidjat mind
colorectalis carcinomakban, mind pedig ezen tumar@djmetasztazisaiban is kimutattak. Ezzel
0sszhangban a colorectalis tumorok majmetasztéaisasajat vizsgalataink is megsitették a
claudin-7 ebs pozitivitasat (Holczbauer,2013). A colorectalékok vizsgalatanal a tumorok
kialakulasanal a carcinogenesis korai folyamatabléez6r csokkent claudin-7 mRNS szinteket
mértek (Bornholdt,2011), majd ezen molekuldnak gwli) gyakori expresszidjat talaltak a a
tumorok nyirokcsomoé metasztazisaiban (Nakayama)2008ly a munkacsoportunk altal vizsgalt
majmetasztazisok claudin-7 terd@ését is magyarazhatja. A HCC csak gyenge claudah&rje
pozitivitast mutatott, mely nem Kkilénb6z6tt szigkdhsan a tumor kordli tumormentes
méjszovetil. Ez dsszhangban van azzal a HCC transzgén méloketijleirt megfigyeléssel, mely
szerint csak kis méretumorokban taléltak emelkedett claudin-7 szint¢Beirlak,2005).

Az intra- és extrahepatikus cholangiocarcinomakban altalunk ekéként feltart ebs,
claudin-4 expresszio élesen elkiloniti ezen dagi&aata claudin-4-et nem (vagy minimalis
mértékben) expresszald hepatocellularis carcindmAtiormal majban a hepatocytdk negativak
voltak, mig az intra- és extrahepatikus epeduti k#fajezte ezen fehérjét, de a tumorokhoz képest
altalaban kisebb intenzitassal, kulondsen az eepatikus cholangiocarcinomak esetében. A
claudin-4 mRNS szintek & korrelaciét mutattak a fehérje expresszidval. l&udin-4 pontos
élettani szerepe nem ismert, de részt vesz a hantidds szelektiv porusok létrehozasdban és a
natrium kilépését gatolja a paracellularis térbean(V ltallie,2001). Toébb daganatban is
megnovekedett claudin-4 termidBst észleltek, igy pancreas rakban (Nichols,2004),
(Tsukahara,2005), prostata rakban (Long,2001), wyakdrakban (Sobel,2005) és ovarium
tumorokban (Hibbs,2004). Az altalunk, a cholangioteomaban detektélt & claudin-4 mRNS és
fehérje termdidéshez hasonléan a normal epelti hamban is mdmtidlezen sejtkapcsolo
struktara fehérje kifejgidése és ez a hisztogenezis tekintetében rb&itiea daganatok eredetét,
mellyel ellentétben a claudin-4-et sem a majsegeky a HCC-k nem expresszaljak. Eszerint a maj

primer daganataiban, a tumoros proliferacié sorélaadin-4 expresszié nem valtozik, stabil marad

154



dc_1040_15

a TJ Osszetéinek expresszids profilja. A claudin-4 expressaiesztése masfél pedig, a CK-7
expresszio elvesztéséhez hasonldéan a hepatoayya idéferenciacié markere.

A maj metasztatikus adenocarcinomai eredetének llapgasa, a primer majtumoroktol
vald elkulonitése, néha komoly klinikai dilemmdeja és a helyes diagnozis feldllitdsanak terapias
jelentbsége van. A cholangiocarcinomak claudin-4 exprégssegitséget jelenthet az anaplasztikus
HCC-tl valo elkulonitésben, de a metasztatikus adenowar@k esetében dnmagéban nem jelent
segitséget, mivel a pancreas ductalis carcinoma éslorectalis carcinomak is ésr claudin-4
expressziot mutatnak (Holczbauer,2013), ezért gwesszios mintazat a maga komplexitasaban
ertékelend.

Az irodalmi adatok szerint a hepatocytak potladaénhet epelti sejtekb vagy maj
6ssejtekidl (Evarts,1987; Lenzi,1992). EBb a szempontb6l nem vart eredmény volt, hogy
hepatocytak és a @ik kialakulo hepatocellularis carcinomak nem espedlnak claudin-4-et. Az
epeuti hamban és a cholangiocarcinomakban talailtdoi-4 expresszid stabilitas nem altalaban
jellemzi a claudinokat. Tobb mas claudin a normd@mbkhoz képest véltozast mutat a
daganatokban, igy a claudin-1 éndlkban (Kramer,2000), vastagbélrdkban (Miwa,2001),
(Resnick,2005), a claudin-3 efrkban (Kominsky,2004), prostata rakban (Long,2@XLpvarium
tumorokban (Heinzelmann-Schwarz,2004), a claudembrakban (Kominsky,2003). A CLDN-3,
-4 és -7 mRNS magas sZintermebdését talaltdk normal pancreasban és exocrin panduectalis
adenocarcinoméakban (Hewitt,2006), mig masok a CIDBs -4 mRNS fokozott expressziojat
mutattak ki (Missiaglia,2004). mRNS szinten iblidklonbds claudinnak, igy claudin-1, -3, -4
and -7-nek emelkedett szintjét talaltak kulonbeéreded carcinoma sejtvonalakban (Offner,2005).
Szamos vizsgalt daganatban a tumoros progressia soclaudinok csokkérexpressziojat irtak
le, jellegzetesen az eémékban (Kominsky,2003), méhnyakrakban (Sobel,2@85)astagbélrakban
(Resnick,2005). Erdekes médon a claudin-4 esetébeholangiocarcinomakhoz hasonldéan tébb
mas daganatban is nem expressziobeli csokkeradstrhellenkedeg, a normal szévethez képest
az megnovekedett expresszid észleltek, igy az imvpancreas és ovarium carcinomakban is.
Eredményeink alapjan a cholangiocarcinomak és beki az extrahepatikus cholangiocarcinoméak
is hasonléan viselkednek. Az intermedier filamentma citokeratinok expresszidja jellemzi az
epithelidlis sejteket, tébb mint husz efidagjat azonositottak ennek a polypeptided csalkadna
kilénb6a sejtvonalakban és tumorokban (Moll,1982). A CKK1Q és a CK20 a biliaris epithel
és a cholangiocarcinomak hasznos diagnosztikus ererk Eredményeink szerint a
cholangiocarcinomak tulnyomo tébbsége expresszalfak7-t és a CK19-t, mely egybevag az
irodalmi adatokkal (Lau,2002; Porcell,2000). Azonlesetenként a HCC-kben is megjelenik a CK7
expresszid. A CK20 pozitivitast alacsony szazalékle mind a epeuti carcinomakban, mind pedig
HCC-ben kimutattak. Vizsgalataink alapjan a clauslipressziés mintazat, de kiiléndsen a claudin-
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4 expresszio, jobban vagy legaldbb olyan jél elkiilbaz epeuti tumorokat a hepatocellularis
daganatoktol mint a citokeratinok. A claudin-4 reidka hepatocyta specifikus antigén (HSA)
Jnverz” képét adja, tehat HCC-ben negativ éssqrozitivitast mutat az epeuti erel@morokban,
melynek alapjan az expresszié meghatarozasana& hatya hepatocyta és biliaris ergdeimorok
differencialdiagnosztikai paneljében.

A claudin expresszio komplex mintazatat vizsgahér matszik, hogy eredményeink szerint
a cholangiocarcinomak expresszids profilja tobbrek is mutat a normal biliaris hAmhoz képest és
ennek topografiahoz kotltevonasai is vannak. A claudin-1, -3, -7, -8 ésk@@ul egyes claudinok
immunhisztokémiai reakciojanak pozitivitasa, mindremkciok intenzitasaban, mind a pozitiiv
sejtek aranyaban a legtobb carcinomaban csokkembriandl hamhoz képest. A claudin-2 az
epehdlyag carcinomaban mutatott szignifikdns csié&ke mig a claudin-4 pozitivitas szignifikans
novekedése a normal hamhoz képest az extrahepatikalangiocarcinomaban volt detektalhato.
Tobb claudin esetében (claudin-1, -4, -8 és -103mkalis lokalizacié aberrans bazalis pozitivitas
mutatkozott, mely lehet a megzavart szoveti podaiiz jele vagy mas, a carcinogenesissel
Osszefug§ folyamatot is tukrozhet. A bilidris epithel kiloodd lokalizacioju tumorainak
mintazatat egymassal 6sszevetve megallapithatd, migdegyik szakasz rendelkezik jellegzetes
expresszios profillal. A claudin-1 és -10®rpozitivitasa lathaté IBDC-ben az EBDC, ill. GBC
tumorokhoz viszonyitva, mig a claudin-sebb immunhisztokémiai reakciét ad a GBC-ben az
IBDC és EBDC csoportokhoz képest. A claudin-4 réakiotenzitdsa az EBDC-ben volt a
legesebb.

Ezen leirt claudin expresszids tulajdonsagok egyidex és jo0l szabalyozott folyamatra
utalnak, mely mind a primer, mind pedig az att&gahatokban jellegzetes claudin expresszios
mintazatot jelent. Bar kordbban egyes claudinokkksit expresszidjat kozolték ceéhaladott
CRC-ben, ennek ellenére munkacsoportunks eclaudin termeéldést észlelt ezen tumorok
majmetasztazisaiban. Ebben a folyamatban tobb iégzerepet jatszhat, igy a tumorsejtek clonalis
biolégiai szelekcidja a tumor progresszié soransfeddl a mikrokdrnyezet is befolyasolhatja az
expressziot (Georges,2012). Kimutattak azt is, hogy dedifferencialodott colorectélis
adenocarcinomak a majmetasztazisaikban rediffeatutiatnak (Kaihara,2003), melynek része
lehet a differencialtabb allapotokban a claudinregpzios mintazatbb vonasainak helyredllitasa,
melyet sajat eredményeink is alatdmasztanak (Halezr,2013). Eszerint j6 korrelaciot talaltunk a
claudin mRNS és fehérje szintxpresszidja kdzott, de a HCC esetében két érddiéass adodott:

a HCC a CRC-hez képest csokkent claudin-1 és -@rjelexpressziot mutatott, mig a claudinok
MRNS expresszios szintjei emelkedettebbek vagynéaiko voltak ugyenezen tumorcsoportok
kozott. Ez felveti a claudinok posttranszkripciimé&zabalyozasanak leldségét, mely tébbek
kozott torténhet a mikroRNS-eken keresztil is (Ky28k0). Az eltérés oka masiellehet egy
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kérdéses fehérjekre vonatkoz6é felgyorsult proteermebdés/lecserédési ciklus is. A
vizsgalataink 6sszességében alatamasztjak a mezpthltlaudin expresszids mintazat jetesgigét
nemcsak a hepatocarcinogenesisben, hanem a caltweés a pancreas exocrin carcinomak
majattétjeinek kialakulasaban is. A konkrét miatadn tuimutatéan a claudinokat célz6 vagy a
claudinokat, mintegy kihorgonyzd helyeket felhasanéélzott kezelések nemcsak a primer
tumorok ellen tervezhéek, hanem ezen tumorok méjmetasztazisai esetélmbeasegek hasznara
lehetnek. A claudin fehérje expresszios panel vlzggink szerint fontos informéacidkat jelenthet a
tumorok vizsgalataban, mely pathologiai differehcdii@agnosztikai jelerdtséggel birhat és ezen TJ
alkotorészek jodbeni célzott terapiak kialakitasaban mint horgoimgtgek vehetnek részt.
Osszességében cirrhotikus maj hepatocytai szignifikansanésabb claudin-1 és -7
immunhisztokémiai reakciét mutattak, mint a norrméjban Iévék. A cirrhotikus majban kialakult
HCC-ben a claudin-1 fe&iés még a cirrhosisban tapasztalthoz képest isikansan emelkedett,
azonban a tumorsejtek claudin-7 expresszidja ehatikus nodulusok hepatocytainal kisebb
mértékinek bizonyult. Eredményeink alapjan tehat cirrhosisban mind a mi@jsetben, mind a
talajan kialakul6 HCC-kben a claudin-1 és -7 expm8 emelkedett volt a normal majhoz
viszonyitva. A HCV feftés nem mutatott 0sszefiggést az emelkedett claxgiresszidval
Mindazonaltal a cirrhosisban észlelt emelkedettidilaz1 expresszid, mint a HCV egyik belépési
receptora, segitheti a HCV hepatocytdkba vald lBsktp ezaltal tamogatva a HCV &ambs
fennmaradasat, kronikussa valasat. Ezen tubeena jelenség a hepatocarcinogenesisben is
szerepet jatszhat és a claudin-1 elleni antitesipie varhaté hatasmechanizmusahoz tovabbi
adatokat szolgaltat. A primer HCC és a vizsgalt attéjek jellegzetes claudin mintazattal
rendelkeztek. A claudin-1 fehérje 6er immunhisztokémiai pozitivitdst adott eolorectalis
carcinoma majattétjeibe(CRLM), mig apancreas ductalis carcinoma majatté(eiLM) és a HCC
alacsonyabb expressziot mutatott. A CRLM és PLMoosiok egyarant és claudin-4 pozitivitast
mutattak, szemben a negativ HCC-vel. A CRLM mingakbebs claudin-3 és -7
immunohisztokémiai pozitivitdst észleltink, mely CC és PLM csoportokhoz képest
szignifikansan magasabbnak bizonyult. A HCC tumjgies nem mutattak immunpozitivitast a
ZO-1-re és az occludinra, ellenben a colorecta@rsinoma majmetasztazisaiban e két fehéije er
festbdési reakcioja volt detektalhatd. Eredményein tetraegyes vizsgalt tumorok kozotti eliér
claudin mintdzatot igazoljak, mely tikrozi a kiinési szovet TJ mintazatat is és utal a daganat

hisztogenezisére.

A Dbiliaris epithel kilonbdz lokalizacioju tumorainak komplex claudin expregészi
mintazatat egymassal 6sszevetve megallapithatohaidty az egyes szakaszokat éltéellegzetes
expresszios profil jellemezte. A claudin-4 reakcidntenzitasa az extrahepatikus
cholangiocarcinomaban volt a lefsebb. A cholangiocarcinomak mindegyike pozitiv
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immunhisztokémiai reakciot adott a claudin-4 ellentitesttel, a tumorsejtek 75-100 %-a membran
pozitivitast mutatott. A differenciacié mértéke ndrafolyasolta szignifikansan a claudin-4 IHC
reakciot, mind a rosszul, mind pedig a jol differiétt carcinomak kifejezett faslést adtak. Ezzel
ellentétben a HCC mintak egyike sem mutatott claddifestdést. A cholangiocarcinomak
claudin-4 expresszidja segitséget jelenthet az last#yus HCC-6l valo elkilonitésben és
vizsgéalataink alapjan a claudin expressziés minta kilondsen a claudin-4 expresszio, jobban
vagy legalabb olyan jél elkiloniti az epeuti tunmiab a hepatocellularis daganatoktél mint a
citokeratinok.

A claudin-1 és a claudin-2, valamint a tricellufehérje expresszié intenzitasa és ddét
sejtek aranya is szignifikansan magasabb volhepatoblastomamintakban a tumor kordli,
tumormentes majszovethez viszonyitva. A fetalis bipusban a tricellulin  immunreakcio
szemikvantitativ kiértékelése szignifikhnsan maphsértéket mutatott mind a kérnyemajhoz,
mind pedig az embryondlis altipushoz képest . Aatmpastomak jobban differencidietalis
komponensében a claudin-1, claudin-2 fehérje és MRMpresszid, valamint a tricellulin
termebdése is szignifikhnsan magasabb, mint a rosszabdifferencialt embryonalis
komponensbenA rosszabbul differencialt embryonalis komponars®kkent claudin-1, -2 és
tricellulin expresszioja magasabb osztodasi aktsaal tarsul. Ez a jelenségpecatenin magi
transzlokaciojaval nem mutatott korreldciot. A daul, -2 és tricellulin expresszié tehat a
hepatoblastoma sejtek differenciacios markerénlektteets. A tricellulint alacsonyan expresszalo
esetek szignifikansan rovidebb teljes tulélést makaa Kaplan-Meier kiértékelésben a tricellulint
magasan, a median folott expresszaldo esetekhezonyigva, mely fontos prognosztikus jelnek
tekinthe®.

A pancreasban aejtadhéziés molekulak, a tight junction és mégtkagecsold struktlrak és
alkotorészeiknek expresszios mintazata fontos &btdd tolt be szovetek integritasanak
fenntartasaban, a sejtek és szovetek polaritasiéatdkitasaban és a sejtkapcsolatok fellazulasa
réevén a daganatok kialakulasaban és a tumor pmsmiGdan (van Grevenstein,2006). Az
irodalomban korabban kozolt, allatok hasnyalmirigywégzett vizsgélatok a CLDN-2 fehérjét a
pancreas ductalis sejteken, mig a CLDN-3 és -4rjiethe ductalis és acinaris sejteken is detektaltak
(Rahner,2001). Human pancreasbefis @LDN-1 és -4 immunhisztokémiai reakciot észlehiek
és terminalis ductusokban, valamint az acinusldsfie is, de az endocrin szigetek sejtjei negativak
voltak (Tsukahara,2005). Sajat vizsgalatunk eregmiérészben egyeztek ezzel, részben pedig
tovabbi részleteket tartak fel: az emberi ép hadsmy@yben a CLDN-1, -3, -4 és -7 &-f mellék-
és terminalis ductusokban, valamint az acinus ldegie egyarant term@dik, mig a CLDN-2 csak a

ductalis sejtekben expresszalodik.
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Elektronmikroszképos vizsgalatokkal a Langerhangetgejtekben Orci és munkatarsai TJ
jelenlétét detektaltdk (Orci,1975). Sajat kutat&bam az addig még nem vizsgalt, a tight junction
felépitésének alapuetelemeinek a CLDN-3-nak és a CLDN-7-nek az expiéfsz tudtuk
kimutatni. A normal pancreasban tehat a haromdéehéztogenezis struktara jellegzetes claudin
expresszids mintazattal rendelkezik: a ductus hpekselaudin-1, -2, -3, -4 és -7 expressziot, az
acinus sejtek claudin-1, -3, -4 és -7 terddékt mutattak, mig az endocrin szigetek sejtjeitsak
claudin-3 és -7 fehérje expresszio volt észlélhet

A hasnyalmirigy rakeiz6 elvaltozasaiban, a pancreaticus intraepitheliegkban (PanIN)
jellemzsen kimutathaté a CLDN-4 expresszio (Nichols,200Mjg masok ezekben a lesiokban a
claudin-1 jelenlétét detektaltak (Tsukahara,200Sichols és munkatarsai a primer pancreas
adenocarcinomaban (99%) és ezen tumorok metasatiais csaknem az 0sszes esetbéis, er
diffaiz CLDN-4 fehérje expressziot talaltak immurgicgkémiai vizsgalattal, azonban a normal
ductalis sejtek és a PanIN lézidk jellefem gyenge pozitivitast adtak (Nichols,2004). Miésl
munkatarsai az alacsony metasztatikus potencidtalelked, kevésbé invaziv pancreas ductalis
carcinomakban a metasztatizald6 pancreas tumoroltépest emelkedett claudin-4 fehérje
expressziot mutattak ki (Michl,2003). Eztositette az a megfigyelés is, miszerint a TGF-
megnovekedett expresszidja és egyben a K-ras onkgg#iasain vitro csokkenti a CLDN-4
termebdését (Michl,2003). Am vitro, adenocarcinoma sejtvonalakon kapott eredménygliéal a
CLDN-4 fehérje expresszio a daganatos mirigyek jesle@gn apikalisan a legkifejezettebb
(Michl,2003). Sajat vizsgalataink szerint mindeasgalt pancreas ductalis adenocarcinomaban a
claudin-4 fehérje kimutathato volt.

A claudin-4 immunhisztokémiai reakcié az irodalndatokkal egybecsefign az 6sszes
vizsgalt pancreas ductalis adenocarcinomaban poedit, mely pozitivitas hasonlé médon az
altalunk vizsgalt cholangiocarcinomakat is jelleteefd0di,2006). A csokkeh differencialtsagot
mutaté pancreas ductalis carcinomakban a claudehdrje expresszido nem mutatott szignifikans
kilénbséget. A ductalis carcinomak a CLDN-1, -2 &fehérjéket szintén expresszaltak, a CLDN-
3 nem volt detektalhatd, azonban az endokrin pascdaganatokban & claudin-3 expressziot
tapasztaltunk.

Elsdként irtuk le a claudinok expressziojat a Langeshszigetekben és a pancreas efedet
endocrin daganatokban. A ductalis adenocarcinontakkamben éis, difftiz CLDN-3 és -7
expressziot észleltiink a vizsgalt endocrin dag&hato, a CLDN-7 expressziét magasabbnak
talaltuk, mint a CLDN-3 termétiést és az endocrin tumorok az exocrin ductali®tokhoz képest
emelkedettebb claudin-7 expresszidét mutattak. Eeflehtétben az endocrin tumorok negativak
voltak claudin-1-re és -4-re és egy eset kivétdlav@eLDN-2 immunhisztokémiai reakcid is negativ
volt. A CLDN-3 és a CLDN-4 a clostridium perfringefCPE) receptora és a toxin &dése a
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receptoraihozin vitro a pancreas tumorsejtek lizisét valtja ki (Sonca29). A CLDN-3 és -7
pozitiv endocrin setjekben kiindulé daganatok sifikgnsan magasabb mértékben termelték ezen
fehérjéket, mig a normal ductusokban megl€L.DN-1, -2, -3, -4 és -7 pozitivitast a tumorskjte
daganatos atalakulas soran nagyrészt megtartaizakpan a CLDN-3 fehérje termelés elveszett és
a CLDN-7 fehérjét is kisebb mértékben expresszafjakendocrin tumorokhoz képest. A CPE
potencialis targetjei kozul tehat szemben a ductadienocarcinomakkal az endocrin tumorokban a
claudin-3 jon sz6ba. Offner és munkatarsai panaaasnoma sejtvonalakon magas CLDN-1, -3, -
4 és 7 mRNS expressziot detektaltak (Offner,2085ELDN-1, -2 és -4 fehérje vizsgalatunkban
szignifikhnsan magasabb expressziot mutatott a atisicedenocarcinomakban az endocrin
tumorokhoz képest. Osszességében a claudin-3 sxjremegtartottsdga a normal endocrin
sejtekben és a daganatsejtek endocrin iranyu difeeéacialédasaban is fontos és jellémizhat a
claudin-3 fehérje expresszié hianya a tumorsejiaitalis eredete mellett sz6l, melyet a claudin-4
expresszid pozitivitdsa is tAmogathat. A claudipregszio mértéke a tricellulin expressziéval
ellentétben nem mutat szignifikans kilonbséget dorkioz grades, differencialtsagu
adenocarcinomak csoportjai kozétt és nem talalérydges eltérést a benignus, bizonytalan
természdt €és malignus endocrin tumorok kozott sem. A segadha daganatos progresszié soran
csokken. Az endocrin daganatokban a tumorok dediff@alédasaval csokkénCLDN-3 és -7
expresszio tendenciaja volt lathatd. Ez nem jel@mthagaban a sejtkapcsolatok fellazulaséat, mivel
szadmos invaziv daganatban a normal hamhoz képegasaiab claudin expressziot lehet
megfigyelni, igy cervix tumorok esetén példaul mre@d DN-1 termealdést lattunk (Sobel,2005),
epeuti tumorokban kifejezett claudin-4 expressszaiéltunk (Lodi,2006) és colon tumorok
esetében is magas claudin-1 tegdébt talaltak (Dhawan,2005). Altalaban eggyemlinem ismert,
hogy a komplex mintazaton bellil egyes TJ alkot@ésmegndvekedett vagy csokkent
expresszidjanak mi a biologiai vagy a carcinogesiesi betoltott szerepe (Heinzelmann-
Schwarz,2004).

Osszesszegezva:normalpancreasbara harom eltér hisztogenezis struktira jellegzetes
claudin expresszidés mintdzattal rendelkezik: a whichamsejtek claudin-1, -2, -3, -4 és -7
expressziot, az acinus sejtek claudin-1, -3, -47é&ermebdést mutattak, mig az endocrin szigetek
sejtjeiben csak claudin-3 és -7 fehérje expresgald észlelhat. A pancreas tumorokban észlelt
claudin expressziés mintazatot elemezve megallapkto hogy az Iényegileg megegyezik a
kiindulasi szovetek, sejtek expresszids mintdzatésa claudin-1, -2 és -4 fehérje azonban
szignifikhnsan magasabb expressziot mutat a decdénocarcinomakban az endocrin tumorokhoz
képest. Az exocrin ductalis pancreas carcinomaksteges claudin-1 és claudin-4
immunhisztokémiai pozitivitast mutatnak és negdtietaudin-3-ra, mig az endocrin daganatok
claudin-3 fehérje expresszidjadtrljes, de nem detektalhaté bennik claudin-1 ésdated. Az
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endocrin tumorok a claudin-7 fehérjét jelésdgn ebsebb meértékben termelik az exocrin
tumorokhoz képest. Az exocrin és endocrin tumorafresszids profiljaban a legjellediab
eltérések tehat a claudin-1, -3 és -4 fehérjék ébset voltak megfigyelhéek, melyek
differencialdiagnosztikai értékkel birhatnak. A wlin-3 expresszié megtartottsaga a normal
endocrin sejtekben és a daganatsejtek endocrigtirdifferencialddasaban is fontos és jellémz
tehat a claudin-3 fehérje expresszié hianya a tsejimk ductalis eredete mellett sz6l, melyet a
claudin-4 expresszié pozitivitasa viszont tamogatha epelti carcinomak és a pancreas exocrin
ductalis carcinomak claudin expresszids profiljahakonlosaga ismét mefsiti a TJ alkotorészek
expresszids mintdzatanak teesbiologiai jellegzetességét, mivel e két tumadipnormal
anatomiai strukturai egy telefifejl6dnek, ezért hasonlésdgot mutatnak az emlitett @amméban
és ezekbl egyes lényeges expressziok a carcinogenesiso@sesszio soran is megtartottak, igy a
claudin-4 pozitivitas is.

A tricellulinnal kapcsolatos vizsgalataink soramkiattuk, hogy dricellulin jelenléte mind
a normal exocrin pancreasban, mind a normal heypi@tcan és epeuti sejtekben jelen volt. A TRIC
fehérje pozitivitas pontokban vagy lineéris form@baolt tapasztalhaté a ductusokban,
ductulusokban és az acinusokban a sejtek apikélis@nal. A Langerhans sziget sejtek, csakugy
mint az endocrin tumorok, differencialtsagi foktdggetlenil TRIC negativnak bizonyultak. Ezzel
szemben eredményeink azt mutattak, hogy a jélrdiffgialt pancreas ductalis adenocarcinomaiban
a TRIC a normal ductusokhoz hasonlé poniszeozitiviths mutatott. A grade-2 tumorokban
azonban mar szignifikdns csokkenés volt tapastaliraely tovabb csotkkent az igen rosszult
differencialt grade-3-as daganatokban. A TRIC adicinal valé ko-lokalizacidja megésitett a
TRIC TJ-ban valé jelenlétét. A pancreas ductalicicamak dedifferencialodas sordn csokken
TRIC expresszidja a TJ érintettségét mutatja a afolgtban, melyhez hasonlé folyamatot
gyomorrakban és tébb mas human daganatban is kialu{dasuda,2010; Sanada,2006).

Vizsgalatainkban a HCC-k a normal méajakhoz hasanidagy heterogenitast mutattak a
tricellulin fehérje expressziéban és nem volt sifigins kilonbség a két csoport kdzott. Hatbol
parbol 6t HCCesetében a tumor a korngezumormentes majszévethez képest emelkedett
tricellulin expressziot mutatott, tehat a hepatorengenesis soran egyes esetekben a tricellulin
expresszio dhet, de 0sszességében a tricellulin expresszidégeade, tumormeéret, etiologia vagy
kor kozott nem talaltunk oOsszefliggést. Mivel a ldddtban leirt HCV ko-receptorként
funkcional6 occludinnal és claudinnal a tricelluinintén ko-lokalizaciot mutat, felmertl szerepe a
HCV sejtbe jutasanak &degitésében.

A tricellulin magi jelenléte eltér biologiai szabalyozasra utalhat, melyet eredmémgiez
genetikai eltérés vagy poszt-transzlacios médodilésanoma sejtekben példaul a claudin-1 magi
loklizacidja PKA-indukalta foszforilacio eredményé&rench,2009). Méasfél a tight junction
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fehérjéknek szerepe lehet a jelatvitelben (Terd(@0Az altalunk vizsgalt HCC-k kdzel 6tddeben
tudtunk magi tricellulin pozitivitast kimutatni ésaz esetek tobbségében ez gyenge
membranfesidéssel tarsult, mely jelezheti a tricellulin sejteellli transzportjanak zavarah
cholangiocarcinoma dedifferencialddasa soran kinuttacsokkent tricellulin expressziéo hasonlo
volt a korabbi vizsgalatunkban a pancreas ductaksrcinomaban észlelt jelenséghez
(Korompay,2012). A koz6s vonas magyarazata lehdtéta tumor ko6zos hisztogeneziskz
adenocarcinomdakban a szoveti, illetve cytologianten észlelt dedifferenciacioja tetten éthat
abortiv mirigykép#désben, de akar egy egysejtes invazido soran isn Eakyamatokban a
sejtkapcsolatok elvesztése, illetve valtozasat@egmjsolo strukturak alkotorészeinek cstkkent vagy
novekedett termétésének vagy sejten belll megvaltozott eloszlasénbdhet a kdvetkezménye.

A carcinogenesisben és tumor progressziéban teppesealkotérészek tulterndelése vagy
csokkent expresszioja egymas mellett |étezik ésdvégron az expresszios mintazat megvaltozasa
jellemez egy allapotot (Gonzalez-Mariscal,2008; -Naly,2009). Osszességében a valtozasok
eredményezhetik a sejtkozotti kapcsolatok leéptiésé paracellularis permeabilitds és transzport
kéros megvaltozasat (de Oliveira,2005). A cholacgioinomdban a normal epelti hamhoz
viszonyitva a claudin-4 tultermelése fluggetlenn&ofoyult a tumor grade-hez képest. A tumorok
biologiai viselkedésében a megvaltozott expres8ziqj alkotérészek hatasa igen ditézhet. A
daganat tipusatdl figghet, hogy egy adott fehé&jetis valtozas a daganat jobb vagy rosszabb
prognozisaval jar egyutt (Shin,2011; Yoshida,20INasfebl egyes TJ fehérjék ugyanabban a
daganatban tumor szupresszor tulajdonsagokkaltbhakamig mas TJ alkotorészek pedig tumor
promoterként viselkedhetnek (Cheung,2005). A chgimoarcinomakban, mint klasszikus
adenocarcinomaban azonban a pancreas ductalis@aihoz hasonléan a néegott tricellulin
expresszié a tricellulint alacsonyan tertheélmorokhoz képest szignifikhnsan hosszabb teljes
magasabb grade-el jart egyuitt.

Az FLC a HCC egy variansa, melynek nem ismert aalégfiaja és pathogenesise. A
klinikai jellegzetességek mellett tobb fehérje nearkexpresszidjanak immunhisztokémiai
vizsgalataval el lehet kuloniteni az FLC-t, a HCGCCC-t és a hepatoblastomakat. A markerek
expresszios mintazata megkilonbozteti az egyesasokiat(Ishak,2001). Az FLC-k citokeratin
profilja egyarant mutat hepatocyta erédéCK8, 18) és epedlti erede(CK7) vonasokat, melyet
sajat vizsgalatunk és méasok eredményei is nisgettek (Abdul-Al,2010; Ward,2010). Blent
mutatta ki munkacsoportunk, hogy az FLC megvaltoztdudin expresszidos mintdzatot mutat,
mely inkabb hasonl6 a HCC-hez, mint a cholangianamak claudin expressziés profiljahoz.
Mindazonaltal az FLC-k mind kvantitativ, mind pedigalitativ értelemben jellegzetesen eitér
claudin expresszios mintazattal rendelkeznek, retdiiloniti 6ket mind a HCC4dl, mind pedig a
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CCC-6l. Nemrég irtak le az irodalomban azt a genetikarést(Honeyman, 2014)mely az eddig
vizsgéalatok alapjan az FLC-ket jellemzi, igy agben varhatdan tébb informacio fog rendelkezésre
allni ezen daganatok molekularis pathogeneéisdz FLC eredményeink szerint a HCC-hez és a
CCC-hez viszonyitva alacsonyabb CLDN-1 és emelkedleDN-2 fehérje expressziot mutat €s a
normal majhoz képest mindkét fehérje terddése megndvekedett az FLC-ben. A claudin-1
altalaban magas expressziot mutat a hamokban ésriarbfunkcié és a polaritas fenntartasaban
kiemelked szerepe van. A transzgén egér kisérletek tanlsszggant is kritikus szerepe van, mivel
a claudin-1 K.O. egér bar megszuletik, de par niapt a@ehidraciéban és kovetkezményes
exsiccosisban elpusztuivel a hamok nem képesek a viz és elektrolit s&ep# megoldani
(Furuse,2002) (Tamura,2014). A claudin-1 koéros esgzidja a molekularis jelatviteli utak
érintettsége folytan is hozzajarulhat a laphamrakiafakulasahoz és egyes tumorok agressziv
korlefolyasahoz (Bello,2008; Dos Reis,2008; Pasdiz07; Sobel,2006). Az ismert adatok
CLDN-1 szerepéil a hepatocarcinogenesisben ellentmondasosak. ANZ1[@xpresszio éssege
egyfebl a HCC malignitasaval jél korrelalt (Higashi,200@ronbarin vitro eredmények szerint a
CLDN-1 fontos szerepet jatszik a HCC sejtek invgan (Yoon,2010). Sajat eredményeink azt
mutattak, hogy a normal majhoz képest mind a HCi@dmpedig a CCC szignifikansan taltermelte
a CLDN-1-t, mely a tumorsejtek invazios képessegétadd hozzajarulast tamogatja. A claudin-2
ezzel ellentétben magasabb volt FLC-ben, mint HEG-Bs CCC-ben, és az irodalmi adatok
alapjan magasabb paracellularis permeabilitassalisképddéssel és csokkent transepithelialis
elektromos ellenallassal jar egyitt (Van Italli€2R CLDN-4 fehérje expressziét a HCC-hez
hasonloan az FLC sejtekben sem lehetett immunkiéaimi mddszerekkel kimutatni. Az, hogy az
FLC sejtek a claudin-4-t nem termelik még az adj@tled: struktirdkban sem, tovabbssiti azt

a vélekedést, hogy az FLC inkabb hepatocyta irdtfférencialddast mutat, annak ellenére, hogy
CK-7-t expresszal, AFP-t pedig nem. Az egyik legéabebb eredmény az FLC-k CLDN-5
expresszidja volt, melyet altalanosan endothel iBpes TJ fehérjének tartanak. Mégis tobb
munkacsoport mutatta mar ki a CLDN-5-et normal hgtekben (Amasheh,2005), a tajb
retinaban (Kojima,2002) és a normal dldhengerhamsejtekben és a pneumocytdkban
(Paschoud,2007). A CLDN-5 expresszioja tumoroklmmzonosithatd volt (Soini,2005), igy az
emld Paget betegségében (Soini,2004) és tadenocarcinomaban is (Paschoud,2006), 8
CLDN-5-et kutyak hepatoid mirigyeiben, adenomakiéanrosszul differencialt carcinomakban is
kimutattak (Jakab,2010). Az &ltalunk vizsgélt HCE @CC esetek egyike sem expresszalta a
claudin-5-et, bar az immunhisztokémiai reakcié ®elgozitiv kontrolljaként a tumorok
neovascularis endotheljében a CLDN-5 reakcio poamlt. A CD34, mint vascularis marker
szintén pozitiv volt az erekben, de a tumorsejtegativak voltak és a HCC-k és a FLC-k sem
mutattak kulonbséget, mely megfigyelést korabbdalmi adatok méar alatamasztottak (Abdul-
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Al,2010). A CLDN-5 expresszio funkcionalis magyat még nem ismerjik, mindenesetre jelzi,
hogy az FLC-k molekularis mechanizmusai jellegzate&ilonboznek a tobbi majtumorétol.
Nemrég leirtdk, hogy a CLDN-5 az 0Osztrogén egy iigon felismert célpontjia az erek
endotheljében, ennélfogva a pathogenesisben isepserjatszhat és a jolen terapias
felhasznalhatésagara is mod nyilhat (Burek,2010jzsgalatainkban 6sszességében szamos
kuldnbséget tartunk fel az FLC és a HCC TJ kompseimek expresszidos mintazatdban, bar az
FLC claudin expresszidés mintazata inkabb a HCCawohlit, mint a CCC-re. Az FLC claudin-5
pozitivitasa egyedi vonas a primer majtumorokon Uibeés ezért differencialdiagnosztikai
markerként hasznalhato és fontos lenne megértereet az FLC pathogenezisében.

Munkacsoportunk mutatta kis éslzér a tricellulin jelenlétét human majtumorokba.
tricellulin-pozitivitas detektalhaté a hepato- és cholangéldyan. A fibrosis sulyossaga nem
mutatott 6sszefliggést a tricellulin i&dés mértékével. A makro- és mikronoduléacigrhotikus
majszovettricellulin-expresszidos mintazata hasonlénak byzdin a normal majszévethez. A
tricellulin IH reakcié a vizsgalHCC-benigen heterogén volt és nem mutatott 6sszefliggést a
tumorok differencialtsagaval. Antrahepatikus cholangiocarcinomakban (iCCC3, pancreas
ductalis carcinomakhoz hasonléan, a daganatok #advefokozatanak novekedésével, a
dedifferencialdodassal parhuzamosan a tricellulméfge expresszidjanak szignifikans csokkenését
észleltik. A rosszul differencialt (grade 3-as) twaok tricellulin fehérje expresszioja kifejezetten
csokkent a jol differencialt tumorokhoz képest.fiBrolamellaris HCC-ben (FLC) klasszikus
HCC-csoporthoz hasonlbéan az acinaris strukturakdianben a tumorsejtek apikéalis pélusan volt
lathatd linearis membranpozitivitas.

A cholangiocarcinoma esetében a tricellulin feftémagasan expresszalo ‘tricellulin high’-
csoportjanak tulélését szignifikhnsan hosszabbaki#tuk az alacsonyan expresszalé ‘tricellulin
low’ csoporthoz képest. A tricellulin fehérjét maga expresszald HCC-k esetében azonban a
betegek teljes tulélési ideje szignifikansan roblgegolt.

Osszegzésiil tehat elmondhatjuk, hotpglent irtuk le a tricellulin expresszids mintazatat
humén endocrin és exocrin pancreasban, valamirdogindés exocrin pancreas daganatokban. A
normal exocrin pancreasbamind az acinussejtek, mind pedig a ductulusok @stusok
expresszaltak a tricellulin fehérjét. Avancreas ductalis adenocarcinomabam normal
hasnyalmirigy ductus hamsejtjeihez hasonldéan aellilin immunhisztokémiai reakcidja a
daganatsejtek luminalis pdélusan mutatott pontspazitivitdst. A normdl endocrin sejtek és a
beblik kialakuld daganatok azonban nem termelnek ltulbet. A tricellulin termebdése a
pancreas ductalis carcinomak dedifferencialédas@sszhangban csokkent. A Kaplan-Meier
analizis szignifikAns 0sszefliggést mutatott ki atalis adenocarcinomék differencialtsaga és a
betegek tulélése kozott. Magfela tricellulin expresszid és a tumor differengalja kozott
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tapasztalt szignifikdns dsszefliggések alapjan sgalz fehérje expresszidja és a tulélés mértéke
kozott indirekt pozitiv korrelacio volt kimutathat@® claudin expresszié mértéke azonban, a
tricellulin expresszidval ellentétben nem mutasgignifikans kilonbséget a kilonkibfokozatu
pancreas ductalis adenocarcinomak csoportjai k@&sottem talaltunk Iényeges eltérést a benignus,
bizonytalan természietés malignus endocrin tumorok kdzott sem. A parscreeocrin ductalis
adenocarcinomak és a cholangiocarcinomak tricelldkpresszioja a dedifferenciacié soran
szignifikansan csokken, mely egyfeimegebsiti ezen daganatok kdz0s hisztogenezisét, nihsfel
az intercellularis kapcsolatok fellazulasat is zéleti, ezaltal ndvelve a tumorsejtek invaziés és
metasztatizald képességét. Ezen eredmények isvjidhia figyelmet arra, hogy az egyes
sejtkapcsold  struktura alkotérészek expresszidédozadanak lehet differencialdiagnosztikai,
prognosztikai jelerdisége, de eliha TJ egészének stabilitdsaraissegeére, funkcionalitdsara nézve

nehéz kovetkeztetéseket levonni.

A hepatoblastomaa gyermekkor leggyakoribb primer majdaganata gg&akben és a
HCC-vel ellentétben jol reagal a kemoterdpias keszel A fetdlis epithelialis altipus esetében
(dontben vagy kizardlag fetalis komponenst tartalmazoanjobbak a kdzolt talélései adatok,
kulondsen akkor ha a tumor rezekcio épben torténkiési a tumorsejtek osztdédasi aktivitasa
(Lopez-Terrada,2012). A tavoli attétek jelenlétgw#okalis recidiva kedvéitlen prognosztikai jel
(Ismail,2012). A fetalis altipus j6l differencidlsejtekidl all, melyek fetalis hepatocytékra
emlékeztetneKT6bb proliferacios marker expresszidja eltéréstandB epithelialis altipusaiban: a
fetalis sejteket magas TGEF-és alacsony PCNA és cyclin A expresszio jellemmig az
embryondlis sejtek szignifikAnsan magasabb oszitodédivitdst mutatnak (Kiss,1998),
(Halasz,2006; Schlachter,2014). A fetélis szubtipssjtkapcsold struktara alkotérészként
fokozottan termeli az E-cadherint (von Schwein@8@). A klinikai stadium mellett jelenleg a HB
szOvettani tipizadlasanak van meghatarozé prograssztiés prediktiv szerepe. A HB
differencialtsaganak mértékét az epithelidlis kongsek ardnya hatarozza meg, a
hepatoblastomak kozel 7%-a mutatja a jol differ@hdetalis epithelidlis fenotipust, mely esetben
az elfogadott nemzetkdzi terapias protokollok atl@asaval gyakorlatiiag minden beteg tuléli
betegségét (Malogolowkin,2011). A tisztan fetaltfpasban nincs szikség kemoterapias kezelésre,
a daganat teljes eltavolitasa elégséges. Masiedzont a fetalis altipus az esetek tobbségében a
kevésbé differenciélt epithelidlis szubtipussal.eazryonalis komponenssel egyutt észlélhdt
rosszabbul differencialt, magasabb osztédasi a#tisal rendelkéz embryonalis komponens
varhato Klinikai lefolyasa rosszabb. Ugyanakkoréa &ltét epithelidlis komponens morfoldgiai
elkilonitése nem mindig egyértdlnés kevés megbizhaté markerek all rendelkezésrell&ma
prognézis, illetve predikcié szamara is kevés ddstnalhatd indikator. A Sal-like protein 4
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(SALL4) transzkripcids faktor expresszigjat leirt@nbryonalis szubtipusban, de a fetalis és
mezenchymdlis komponensek negativnak bizonyultakie(®ni,2013). A HepPar 1 &
immunhisztokémiai feétlést mutat a fetdlis altipusban, azonban az eméligonés a
mezenchymalis komponens szintén negativnak bizanuCEA és glutamin szintetaz is szintén
nagyobb meértékben expresszalodik a fetalis altimusiz embryonalishoz képest (Armengol,2011).
A claudin-1 és a claudin-2, valamint a tricellufiehérje expresszié intenzitdsa és ddstsejtek
aranya is szignifikansan magasabb voltepatoblastomanintakban a tumor korili, tumormentes
majszovethez viszonyitva. A fetalis szubtipusbarrieellulin immunreakcié szemikvantitativ
kiértékelése szignifikansan magasabb értéket ntutatmd a kérnye& majhoz, mind pedig az
embryondlis altipushoz képest . A hepatoblastornékgn differencialfetalis komponensében a
claudin-1, claudin-2 fehérje és MRNS expresszidamiat a tricellulin termefdése is
szignifikansan magasabb, mint a rosszabbul diff@éihembryonalis komponensheh rosszabbul
differencialt embryonalis komponens csdkkent clatdi -2 és tricellulin expresszioja magasabb
osztodasi aktivitassal tarsul. Ez a jelensé@-eatenin magi transzlokaciéjaval nem mutatott
korrelaciot. A claudin-1, -2 és tricellulin express tehat a hepatoblastoma sejtek differenciacios
markerének tekinthét A tricellulint alacsonyan expresszalo esetek rsfilgansan révidebb teljes
tulélést mutattak a Kaplan-Meier kiértékelésbenaeltulint magasan, a median folott expresszalo

esetekhez viszonyitva, mely fontos prognosztikinejetekinthed.
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V.2. TJ expresszids mintazatanak prognosztikai ésrgdiktiv

jelentésege, valamint az eltaf mintdzatok értelmezése a
daganatok hisztogenezisében es pathobioldgiajaban

urogenitalis tumorokban

A korabbi irodalmi megfigyelésekhez hasonléan abkbibz claudinok urothelen bellli
eloszlasa jellegzetes a hugyuti hamra (NakanisB8R0A claudin-1 expresszio tipusosan a basalis
és intermedier rétegekre jellezmig a claudin-3, -4, és -7 jelenlét@ely az urothel felsbb
rétegeiben volt megfigyelh&t A claudin-4 és -7 ezen expresszids mintazatankisién kifejezett
volt UP-ban, PUNLMP-ben és LG-UCC-ben. A claudiexpresszid viszont gyenge és elszort volt
a vizsgalt tumorentitasokban.

Annak ellenére, hogy a vizsgalt urothelidlis LG-U@em voltak invazivak, a LG-UCC-k
szignifikAnsan csokkent claudin-1 expressziot ésllemdett Ki-67 indexet mutattak az IUP-khez
képest. Ez segitséget adhat a pathologusoknakietamié szempontjabol nehezen megitélhet
esetekben. A pontos diagndzisnak jelegge van a klinikum szempontjabdl, mivel az |URedgat
a sebészi rezekcié utan nem kezelik, mig a LG-U€dek postoperativ kezelésben részesuilnek.
Ezen tulmeten a j6vWben még fontosabba fog valni, hogy a valéban aghesisb onkoldgiai
kezelést igény betegeket joI be lehessen azonositani és ez&tékdnyabb legyen az orvosi
beavatkozas és kovetkezményesen ndvekedjen astidée. Eiber és munkatarsai szintén leirtak
az invertalt novekedési mintazatot mutaté urothisliéarcinoma esetekhez képest szignifikansan
csokkent Ki-67 fesidést IUP-ban, ugyanakkor a CK-20 expressziéban meatkozott kiilonbség
a két csoport kozétt (Eiber,2007). VizsgalatunkladP-hez, IUP-hez és PUNLMP-hez képest a
LG-UCC-kben észlelt csokkent claudin-1 and -2 espzéd tovabb ésiti azt a nézetet, mely
szerint a megvaltozott TJ Osszetétel a carcinogeréss a tumor progresszio egyes lépéseit jol
jellemzi. Ugyanakkor csak az LG-UCC-k IUP-hez visyibott csokkent claudin-1 expresszidja
bizonyult statisztikailag szignifikansnak. EnnéNag egyértelmi és altalanos eérvéfiy
kovetkeztetést a LG-UCC-k csdkkent claudin expriégsdl nem lehet levonni. Mast#l viszont
Nakanishi és munkatarsai megnovekedett claudirB,lgs -4 expresszibt figyeltek meg a dels
hagyutak ebrehaladott stadiumu UCC-jében, mely jelenség rowitEléssel asszocialddott
(Nakanishi,2008). A munkacsoportunk a rossz promsat sz6vdott, rovidebb RFS-el rendelk&z
low-grade, nem-invaziv UCC-kben magas claudin-4esgxiot irt le, mely egybecseng a claudin-
4 expresszid és az 6ethaladottabb huagyuti carcinogenesis és progredsiidtt feltételezett
0sszefuggéssel. Ezen adatok 6sszességében anakytadgy a claudin expresszios profilt az UCC-

k klinikai viselkedésének predikciojara is fel lae hasznalni. Sajat vizsgalatunkban nem talaltunk
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szignifikans Osszefliggést a claudin-1, claudin-K;506, CK-20 és Ki-67 expresszid és vizsgalt
urothelialis tumorcsoportok k6zoétt, sem pedig aSRBz06tt. Lechpammer és munkatérsai érdekes
megfigyelést tettek: a vilagos sejtes veserak kézepgy afs claudin-3 és -4 expresszidja korrelalt
a teljes tuléléssel (Lechpammer,2008). Hasonlé mdaoclaudin-4 expresszid jol korrelalt az
elérehaladott stadiumu prostata rakkal, mig a csokkdatdin-1 expresszid a multivarians
analizisben a betegség rekurrenciajanak flggetlediktoranak bizonyult (Sheehan,2007). Ezzel
ellentétben, Boireau és munkatarsai invaziv és-bigde UCC-ben cstkkent claudin-4 expressziot
irtak le mind fehérje (IHC), mind pedig mRNS szmtenig a felszines, low-grade UCC-k nem
mutattak ezt a jelenséget (Boireau,2007). Ezenz&kzeungyanakkor a tumorok eli@rclaudin
expresszigjat a kdrnyéztumormentes uroepithelhez képest adtak meg. Ezsgalati metodikat
és eredményeit azonban a ,field carcinogenesisi Bagyholyag normal hagyati hamjaval valé
0sszehasonlitas hianya alaest befolyasolhatja (Jones,2005).

Osszességében a magas claudin-1 fehérje exprasgithet elkiloniteni az IUP eseteket az
UP-t6l, a PUNLMP-6l és a LG-UCC4il. A low-grade papillaris urothelialis rak magasuwdin-4
expresszidja és a PUNLMP-ben észlelt alacsony mlalicexpresszid rossz klinikai prognozist
jelezhet és ezen eltérések rovidebb recidiva menikdéssel tarsulnak. Ezzel ellentétben a
PUNLMP-k magas claudin-1 expresszidja és az alacstaudin-4 expresszio a LG-UCC-kben
jelensen jobb klinikai progndzissal tarsul. Ezen tulaisigok alapjan a jében segithetnek azon
betegek kivalasztasaban, akik szorosabb utankdyéfiésve adott esetben agresszivebb terdpiat
igényelnek.

Az urothelen és a hagyhdlyag tumorokon a claudinpressziés mintazatanak
feltérképezésében végzett kutatdsainkkal alépweta sejtkapcsolé strukturak molekuléris
felépitésének valtozasait, ezen belibstsban a claudinok szerepét kivantuk feltarni aglagias
folyamatokban, igy a hagyhdlyagrak kialakulasabanpéogresszidjaban. Ezen felul a claudin
expresszidos mintazatban fejldifferencial diagnosztikai leh&tégeket és prognosztikuséer
kivantuk vizsgalni. Klinikailag ugyanakkor fontos telyes diagnozis és az ehhez sziikséges
markerek megtalalasa, mivel az Gjonnan diagnodtztizéthelialis carcinomak (UCC) mintegy fele
recidivalni fog és 10%-20%-uk pedig magasabb gfgdéietve stadiumu daganatba fog
progredialni. A claudinok pathologias allapotokbaftés expressziés mintazata nemcsak a
differencial diagnosztikdban, hanem egyes tumonokbarognosztikus, illetve prediktiv
jelentbséggel is birhat. Az eifiakok esetében a ,claudin low , csoport az elmuktkben 6nalld
entitdssa lépett &lés jellegzetes, sajnos rossz prognoézissal taBadsg, 2011). A hugyhdlyag
tumorokon végzett vizsgalataink a high grade UCE€rkIszignifikhnsan magasabb CLDN-4 és
csokkent CLDN-7 fehérje expressziot talaltak a lgnade UCC-khez képest. A tumoros és nem

tumoros szovetek ardnya mintanként valtozé lehetesnem az izominvazid jelenségének
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készbnhet, mert a LG és HG csoportok kdzti 6sszehasonlitast a T2 stadiuma daganatok HG
csoportba tortéh kizardsaval, mind pedig bevételével elvégeztikhasonl6 végeredményre
jutottunk. A claudin mintazat 6néllé felhasznaltsitgara mutat az az eredményink, hogy a magas
claudin-7 expresszio révidebb rekurrencia menteséssel asszocialt TaTl UCC-kben, azonban a
magasabb Ki-67 expresszi6 nem mutat ezzel Ossaistiggrdekes mddon a claudin-7-et
alacsonyan vagy magasan expresszald csoportoktkdedt mutatkozott szignifikans talélésbeli
kiulénbség annak fuggvényében, hogy kaptak-e a dletgmpstoperativ BCG kezelést vagy
intravesicalis kemoterapiayd teszt). igy tehat a claudin-7 expresszio volteggedili variabilis
tényed mely befolyassal volt vizsgalatunkban az éltéekurrencia-mentes tulélésre (RFS) nem
izom-invaziv hugyhdlyag rédkban.

Vizsgalatunkban kiléndés médon a RFS hosszabbavblG csoportban a LG-hez képest,
mely megfigyelést masok vizsgéalatai is mégéettek. Egy hosszu tavu kovetéssel a low-grade
UCC betgegekben a tumor rekurrenciaja tébb mine&ett (Miyamoto,2010), de alacsonyabb,
minddssze 35% volt a T1 stadiumu, high-grade utiatieetumorokban intravesicalis BCG terapiét
kovetben (Kakiashvili,2011). May és munkatarsai ugyanakkdvidebb RFS-t és magasabb
rekurrencia ratat észleltek HG papillaris UCC-belnGatumorokkal 6sszevetve (May,2010). A mi
vizsgalatunkban a low-grade tumorokat 48% rekuieejgtlemezte, mig a high grade daganatoknal
17% recidivat észleltiink. A magasabb frekvencigpidiva az RFS-re is hatassal lehet. A hosszabb
RFS a high grade csoportban val6sid#g a BCG terapianak készonbemely terapidban a HG
betegek csoportjabol 20-an részelltek, mig 6sszésketeg a LG csoportban. A BCG terapia
hatasa a rekurrencia késleltetésére ismert jeledggpbs,2010); (Kakiashvili,2011)

Osszegzésil megallapitottuk, hogy n@rmal urothelbena claudin-1 fehérje expresszié
alapveben f©Hként az urothel basalis rétegeiben mutatkozott, raigclaudin-2 reakcié a
basalis/peribasalis rétegekben. A claudin-3 ésmbiunreakcio gyakorlatilag negativ volt és a
claudin-10 sem volt detektalhaté. A claudin-4 ésimimunhisztokémiai pozitivitds viszont az
urothel fel$ rétegeit jellemezte. A higyhdlyagrakok csdkkeatidin-1 és emelkedett claudin-2, -4
és -7, valamint Ki-67 fehérje expressziét mutattaky a claudin-1, -2, -4 és -7 mRNS expresszi6
emelkedett volt a nem-gyulladasos kontrollhoz wgdtva. A morfometriai vizsgalatunk kimutatta,
hogy a T2-es stadiumdu, izominvaziv tumorok figydbemvétel&il fliggetlenial aHG-UCGk
szignifikAnsan magasabb claudin-4 és Ki-67, valasuignifikansan alacsonyabb claudin-1 fehérje
expressziot mutattak aG-UCC tumorokhoz viszonyitva. A HG tumorok szignifikAnseosszabb
teljes tuléléssel rendelkeztek a LG tumorokhoz &&pe

Az invertalt papillomak mintegy haromnegyedében a claudin-1 déés a daganat teljes
terjedelmében pozitivitdst adott és 0sszességélzerninwertlt papillomédkban szignifikAnsan
emelkedett claudin-1 expresszid mutatkozott a fmapdkkal, valamint a PUNLMP-kkel és a LG-
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UCC-kkel valo 0sszehasonlitasban, akar morfometrakar szemikvantitativ kiértékelést
alkalmaztunk. A claudin-1-et alacsonyan, azaz a iamedalatt expresszald6 PUNLMP-k
szignifikansan rovidebb szégmény mentes tulélést mutattak a claudin-1-et ne@gas median
folott expresszalo PUNLMP-khez képest. A claudiatdnagasan, a median folott terthélG-
UCC-k szignifikdnsan rovidebb szédmény mentes tuléléssel rendelkeztek a claudin-4-et
alacsonyan, a median alatt expresszal6 LG-UCC-kdgmest, azonban érdekes modon a Ki-67
expresszié nem mutatott 6sszefliggeést a tuléléddat-UCC-k szignifikAnsan magasabb, a Ki-67
magi pozitivitas altal jelzett proliferaciés akté@ssal rendelkeztek a normal urothelhez,
papillomakhoz és RUNLMP-khez kéest Azon Ta-T1-es tumorok, melyek magasan, azaz aamed
folott expresszaltak a claudin-7 fehérjét szigrifikan rovidebb szédmény mentes taléléssel
rendelkeztek a claudin-7-et alacsonyan, a meddthedpresszalé tumorokhoz képest

A claudin expresszié meértéke és mintazatan@amal cervicalis hamhozépest mar a
carcinogenesis korainak szakaszaiban is, tehatNal-@ll-ben is megvaltozott. A legkifejezettebb
eltérés a claudin-1 és -7 fehérjék esetében valeleet, melyek termdldése a progresszioval
jelentbsen novekedett, a maximumat a CIN HlI/CIS |éziokléawe el.Elssként igazoltuk, hogy a
cervicalis carcinogenesis folyamataban szamos Diepr expresszidja jelefgen megvaltozik. A
varttal ellentétben a praemalignus elvaltozasokiiekozodott az egyes claudinok expresszidja.
Ezen medfigyelés arra utal, hogy a TJ mddosulasgy ismert a carcinogenesis sordn, nem
feltétlentl az egyes TJ-t alkoté proteinek elvesavél jar, ellenkeideg, atmenetileg fokozott
expresszido mutathato ki, legalabbis a korabbi szadédan. Szamos adat igazolta vizsgalataink
elkezdését kovéen az irodalomban, hogy ez mas szervek laphdm téregiemalignus
elvéltozasaiban is hasonloan torténik. A nagyoblmnmgiségben kimutathaté TJ protein jelenléte,
mely a praemalignus léziokban észlethenem feltétlentl jelenti azonban a TJ funkcio
.erosodéseét”, azaz a sejtkapcsolatok szorosabba valasaiem ellenkditeg, a barrier és
sejtkapcsolatok lazuldsanak és a novekedési faktbeiasanak fokozott érvényesilését teszi
lehetvé. A vizsgalt claudinok expresszidjanak jetenhovekedése a daganditelelvaltozasokban
a sejtkapcsolatok alakulasat Gj megvilagitasba dzelyA fenti eltérések arra utalnak, hogy a
sejtkapcsolatok TJ fehérjék altal tordérszabalyozasa a protein 0sszékevigen bonyolult
kdlcsbnhatasanak az eredménye, mely nem feltétleingti az elvart mennyiségi ,csokkenés”
lehetiségét. A TJ pontosan felépitett molekularis szestéd®en az egyedi 6sszeikvaranyanak
megvaltozasa is alapwetunkcionalis zavart eredményezhatleirt TJ fehérjék expresszidjanak a
fokozodésa, efsorban a claudin-1 és -7 esetében, a ,rezisztemgldl lapham praemalignus
szakaszait jellendzelvaltozasMindez azt a reményt nyUjthatja, hogy a fokozadiudin expresszio
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kiegészib markerként jelezheti a korai eltéréseket a celigicaarcinogenesisben. Diagnosztikus
felhasznalasa mind az immunhisztokémiai, mind azmumcitokémiai vizsgalatok soran
felmertlhet. A T1+T2 laphdmrakokban a TJ fehémédpresszidjanak jeletd csdokkenése volt
megfigyelhed a praemalignus elvaltozasokhoz viszonyitva, azombég magasabb volt a normalis
hamban detektalt értékekhez viszonyitva. Ezen audkatia munkank megjelenése 6ta szamosan
igazoltak az irodalomban, hivatkozva megfigyelélsain Megled, hogy a TJ proteinek még
jelentbs mennyiségben kimutathatok az invazié soran észfutkabban expresszalddhatnak a
daganatban, mint a normalis hamban. Ezen adatatkagcsolatok szabalyzasa igen bonyolult
folyamatanak fontossagat hangsulyozzak a carciresigefolyamataban.

Munkacsoportunk a claudin expresszio jellegzetdorasat szamos tumorban vizsgalta és
publikalta eredményeit (Gyorffy,2005; Halasz,20066di,2006; Tokes,2005), igy a cervix
premalignus lézidiban és malignus tumoraiban (520@5). A tumorokban észlelt jellegzetes
expresszios mintazatok megkilénboztethetik a kidahthisztogenezis tumorokat (Soini,2005).
Az endometrioid és seropapillaris endometrium adarenomak jellegzetes claudin-1 és -2
expresszios kilbénbségei szintén ezt a nézetet w@fakgTehat 6sszegzésiik megallapitottuk, hogy
a normal cervicalis laphambamz occludin és a claudin-2 fehérje egyarant alisasétegben
lokalizalédott, mig a syndecan-1 és a claudin-1¢s47 terméldés a parabasalis és intermedier
rétegben volt kimutathat6. A cervicalis intraepiihies neoplasia (CIN) és invaziv carcinoma
stadiumaiban alaudin-1 fehérje expresszié szignifikans novekedése volekdalhato, mely a
progresszio érehaladasaval ndvekedett. ddaudin-4, -7expresszido a CIN léziokban ugyancsak
szignifikhnsan magasabb volt a normal hamhoz képgstaemalignus elvaltozasokban a claudin-1
expresszidja mutatta a legtrljesebb novekedést, mely a CIN diagnosztikus sraként
szolgalhat. Mig a claudinok expresszibéja a CIN/Gé2idkban progresszivenéty, addig a
syndecan-lexpresszio csokkent a CIN progresszidjaval. Ezextokddsszeségében azt mutatjak,
hogy az egyes TJ protein alkotérészek és a syndeadtes, azonban jellegzetes expresszios

mintazatot, illetve valtozasokat mutatnak a cehsgazarcinogenesisben.

A TJ szelektiv permeabilitasa az embryo beagyazaiddasis szerepet jatszik, befolyasolhatja az
endometrium befogadasi képességét (Riesewijk,20@319,2004). Egyes claudinok expresszidjara
hatassal lehetnek jelatviteli ttvonalak, igy a dlatl termebdésére @-catenin jelatviteli utvonal
(Miwa,2001), a claudin-4-ére a transforming grovettorp (TGF{) (Michl,2001), a claudin-2-ére
az IL- 183 (Yamamoto,2004gs ezen feltart kapcsolatok szama folyamatosastilés forditott
irAnyban is mikodhet egyes TJ alkotorészek és jelatviteli Utvak&bzott. Vizsgélatunkban fehérje
szinten a claudin-1 és -2 immunhisztokémiai reak@icelkilonitette a seropapillaris varianst az
endometrioid endometrium adenocarcinomatol, azordlmmMmRNS expresszid csak a claudin-1
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expresszioban tart fel szignifikdns kilonbségetéa &ltipus kozott. A claudinok expresszids
szabalyozéasa soran a pathologias torténések furdisamagyarazata ellentmondasos lehet, mivel
sokszor a komplex véaltozasok egyes elemeit lagakalacsony claudin-1 expressziét a colorectalis
carcinoma invaziv tulajdonsagaval hoztak 06sszefilggeé (Resnick,2005), csakugy, mint
emlbrakban (Tokes,2005). Egyes faktorok mind a claddimind pedig a claudin-2 expressziojat
befolyasoljak, mig masok szelektiven hathatnak g&i$@005; lkenouchi,2003; Mankertz,2004;
Miwa,2001). A két claudinnak eli@rfizioldgids, funkcionalis szerepet tulajdonitanakclaudin-1

az epithelialis barriert kevésbé ateréseét teszi (Furuse,2002; Inai,1999), mig a claudia-2
junkciok ateressiképességét noveli (Amasheh,2002; Furuse,2001). 8aclaudin-1 és -2
expresszids kulonbségének funkcionalis jélsége nem tisztazott, a jellegzetes, homogén
immunhisztokémiai mintdzat alkalmas az |. és Ipusii endometrium carcinoma Kkielégit
diagnosztikus hatékonysagu elkulonitésére. Sarginm@nkatarsai (Santin,2005pRNS chip
technologiaval a claudin-3 és -4 expressziot aztwitdk, mint az endometrium seropapillaris
tipusdnak markerét, azonban eredményeink szenntaselaudin-3, sem a claudin-4 nem mutat
jellegzetes kilonbségeket a két entitas kdzott,elsaressziojuk magas volt. A claudin expresszio
alapjan a seropapillaris carcinoma claudin-1 maga¥NS és fehérje expresszidja alapjan
jelentbsen eltér az alacsony expressziot mutatdo endomethiyperplasiatél és az endometrioid
carcinomatdl. Ez egyben a hyperplasia-endometricadcinoma pathogenesis kilonBéagét
mutatja a seropapillaris carcinoma eltéialakulasatél és az endometridlis carcinogenéséis
szemléletét tAmogatja (Lax,1997; Sherman,1995tik@zheti az eltér cellularis eredetet és az
elté jelatviteli atvonalak érintettségét, mely a seft@riés és invazios kilonbségeket is
magyarazhatjak. A claudin-1-et tulterfidlumorok agresszivabb klinikai viselkedése a téspi
megkozelitések valtozdsat is maga utan vonhatjegikifv értéki lehet. A ®ropapillaris és
endometrioidtipustendometrium carcinomakdzott tehat szignifikans kilénbséget detektaltank
claudin-1 és -2 expresszioban mind immunhisztokemm@and mRNS szinten. A claudin-1
szignifikansan magasabb volt a seropapillaris ereddom adenocarcinomaban, mint az
endometrioidban. A claudin-2 szintén szignifikame forditott kilénbségeket mutatott. Ez
tukrozheti az eltér cellularis eredetet és az eliéjelatviteli Utvonalak érintettségét, mely a

sejtadhézids és invazids kildnbségeket is magyatjakh
V.3. MikroRNS expresszios mintazat vizsgalata és pdiktiv

jelentésege human majdaganatokban és HCV hepatitisben

A modern terdpias lehiégek dacara a HCC a mai napig onkoldgiailag rbssaelhed,

rossz prognozissal bir6 betegség. A sorafenib (Weky Bayer-Schering Pharma) - azdels
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bizonyitottan szignifikans tulélésbeli javulast boeélzott terapia - meérfoldkek tekinthed a
betegség kezelésében. A sorafenib egy multi kidéip gydgyszer, mely mind a proliferaciét, mind
pedig az angiogén jelatviteli Utvonalakat befolysdobbek kdzétt a Raf/MEK/ERK jelatvitelt, a
vascular endothelial growth factor receptor-2-t-84 (VEGFR-2,-3), valamint a platelet-derived
growth factor receptop-t (PDGFRg)(Wilhelm,2004). A sorafenib szignifikansan megnidvee
teljes tulélést, azonban csak korlatozott klinikaatékonysaggal bir, jorészt a betegek
heterogenitasanak és a biomarker hidnyanak kosfi@mh(Lachenmayer,2010). Ezért a sorafenib
kezelt betegek esetében a kezelés kimenteléibedjadzése olyan igény a klinikum réséemely
meég nem Kkerilt megoldasra, ugyanis nincs egyetetdshetséges klinikai vagy molekularis
markerek hasznalhatésagat ien (Baek,2011). A mikroRNS-eka génexpresszio olyan
epigenetikai szabdalyozd6i, melyek az onkogén ésumot szupresszor géneket egyarant
befolyasolhatjak, igy a cacinogenesisben fontosrepet tblthetnek be. Ezen tdlnéem a
mMikroRNS expresszio eltérései, ezaltal a génexpi@ssnintdzat megvaltozasa prognosztikus és
prediktiv jelensséggel is birhat. Ez altalaban véve igaz a maligiagsnatokra, igy a HCC-re is. A
mikroRNS-ek stabilitasa és kis meéretik, valamintgbnebttséguk folytdn az archiv, FFPE
mintakbol valé vizsgalhatdosaguk j6. Ezaltal a mikiNS-ek idealis biomarkerek lehetnek és
segithetnek a diagndzis, a progndzis és a terapidsszérzékenység pontositasaban,
meghatarozasaban (Giordano,2013). A mikroRNS viasgi&a a kis mennyiségRNS szikséglet
miatt kis mérdi mintak, akar FNAB mintak is alkalmasak lehetnekelyat tobb aspiracios
biopszias anyagon végzett tanulmany is mégjeett, igy a pajzsmirigyd (Kitano,2012),
pancreasbodl (Ali,2012) és t6iobl (Petriella,2013). Ezen irodalmi adatok alapjan G4ken
munkacsoportunk végezteser6r az FNAB mintdk mikroRNS profiljanak elemzésgtal a céllal,
hogy ebrehaladott m4jrakban vizsgaljuk a mikroRNS-ek pikidd jelentsségét. A vizsgalt betegek
a sorafenib kezelés&t nem részesltltek sem sebészi, sem pedig locon@lgs vagy szisztémas
kezelésben, ezért varhatoan a mikroRNS mintdzatmarok eredeti molekularis hatterét tikrozi.
Eredményeink alapjan egyes klinikopathologiai parerek és a mikroRNS expresszido kodzott
taldltunk osszefiggést. A magas miR-214 expredssigbb tumor mérettel asszocialodott, mely
illeszkedik az irodalmi hattérhez, mivel a miR-2ikfnert tumor szupresszor mikroRNS, mely a
HCC sejtek novekedését vitro gatolja (Wang,2012). A miR-224 kivételével a tomzsgalt
mikroRNS és a predikcido kozott nem taldltunk ©6ssggést. Korabbiin  vitro vizsgalatok
felvetették, hogy egyes mikroRNS-ek érzékenyitid@C sejteket sorafenib kezelésre: a miR-122
expresszio helyreallitasa a HCC sejtekben jétamt cstkkentette a tumorsejtek klonogén tulélését
€s novekedését a sorafenib kezelés alatt (Bai,2009niR-34a igazoltan ésiti a sorafenib
indukalta toxicitast és az apoptosist (Yang,20182. altalunk vizsgélt esetek kozll egyik
mikroRNS sem mutatott sszefiiggést a betegek séédd. Erdekes modon a kezelésttemiR-
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224 expresszid a sorafenib kezelés alatti OS-ed €-S-el asszocialodik. A miR-224 gyakran
tultermebdést mutat HCC-ben, ezért majrakban onko-miR-kémttjdk szamon, mely a
sejtosztddast, migraciot, invaziot és apoptozigaeant befolyadsolhatja (Zhang,2013). A miR-224
tultermebdése és ennek a betegek rossz progndzisaval tédénbciacidja ismert a méhnyakrak
esetében (Shen,2013) és leirtak glioma betegekbdhu,2013). HCC betegekben a miR-224
expresszié nem korrelalt a tuléléssel, de ha a 22iRtlultermeddését és egyidéieg a SMAD4
csokkent expresszidjat is szamitasba vesszik, akdar HCC betegek rovidebb varhato tuléléssel
rendelkeznek (Wang,2013). Bar ez a megfigyelés mesdportunk eredmeényével latszélag
ellentmondasban van, egyben jelentheti azt isy lrognagas miR-224 szinttel rendeli&dzetegek
jobban reagéalnak a sorafenib kezelésre és igy eldsehatasara jobb a varhaté prognézis. Hasonlo
jelenséget taldltak colon carcinoma sejtekben, aholiR-224 expresszid jelenléte érzékenyiti a
tumorsejteket methotrexate kezelésre (Mencia,2(MCYL sejtvonalakban pedig a celastrol kezelés
metasztazis képrést gatlo hatasat a miR-224 teréuds csokkentésén keresztul éri el (Li,2013).
Erdekes modon a miR-224-nek Ksttszerepet tulajdonitanak a sejtciklus szabalybzisanind a
sejtosztédast, mind pedig az apoptosist seékbatassal (Wang,2008; Zhang,2013). Ezaltal mig
egyfebl a magas miR-224 szint a tumor progressziot tamegserkenti, addig mastéla HCC
sejteket érzékennyeé teheti a (drog-indukalta) agmgta. A miR-224 tbbb lehetséges célpontja
kozott van a tobbek kozott a PDGRRés PDGFR3 (Dweep,2011; Murakami,2006). Mindkét
molekula expresszalodasat a rossz progndzis (Qbkh)2illetve a rezekalt HCC betegeknél a
révidebb teljes talélés prediktoranak tekintik @&011). Ezen tulméen, a PDGFR3 a sorafenib
kezelés egyi ismert célpontja (Wilhelm,2004)(ydékes modon, egy korabbi tanulmany azt talalta
- mely a mi vizsgalatunkhoz hasonlé vizsgélati rdiétat és tervet alkalmazott -, hogy a sorafenib
asszocialodott (Chu,2013). Ez dsszhangban vanaa sagdmeényeinkkel, melyek szerint a miR-
224-et magasan expresszalé (ez az irodalmi adatekns a PDGFR3 expresszio lehetséges
vizsgalataink eredményének interpretalasabart keiszafogottsdg sziikségeltetik, mivel relativ
kicsi a bevont betegek szama és hianyoznak a nerartis kontroll esetek, valamint nehézséget
jelent az elemzés retrospektiv volta. Nagyobb beeohortokra és prospektiv vizsgalatokra lenne
szliikség, hogy validalni lehessen ezen legfrissebdngnyeinket. Sajat vizsgalataink szerint a
mikroRNS-ek biomarkerként és a terapiara adott ikdin valasz prediktoraként egyarant
felhasznalhatoak.

A miR-ek kéros expresszidja a carcinogenesis fobtamak része. Egyféla csokkent miR
szintek onkogének megndvekedett expresszidjat emegezhetik, melyek a sejtproliferaciét és a

tumor novekedését tamogatjak, madifeliszont a megndvekedett miR terbeés bizonyos
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sejtciklust gatldé tumor szupresszor gének teboesét gatolhatjak (Shenouda,2009). A
megvaltozott miR expresszidos mintazatnak diagnkisztiés prognosztikus jeléstge is lehet
(Rong,2013). A HB fetalis és embryonalis/fetalispalsaiban (Adesina,2009; Chopra,2010; Lopez-
Terrada,2009), valamint a hepatoblastomaban a tukiatakuldsaval kapcsolatos gének
megvaltozott expresszidjat tobb irodalmi adat tatasala (Cairo,2010; Magrelli,2009; von
Frowein,2011). Ennek ellenére vizsgalatunkteh miR-ek fetalis és embryonalis komponenseinek
0sszehasonlitd miR expresszids analizisét még néndltkk. A HB-t sokszor a HCC-hez
hasonlitjak, mely tumor joval gyakrabb és molekislazinten is tobb informacié all rendelkezésre.
Azonban a HB valGszitleg embryonalis maj progenitor sejtéklalakul ki €s mas majbetegségek,
igy a virushepatitisek sem allnak 6sszefiiggéshbalnkdlasava(Cairo,2010). A HCC-ben gyakran
megvaltozott expressziot mutatd 15 vizsgalt miRrékatsanis,2013; Pineau,2010; Varnholt,2008)
ko6zil a miR-17-5p, a miR-122, a miR-195, a miR-2%0a miR-214 alacsonyabb, mig a miR-221 a
normal majhoz képest magasabb expressziot mutdi®tban. A legtbbb expressziés valtozas a
fetalis komponensben tértént, mig az embryonalmpanensben a miR-122 cstkkent teiddéke
volt megfigyelhed. A megfigyelt valtozasok tébb ponton hasonléanobjyultak a HCC-ben
tapasztalt miR expresszids eltérésekhez. A miResPRkent expresszioja gyakori HCC-ben, mely
miR-122 expressziot megtartd6 HCC sejtek epithalidfenotipust mutatnak (Boutz,2011;
Karakatsanis,2013; Scisciani,2012). A miR-122 teh&epatocytédk differencidcios markerének is
tekinthe® (Cairo,2010) és a teljes mikroRNS mennyiség mint&g %-at adja a majsejtekben. Az
alacsony miR-122 szint egyben a HB-ban az embriwnémponens alacsonyabb s#int
differenciaciojat tiikrézheti. Masf@la csokkent miR-122 expresszié mjsejtkarosodgsienthet,
mivel ez a mikroRNS a hepatocytdk normalikddéséhez nélkilozhetetlen és pozitivan
szabalyozza a koleszterin, triglicerid és zsirsatatmolizmust (Hu,2012). A miR-195 a sejtciklus
szabalyozasaval, a G1/S atmenet gatlasaval a HQ€k semorigén tulajdonsagat csokkenti
(Xu,2009), mig a miR-221 az irodalmi adatok szeaitdCC-ben tultermétiést mutat és részt vesz
a hepatocarcinogenesisben (Karakatsanis,2013; (R2H0). Magrelli és munkatarsai a miR-214
megnovekedett expresszidjat talaltak HB-ban a l@&ghyumormentes majszévethez képest, mely
korrelalt a PTEN fehérje expresszio csOkkenéséwdhg(elli,2009). Sajat vizsgalatunkban
ugyanakkor a miR-214 csokkent expresszidjat ddtektdiB-ban. A HCC-ben szintén leirtak a
miR-214 csodkkent term&liését, mely a tumorsejt proliferaciét és tumorpesgeioét tAmogatja
(Wu,2013). A részben eli@rsajat eredményink lehet a tumortipusok kozoéttikéiomalis
kulonbségek eredmeénye, illetve a mintaszam miatadsédhat eltérés. Mivel az Eurdpaban
hasznalatos SIOPEL protokoll a preoperativ kemptéraalapszik és nem koétetea preoperativ
biopszia, ezért a tumor rezekciés mintak csak keraptas kezelést kovin vizsgalhatoak. igy a
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kezelés ditti miR szintek tumorbiolégiai szerepe nem megi@éh de lehet kovetkeztetéseket
levonni a kemoterapian atesett betegekben a miResspidos mintazat prediktiv ergjerA magas
miR-21, alacsony miR-222 és miR-224 szintek szigaifsan hosszabb teljes tuléléssel tarsultak.
Az alacsony miR-222 és miR-224 expresszio hosszaldbessel valdo kapcsolatat az irodalmi
adatok is tamogatjak, mivel ezek az onko-miR-elejgpmoliferaciot és a HCC sejtek migracigjat,
invazidjat tdmogatjdk az AKT jelatviteli Gtvonalnmégatasaval, mastdl ezen miR-ek magas
expressziGja rossz prognoézissal tarsult (Garofall®? Lu,2013; Ma,2012; Scisciani,2012;
Shen,2013; Wong,2010). Az altalunk talalt magas-2ilRexpresszid és a jobb teljes tulélés kozotti
kapcsolatot tovabb kell vizsgalni, mivel ezt a niiRnko-miR-ként ismeri az irodalom, mely a
PTEN szabalyozasan keresztil a sejtek migraciojayazidjat segiti & (Bao,2013;
Karakatsanis,2013; Zhu,2012). Ez ellen szél azludlka észlelt jelenségnek, melynek lehet
magyarazata a tumor ritkad&rdulasa é€s a szigora mintabevonasi kritériumoéttnrelativ kicsi
mintaszam. Osszességében tehat miR-18a megnovelegeesszidjat talaltuk az embryonalis
komponensben a fetalis komponenshez képest, migd m5p, miR-122, miR-195, miR- 210 és a
miR-214 alacsonyabb, am a miR-221 magasabb expigaszetektaluk a HB mintdkban a
kérnyez majhoz képest. A magas miR-21 és alacsony miRé&22iR-224 szintek szignifikansan
megnovekedett teljes tuléléssel tarsultak a SIOREbtOKoll szerint kezelt HB betegekben.
Mindezek alapjan a mikroRNS expresszio profil adieplastomdban diagnosztikus és prediktiv
ertékkel birhat.

A hepatitis C virus HICV) fertézés vilagszerte jeletd egészségigyi problémat jelent,
mintegy 170 milli6 ember HCV feszott (Czepiel,2008). A cirrhosis mellett a maj stsssa is
gyakran megfigyelhét a CHC-ben, a virus genotipusétdl féigg a betegek 40%-86%-aban
(Giannini,1999; Hwang,2011; Jarmay,2005; Khan,2010)vitro, Huh7 sejtekben a HCV 3a
genotipusanak viralis core fehérjéje kovetkeztéfien létre a majsejtek legnagyobb métiek
triglycerid felhalmozédasa (Abid,2005; Hourioux,Z00 A steatosis éfordulasa kétszerese a
HCV-fert6z6tt betegekben a hepatitis B virus-beiitt betegekhez képest, mely aldhtzza a CHC és
a nem-alkoholos majbetegség (nonalcoholic fattyerlindisease: NAFLD) kozti kapcsolatot
(Felmlee,2013). A maj zsiros degeneracioja, a asesabkkor jon létre, amikor a zsirsavak melyek
vagy a majban szintetizalodndle novovagy oda szallittatnak olyan mennyiségben vanakdnj
melyek meghaladjak a m@joxidacion keresztili metabolizalé kapacitasat vagrery-low-density
lipoprotein (VLDL) altal tortéh szekrécids kapacitasat. Mindez a felborult egylgndaminaléan
triglycerid és koleszterin észter tartalmu lipiceppek felhalmozodasahoz vezet, mely folyamat
dominaldéan a hepatocytakat érinti (El-Zayadi,20@8nem-alkoholos méjbetegségben a steatosis
kialakulasa obesitassal vagy anyagcsere betegséigekdint a hyperlipidemia, inzulin rezisztencia
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vagy diabetes - van 0sszefiiggésben (Krawczyk,2®d&morduc,2012). A steatosis altalaban
emelkedett alanin aminotranszferaz (ALT) méajenzantekkel jar (Jarmay,2005). A HCV férés
soran a steatosis pathogenezisében a metabolikiigaks tényesdk egyarant szerepet jatszhatnak
(Barba,1997; El-Zayadi,2008; Felmlee,2013; Mont620 Ratziu,2004). A zsirok azonban
szikségesek maganak a virusnak a proliferacié sotariéré 6sszeszerétiéséhez
(Bassendine,2013). Raadasul a HCV virusok trigliedkel, koleszterinnel és tdbb
apolipoproteinnel asszocialtak, ezaltal VLDL-headrdoak, mely seqiti a virusnak immunrendszer
altal valo felismerésének elkertlésében (Basser0d8). Ezen kitd egyes HCV fehérjék (core,
NS2 és NS4B) a lipidfelnalmozodaseért fégelgének transzkripcidés aktivalasat novelik, igy az
SREBP gének és a PPARy esetében. Masf@la miR-33a aktivdlodasa gatolja az inzulin medialt
jelatvitelt, csokkenti a sejtefk-oxidaciojat és a sejtosztodast, mely a CDK6 égcinD1 gatladsan
keresztll valosul meg és a sejtek G1 fazisbanndiéokkjat eredmeényezi (Cirera-Salinas,2012).
A miR-33a gatlasa ezért felmerilt a metabolikundzima és a NAFLD kezelésének lehetséges
jovobeni tergpias entitasaként (Davalos,2011). Eredeidkya miR-33a emelkedett szintjét
mutattdk steatosist mutatdé kronikus HCV hepatitisiae steatosist nem mutatdé HCV hepatitis
esetekhez képest. Hasonloan emelkedett miR-33teketrészleltiink a normal majhoz képest akar
a HCV asszocialt, akar a metabolikus eréddeatosisban, mely jelenséget az irodalmi adatok i
megebsitik. Az az eredmény, hogy a metabolikus és a HEpatitis eredétsteatosis kdzott nem
talaltunk kilénbséget a miR-33a szintjében érdekeximény és arra utal, hogy a steatosis
jelensége az, ami ezzel a jelenséggel alépwedsszocialt és nem maga a viruéss. A miR-33a
szintje egyik csoportban sem korrelalt a steatogigfologiai alapon tortéhstadiumbeosztasaval, a
zsiros degeneracid mértékével. A miR-122 expregszai@m mutatott kilonbséget a steatosis
csoportok és a kronikus HCV hepatitis csoport kiyzte a HCV asszocialt steatosisban a normal
majhoz képest csokkent terrdeés volt kimutathaté. A miR-33a-hoz hasonléan a 1R
szabalyozé szerepe szintén kiterjed a zsir metaboBra. A miR-122 csendesitése ugyanis
csokkenti a koleszterin, VLDL és HDL szinteket émajban a zsirfelhalmozodéast. Ugyanakkor a
jelenségért felés célpont gének még nem kerlltek azonositasra (HR)2 A zsirmetabolizmus
tukrében a miR-122 csokkent szintje esetiinkbemtelendasos, de mivel ez a majspecifikusnak
mondott miR adja a majsejtek mMiR készletének 70%kt,normal majsejtekben (Lagos-
Quintana,2002) és majsejtkarosodas esetén a miRsZiaR csokken (Ding,2012). igy a miR-122
expresszid NAFLD-ben (Kerr,2011; Lakner,2011), H&w6zés esetén (Marquez,2010) és HCC-
ben is cstkkenést mutat (Hu,2012). A vizsgalatunkiadalt csokkent miR-122 expresszio ezért
inkdbb a majkarosodasnak tulajdonithatd. A HCVé6Ess soran kimutattak, hogy a miR-122 a
HCV RNS 5 UTR régiéjanak két helyéhez &dik, mely segiti a virus replikaciot és vitro
serkenti a transzlaci¢gShimakami,2012)n vivo azonban a miR-122 5 UTR-hoz kapcsolédasanak
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valoszirisithet) szerepe inkdbb a HCV RNS védelme az exonukelaltalk l@bontas ellen, mivel

in vivo nem talaltak dsszefliggést a miR-122 expresszaz @strahepatikus vagy szérum virusszam
kozott (Sarasin-Filipowicz,2010). Vizsgalatunkbarteasosistdl fliggetlenil sem talaltunk
emelkedett miR-122 szinteket a kronikus HCV heditein. A HCV asszocidlt steatosisban talalt
csokkent miR-122 expresszid egy rakmégel allapotot tukrozhet, mivel a miR-122 csokkent
szintjét gyakran észlelték HCC-ben és a migraciowal sejtek invaziojaval és an vivo
tumorigenezissel kapcsolatban  (Scisciani,2012). AiR-g1, miR-221 és miR-224
hepatocarcinogenesissel asszocialt fokozatos esgwss emelkedését leirtak a normal maj,
cirhosis, HCC szekvencia soran (Pineau,2010). k&t@dést vizsgalva elt@eredmeényeket kaptunk
vizsgalatunkban: amig a miR-224 emelkedett expi@ssnutatott, addig a miR-221 esetében
csokkent termédeést talaltunk és a miR-21 expresszié nem mutatdtbzast. A miR-224-et az
irodalom onko-miR-ként tartja szamon, mely a HC@té&sen az AKT jelatvitel aktivalasaval
serkenti a proliferaciot, a migraciot és az inv§zeaaltal szerepet jatszik a majcarcinogenesissen
a méjrak progressziojaban (Ma,2012). Ennélfogvateatssis nélkili krénikus hepatitis C
csoporthoz és a normal maj csoporthoz viszonyitt#C¥ asszocialt és metabolikus steatosisban
talalt emelkedett miR-224 szintek azt jelezhetibgyezekben a betegségcsoportokban a steatosis a
rakmegebz6 allapothoz hasonlé. Felvetették, hogy a normal maRpressziés mintazat
megvaltozdsa hosszu o6kl a konkrét daganatos betegség kialakula$#t ehar detektalhatd
(Ciesla,2011). A miR-221, melyet szintén onko-migkntartanak és expresszidja hasonldéan
emelkedettnek mutatkozott HCC-ben és a HCC patlemysdben szerepet jatszé cirrhosisban,
kronikus hepatitis C-ben és nem-alkoholos steatatitep egérmodelljében is emelkedett volt
(Karakatsanis,2013). A miR-221 célpontjéképp tumor szupresszor gének, melyek a sejtciklust
gatoljak. Az emelkedett miR-224 szintekkel ellebédt a csokkent miR-221 expresszié arra utal,
hogy az altalunk vizsgalt betegségcsoportokbanaigyonikus C virus hepatitisben és a NAFLD-
ben a miR-221 expresszid nem érintett. Az onko-m#R-tartott miR-21-et 6sszefliggésbe hoztak a
melyet az epithelidlis-mesenchymalis atmenet AKTKE&atviteli Utvonal befolydsolaséval fejt ki
[45]. A miR-21 gyakran felllexpresszalt a tumorokpbagy a HCC-ben is (Karakatsanis,2013), de
sejtosztodassal jaré fiziologias folyamatokban isnekedett szintet mutathat, igy a
majregeneracioban is (Marquez,2010). A miR-21 fokbzermebdését magas zsirtartalmu
étrenden tartott patkanyok majaban, valamint ethibetegek majbiopsziaiban is kimutattak.
Leirtak, hogy a telitetlen zsirsavak okozhatjak iR-2l szint emelkedését, mely végil a PTEN
csokkent expresszidjahoz, és uigeron a steatosis kialakulasahoz vezet (Vincig,2009). Ezzel
ellentétben eredményeink nem mutattak a miR-21 enrelkedését a vizsgélt steatosis és kronikus
hepatitis mintacsoportokban. Az egyes betegekbeasialhatd miR-21 expresszidés szintek
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variabilitasat leirtak kronikus hepatitisben C-terenved betegekben (Marquez,2010) és egyes
vizsgalatokban a miR-21 csOkkent terfiugsét is észlelték mind a zsiros degeneraciot mutat
méjsejtekben, mind pedig elhizott egerek méajabaj2@D9; Zheng,2010). Eredményeink érdekes
modon negativ korrelaciot tartak fel a miR-33a espeid €s a szérum AST, AP majenzim szintek
és a gyulladas kozott. Hasonl6an negativ korreldaiéatkozott a miR-21 expresszio és a klinikai
laborvizsgalatok altal mért triglicerid szintek kifz Ez arra utal, hogy a zsir metabolizmugsen
befolyasolja a nekroinflammacio meértéke a kréonikepatitisben és a steatosisban szefived
betegekben, valosZileg a karosodott majsejtefdba szérumba kiaramlé miR-33a éltal. Ezen
tulmerben a magas zsirszint a miR-21 altal szabalyozgfire&feraciot is befolyasolhatja, mely
ezaltal érinti ezen betegekben a majregeneraciganatokat. A steatosist mutatd betegekben a
nekroinflammacié mértéke korrelalt a mért miR-2linkkkel és igy a majsejtproliferacio
stimulalasaban részt vehetett. Ezt a gondolatobdgtja, hogy az irodalom szerint az AST szintek
korrelalnak CCl4 okozta majkarosodas indukalta mgéellben a fibrosissal (Marquez,2010).
Osszességében a miR-21 kivételével a vizsgalt ekiRéros expresszidjat észleltik a kronikus C
virus hepatitisben és a HCV féztssel vagy metabolikus eltérésekkel asszocidtagisban. A
steatosisban a normal majhoz vagy a kronikus HCpatitsshez képest emelkedett miR-33a és
miR-224 szinteket detektaltunk. Ezzel ellentétbertsékkent miR-221 expresszio etioldgiatol
fuggetlennek bizonyult.

A HCV rekurrencia jelerdis mértékben hozzajarul a majtranszplantaltak tsilébejének
megkevesbedésehez (Nemes,2007). A HCV progresszidgnszplantacio utan fel is gyorsulhat a
betegek immunszupresszidja miatt (Berenguer,209]¢lenleg még protokoll szerint alkalmazott
IFN/RBV kezelés a betegek mintegy 50%-at tudja kmigan meggyodgyitani a jellezl-es
genotipusban (Norman,2010). A HCV rekurrenciajdtnadszplantalt betegekben egy egyedilallo
vizsgalati lehgiséeg a HCV reinfekcid tanulmanyozasara és Osszeli@sama a donor maj
virusmentes allapotaval, majd ezt k@est a virusellenes terdpia kovetésére nyilik maod.
Vizsgalatunkban et&ént tanulmanyoztuk a HCV receptorokat potenciélisaabalyoz6 miR-ek
expresszidjat HCV indukalta majelégtelenség indékahajtranszplantacioban. A HCV receptorok
expresszigjat poszt-transzkripcionalisan befolyéswiiR-eketin silico célpont keresés alapjan
valasztottuk ki. A virus partikulumok a sejtfelsz@nérjéihez, igy az alacsony denzitasu lipoprotein
receptorokhoz és glycosaminoglicanokhoz tdit@em specifikus kapcsolédasa utan egy olyan
komplexhez kapcsol6dnak, melyeket a SCARB-1 és Ck#piez. A CD81-hez kapcsolddott virus
ezutan a TJ pontokhoz jut, ahol a HCV a claudin-dseaz occludinnal kertl kapcsolatba, hogy be
tudjon Iépni a sejtbe (Mensa,2011). A CLDN-1 ésQ2LN fehérjék a normal majhoz képest
fokozott expressziot mutatnak a HCV tadtt majban (Nakamuta,2011; Reynolds,2008) és az
OLT-ot kdveten is a HCV rekurrenciakor (Mensa,2011). Ugyanakkem talaltak korrelaciot
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ezen virus receptor TJ fehérjek mRNS és fehérjeesspidja kozott (Mensa,2011). Ezéstetteék
Nakamuta és munkatarsainak eredményei, miszetiét aCLDN-1 és OCLN mRNS és fehérje
expresszios szinteket detektaltak HCV dedtt méjakban (Nakamuta,2011). Ezek alapjan a CLDN-
1 és az occludin expresszidjara a HCV{degs jelenléte jelefis poszt-transzkricpcionalis befolyast
gyakorolhat. A miR-ek koros expresszios mintazatgtmos human betegségben leirtdk mar, igy
kulénb6® daganatokban, metabolikus és deét betegségekben, kronikus gyulladasos és
autoimmun megbetegedésekben (Dai,2011; Shenoud,280 HCV fertbzéssel kapcsolatban
HCV virusreplikaciot serkentette human hepatomadveealakban, majdn vitro a miR-122
antiszenz oligonukelotidok &ltali lebontdsa csOk&ta a virus replikiciot és a transzlaciot is
(Chang,2008; Henke,2008; Jopling,2008; Norman,2@®andall,2007)jn vivo allatkisérletben is
(Buhler,2012; Wang,2012). Mindezek ellenére kor@aem (Sarasin-Filipowicz,2009) vagy csak
nagyon gyenge meértekben (Morita,2011) mutatkozothabeli miR-122 szintek és a szérum
virusszam kozoétt és a majbeli miR-122 szint és gpamamért virusszam kozott egyaltalan nem
talaltak 6sszefiiggést (Morita,2011; Sarasin-Filimay2009). $t, human hepatoma sejtvonalakban
a miR-122 szintet csokkentnek talaltak a HCV deét kovei 4. napon (Liu,2010) és az IHN-
csokkentette a miR-122 expressziojat (Pedersen)28a7arra utal, hogy a miR-122 expressziot a
HCV fert6zés és az interferon kezelés egyarant befolyagalh8gjat vizsgalatunk eredménye
szerint a magasabb m4jbeli miR-122 szint magasadhum virusszdmmal asszocialédott, de nem
talaltunk szignifikans kilénbséget a miR-122 exprésban a virus rekurrenciakor a normal majhoz
képest. Ugyanebben az dsszehasonlitasban azontiars aekurrenciakor alacsonyabb miR-21 és
mMiR-194 szinteket mértlink, mig a miR-99a* és miR-82intek szignifikans emelkedést mutattak
a HCV ferthzés reaktivalédasakor. A miR-21-t és a miR-194#ttdk, mint aCLDN-1 mRNS
expresszio szabalyozdit, mig a miR-99a*@ARB-1expressziot befolyasolhatja, a miR-224 pedig
az OCLN mRNS expresszido moédositasaban vehet résztn A#lico szekvencia 6sszehasonlitas is
arra utal, hogy a miR-194 €2CLN és a CD8InRNS-ekhez k@dhet. Ennélfogva az irodalmi
eredmények szerint megfigyelt CLDN-1 és occludirpresszios emelkedést (Nakamuta,2011;
Reynolds,2008) okozhatja a HCV #&és soran a miR-194 és miR-21 expresszid csokkeBese
vizsgalt miR-eknek egyin vivo szabalyozé funkciojat jelentheti, mellyel a HCV eptorok
expresszidjanak poszt-transzkripcionalis szabalétzéaldsitjak meg. A normal majban a miR-194
magas expresszios szintje ismert jelenség (Meng)2@LmiR-194 szerepet jatszik a fibrogenesis
soran a majbeli Ito sejtek szabalyozasaban (Veral@fd0) és gatolja az N-cadherin expressziot,
21-t korabban “onko-miR”"-ként azonositottak, mivaberrans expresszidjat észlelték szamos
daganatban, igy edakban, vastagbélrakban és HCC-ben is (Jazbutyli@)2&rdekes modon a
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sajat vizsgalatunk a miR-21 cstkkent expresszidédh fel a HCV rekurrenciakor. Ugyanakkor
mas, altalunk észlelt expresszids valtozast, igyiR-224 virus rekurrenciakor mért emelkedett
expresszidjat HCV febzés talajan létrejott HCC-ben is kimutattak (WafdD. A miR-224
emelkedett expresszidjat HCC sejtvonalakban és tbeglularis carcinomaban is leirtak. A
kézelmultban Scisciani és munkatarsai kimutattaligyhlipopolysacharidok, a lymphotoxin-és a
tumor necrosis factar-gyulladashoz kapcsolt jelatviteli utak aktivaltakmiR-224 expresszidjat. A
vizsgéalat azt is kimutatta, hogyp®5/NFB a miR-224 expresszio direkt transzkripcios reguéto
(Scisciani,2012). Sajat eredménylnkkel, mely a 22R-emelkedett expresszids szintjét mutatta a
HCV rekurrenciakor, egybevag Scisciani és munkaidak megfigyelése (Scisciani,2012).
miszerint az NEkB-flggdé gyulladasos jelatviteli Gtvonal az egyik kulcssdfje a HCV
fertozésnek (Tardif,2005). Az IFN/RBV kezelést kdart a kezelés étti expresszids szintekhez
képest a miR-221, miR-224, és a miR-217 emelkexigitessziojat figyelték meg és a miR-224 fel
tudta ismerni az occludimRNS-t, mint célpontot. A miR-221expresszié kortiérést mutat HCC-
ben (Pineau,2010) és arra utalnak kozlemények, lkagyessziojat befolyasolhatja mind a HCV,
mind pedig az IFN kezelés. Liu és munkatarsai kattéak, hogy a HCV fezés sordn a miR-221
csokkent expressziét mutat ésvitro HCV fertézés dinamikus modelljében a miR-221 emelte a
HCV RNS mennyiségét (Liu,2010) Zhang és munkatégtiablastoma sejtekben a miR-221 és
miR-222 kilutésével kimutattdk, hogy az IeNjelatviteli utvonal volt a leginkabb érintett
(Zzhang,2010). Sajat vizsgalatunkban azt talaltubgyha miR-221 expresszidés szintje negativ
korrelaciot mutatott a gyulladas hisztologiai akéig index-el (HAI). Koradbban leirtak, hogy a
miR-217 expresszid predikalhatja a terapia sikégests kronikus HCV fedizétt betegekben
(Estrabaud,2011) és kapcsolatban van a tumor ifédcioval (Schickel,2008). Vizsgalatukban az
IFN/RBV kezelés ¢itti szintekhez képest jeléigt eltéréseket taldltunk az SVR betegcsoport
mikroRNS expresszios profiljaban, mig a non-resporcsoportban nem valtozott az expresszios
mintazat. A részleges terapias valaszt ado betpgadan mindéssze harom beteg volt, ezért ezen
betegek statisztikai kiértékelését dsszevontuk a-rasponder betegekkel. Bar nemrég kerdlt
leirhsra, hogy a méjbeli miR expresszi6 kapcsofatbehet a kezelésre adott valasszal
(Murakami,2010); azonban sajat vizsgalatunkban zelke edtti miR expresszidés mintazatnak,
beleértve a miR-122 szintjét is, nem volt predikéinéke az IFN/RBV kezelés sikerességének
kimenetelére. Sarasin-Filipowicz és munkatarsak@iébbi kdzlése szerint az interferon terapiara
virologiai valaszt nem ado betegekben szignifikénsstkkent a kezelésodti miR-122 szinteket
meérteke (Sarasin-Filipowicz,2009). Estrabaud émkatarsai a miR-99a*, miR-181a-2*, miR-
23a, €és miR-217 kéros expressziojat talaltdk alkspe nem reagalé betegekben askésSVR-t
mutatd betegekhez képest. Ezzel ellentétben saggalatunk a nem reagald betegekhez képest a
miR-96, miR-99a*, miR-122, miR-181a-2*, miR-217,&miR-221 emelkedett expresszids szintjét
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talalta az IFN/RBV kezelésre SVR-t mutatd betegosttyan. A virusellenes kezelést ket a
mMiR-221 és a miR-122 expresszios szintek magasalitdk az SVR-ben, mint a kezelégtel Ez
arra utal, hogy a virusellenes terapia helyredlifit@ miR-122 expressziot az SVR-t mutatd
betegekben. A miR-122-t a hepatocyta differencidés a homeostasis markerének tartjak
(Coulouarn,2009). Mivel a miR-221 az irodalom szeiHCC-ben onko-miR-ként viselkedik és a
miR-122 szikséges a HCV replikacidjadhoz, ezértragageink is a miR-ek komplex szabalyoz6
funkcidjara utalnak és az egysizemechanisztikus magyarazatok elégtelenségére khfejaa
figyelmet. Nem volt kilbnbség a terapiara adotagaban vagy a mikroRNS expresszidban abban
tekintetben, hogy a betegek tacrolimus vagy cydaspazist immunszupresszioban részesiultek.
Osszességében kimutattuk, hogy a HCV rekurrenciaa édrusellenes terapia jellegzetes
valtozasokat okozott a majbeli miR expresszids aziatban, belértve azokat is, melyek a HCV
receptorok expresszidjanak lehetséges szabalyo2di.mikroRNS profil valtozasakor a
majtranszplantaciautan bekoévetkézHCV kidjulaskorszignifikansan magasabb miR-99a* és miR-
224 expressziot, mig csokkent miR-21 és miR-19heéddést talaltunk a normal majszévethez
képest. A HCV kiujulast kdvétegy éven at tartd antiviralis terapiat (IFN/RB\WWvietben a miR
expresszios mintazatot 6sszevetve a kezebds, ébhat a rekurrenciakor vett biopszias mintakm
profillaval, a kezelés utan emelkedett miR-221, AR és mMiR-217 expressziot talaltunk.
Amennyiben ezt az dsszehasonlitastk@iettik az SVR-t mutatdé betegekre, akkor az ardtia
kezelés ditti profilhoz képest a kezelés utan a miR-221 éwniR-122 expresszid szignifikdns
novekedést mutatott. A HCV rekurrencia soran vizsgalt miR-ek kozul egy&m bizonyult
prediktiv értékinek az antiviralis kezelésre adandd klinikai valéS¥R versus non-responder)
tekintetében. Eredményeink szerint a miR-194 ésiR:21 jatszhat szerepet a HCV receptorok

expressziis szabalyozasdban a HC\6 &4 és a virusellenes terapia soran.

Osszességében a miR-21 kivételével a vizsgalt rkiRéros expresszidjat észleltik a
kronikus HCV hepatitisben és a HCV feréssel vagy metabolikus eltérésekkel asszocialt
steatosisban. Ateatosisvizsgalata soran a mir-221 csokkent szintjét takdkronikus hepatitis C-
ben (CHC), a HCV pozitiv kronikus hepatitis assaticisteatosisban (CHC-Steatosis) €s
metabolikus erredétsteatosisban (Steatosis). Ugyanakkor a steatoseslermal majhoz vagy a
kronikus HCV hepatitishez képest emelkedett miR-@8aiR-224 szinteket detektaltunk. Emellett
a miR-122 csokkent ternt@ése volt kimutathatd a normal majhoz képest a GtEatosis
mintakban. Ezzel ellentétben a normal majhoz kémesmiR-33a és miR-224 emelkedett
expresszidja volt azonosithaté CHC-Steatosis-baa $&atosis mintakban Ezen felil a miR-224
emelkedett expresszibjat detektaltuk a Steatosipoarthan a CHC csoporthoz viszonyitva. A
mMikroRNS expresszio és a steatosis foka kozotttaktiunk dsszefliggést, sem CHC-Steatosis sem
a Steatosis csoportban. Azonban a kronikus HCV thlispaa steatosis mellett szintén
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hozzajarulhatott ezen miR-ek emelkedett expres#zod a steatosist mutatd HCV hepatitis
betegekben és ebben a betegcsoportban hasonldesgyétas érvényesilhetett a miR-122 cstkkent
expresszidjdban. Ezzel ellentétben a csokkent miR-2xpresszio etiologiatol flggetlennek
bizonyult. A vizsgéalt miR-ekben a steatotikus mint@®zo6tt nem mutatkozott kilonbség abban a
tekintetben hogy HCV okozta kronikus hepatitisbeagyw metabolikus okok miatt alakult ki a
steatosis. Ez arra utal, hogy a steatosis okoztddiai elvaltozasok a molekularis szabalyozas,
illetve a sejtbiologiai valtozasok terén déibek, mint a kronikus HCV feftés maga, de ezen
téma feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A hepatoblastomanintakat szubtipustol fuggetlenll 6sszehasonlitkérayed majszévetben a
mMiR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-210 és miR-214ti¢l expresszidja szignifikAnsan csokkent,
mig a miR-221 termétiés novekedett a tumorokban a koryeREmormentes majszovethez képest.
A fetalis komponensben csokkent miR-17-5p, miR-18BR-210 és miR-214 expressziét, mig
emelkedett miR-221 szintet talaltunk. A tisztan eyobalis és a tisztan fetalis csoportok k&zott
nem taléltunk szignifikdns kilonbséget sem az esgméntes tulélésben, sem pedig a teljes
tulélésben. Ha a szOvettani altipust nem vettiyetgmbe, akkor a miR expresszio és a EFS kozott
szintén nem talaltunk kulonbséget. A miR expresdeiosztva a miR-eket magasan (median felett)
és alacsonyan expresszaléo (median alatt) csopartait mutattuk ki, hogyanagas miR-21 és
alacsony miR-222 és miR-224 szintek szignifikAnssggnovekedett teljes tuléléssel tarsultak a
SIOPEL protokoll szerint kezelt HB betegekben. Minek alapjdn a mikroRNS expresszié profil a

hepatoblastomaban diagnosztikus és prediktiv éstdkkhat.

A Sorafenib kezelt HCBetegek kezelésd@ti miR expresszids mintazatanak vizsgalatakor
kimutattuk, hogy a teljes és a progressziomentéeiszignifikansan hosszabbnak mutatkozott a
mir-224-t magasan expresszalé betegek csoportjdoanjR-224-t alacsonyan termiebetegek
csoportjdhoz képest, tehat a miR-224 expresszigetlen prediktiv faktornak bizonyult. A tobbi
vizsgalt mikroRNS HCC-ben mért, Sorafenib kezel@ttieszintie nem mutatott szignifikans
Osszefluggést a tuléléssel. Eredményeink szerinél@tunk kidolgozott eljaras igéretes olyan
mikroRNS-ek felfedezésében is, melyekérel jelezhetik a beteg terapias eérzékenységeét.
Vizsgalatunk a vilagon ed&ént mutatta be a mikroRNS profilok detektalasaaléalmazhatésagat
a HCC betegek sorafenib kezelééttevett vékonyti aspiracios mintéin. A kezelésial mikroRNS
profil, kilonésen a miR-224 expresszidja, a Sornafdkezelés alatt allé betegekben j6 kiegészit

eszkdz lehet a tulélés varhatd hosszanak felménséb
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V1. Uj megallapitasok

1. A cirrhotikus atalakulds a normal majhoz képestaudin-1 és -7 szint emelkedésééel
mind a tumormentes majban, mind pedig az annajataldalakult HCC-ben. A HCV fedizottség

eés a claudin expresszios szint kozott nem talalttekzefliggést, ugyanakkor a cirrhosisban
tapasztalt emelkedett claudin-1 fehérje, mint a HEY¥yik sejtfelszini receptoranak fokozott
expresszidja, ébkegitheti a virus eredményesebb behatolaséat ajtakise fokozhatja a reinfekciot

€s egyben hozzjarulhat a malignus transzforméaeiého

2. Elssként mutattuk ki, hogy a huméan epeutrendszer kidéhbzakaszaibdl szarmazo biliéris
epitheliumban és ezen lokalizaciéju cholangiocanciAkban aclaudin-4 efsen expresszalddik

viszont ezzel ellentétben a hepatocellularis caro@m nem mutat claudin-4 expressziot. Ezen
eredmények alapjan a claudin-4 immunhisztokémiaiukatasa alkalmas Uj diagnosztikai eszkoz
lehet a maj primer daganatain belil az epelti merdgarcinomainak és a hepatocellularis

carinoméanak az elkilonitésére.

3. A HCC-k a cholangiocarcinomakhoz képest alagabhbtricellulin expresszidmutatnak.
Mig a HCC-k esetében a tumorok differencialtsaga meutatott dsszefliggést a tuléléssel, ezen

daganatok tricellulint magasan expresszalé alcs@pszignifikAnsan rovidebb tulélést mutatott.

4, A colorectalis carcinoma, valamint a pancreastalis carcinoma majmetasztazisai és a
HCC-k jellegzetes és egymasttérs claudin expresszidés mintazatoiutatnak. A csoportokon
belul a talalt mintazatok és kilonbségek fehérjanddNS expresszioja lényegében hasonld. A
mintazat differencidldiagnosztikai értékén tul aga@atok hisztogenezisét is tukrozheti. A
colorectalis carcinoma majmetasztazisai karaktikiszan eltés, es occludin és ZO-Ifehérje
expressziot mutatnak a negativ HCC-hez képest.

5. Atricellulint a normal exocrin pancreas hepatocytak és az epeuti sejtek termelik, eaonb
az endocrin pancreas Langerhans szigetének swtjeiexpresszaljak. A pancreas exocrin ductalis
adenocarcinomadk és a cholangiocarcinomak tricelluliexpresszidja a daganatok
differencialtsagaval egyutt csokken. A pancreas cemo ductalis adenocarcinomak és a
cholangiocarcinomak esetében a jol differenciaéirdit daganatokat jelleizanagasabb tricellulin
expresszié hosszabb teljes tuléléssel tarsul.

6. A tricellulin eltérs kifejesdését a fetalis és embryonalis hepatoblastoma uetign
elssként mutattuk ki. A hepatoblastomak jobban diffeiah fetalis komponensében a claudin-1 és
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a claudin-2 expresszioja mind fehérje, mind pedRRNS szinten szignifikAnsan magasabb, mint a
rosszabbul differencialt, magasabb oszt6déasi aatisal rendelkézembryonalis komponensben. A
fetalis komponensben a tricellulin fehérje expregazs szignifikhnsan magasabb, igy a claudin-1
és -2, valamint a tricellulin az epithelialis hegga@stoma differenciacios markereinek tekindlet
Elsoként detektaltuk, hogy a tricellulint magas mérgkbtermead hepatoblastoma esetek
szignifikansan jobb teljes tulélést mutatnak azcsday expresszidval rendelkezumorokhoz
képest, mely megallapitasnak igy prediktiv jeleéte lehet.

7. Az epithelidlis hepatoblastomaban a szubtipuBiggetlenil a magas miR-21 vagy az
alacsony miR-222 és miR-224 expresszid a betegmgniBkansan hosszabb teljes tulélésével
asszocialt. Eikent tartuk fel, hogy az EZH2 a hepatoblastoma k@hepithelialis szubtipusdban
kifejezédik €és az embryonalis komponens szignifikansan selgaEZH-2 €s miR-18a expressziot
mutat a fetalis szubtipushoz képest, melynek diffeialdiagnosztikai és klinikai onkoldgiai

jelenbsége lehet.

8. Az epithelidlis hepatoblastomak szovettani aligban jellegzetes, egymastol és a normal
majtol is eltéé miR expresszidés mintdzatot mutattunk ki. A sz@matszubtipusok nem mutattak
0sszefliggést a tuléléssel, azonbadkeélst tartuk fel, hogy a magasR-21 és az alacsony miR-222
€s miR-224 expresszid a szignifikansan jobb telj@lés epithelialis altipustdl flggetlen

prediktorai.

9. A HCV cirrhosis miatt végzett orthotopikus majtszplantaciot kovéen a HCV
rekurrencia soran, majd az ezt kdventiviralis kezelést kovéen is valtozik a miR expresszios
mintazat, beleértve az egyes HCV receptorokat $yaia mikroRNS-ek expresszidjat is. A miR-
194-nek és miR-21-nek szerepe lehet a virusrecegtdadin-1 és occludin génexpresszidjanak a
szabalyozasaban a kitjulé6 HCV fe&rés soran. A HCV rekurrencia soran vizsgalt miRkékul
egyik sem bizonyult prediktiv értékek az antiviralis kezelésre adando klinikai valg&¥R versus
non-responder) tekintetében, azonban a sulyosabémi magasabb hepatikus miR-122

expresszios szinttel asszocialt.

10. A kronikus hepatitis C, a krénikus HCV-assztlicgteatosis, €s a metabolikus erédet
steatosis mikroRNS expresszids mintazata jelleg2dikinbségeket mutat és eltér a normal majban
talaltaktol. A miR-33a és a miR-224 expressziogieatosissal 0sszefiiggésben megemelkedett, mig
a miR-122-nek csokkent a szintje a normal majhoa éteatosis mentes krénikus hepatitis C-hez
képest. A miR-221, ezen vizsgalt koros allapotokheiologiatol fuggetlen csokkenést mutatott a
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normal majhoz képest. A kronikus hepatitis C talagd egyéb metabolikus okok miatt kialakuld
steatosis nem mutatott Iényeges eltérést a mikroBhBesszioban, ami arra utal, hogy a normal
majhoz képest talalt miR expresszids valtozasok eggteatosis miatt alapden megvaltozott

biologiai helyzetet tiikroznek.

11. A Sorafenib kezelt HCC-s betegek esetében alézzbtt vett tumormintdban kimutatott
magas miR-224 expresszio szignifikdnsan jobb tleetes és teljes tuléléssel tarsul, igy a kezelés
elétt vett tumorminta mikroRNS expresszios profiljamakghatarozasa a Sorafenib kezelt HCC-s

betegek predikciojat javithatja.

12. El$ként mutattuk ki, hogy az egyéght junction alkotorészek a cervicalis h&ilonbod
rétegeiben jellegzetes expresszidos mintazattalabirmely a hamban jelzi a polaritast és az
orientcidt. A cervix praemalignus elvaltozdsaib@iN I-111) és cervixin situ carcinomaban (CIS)
az egyes claudinok, az occludin és a syndecan+kgsgioja jelerdisen névekszik, ezaltal éleent
mutattuk be, hogy a cervicalis lapham praemaliggagiban egyes claudin tipusok terGoise

nem csokken, hanem eléémértékben megnovekszik.

13. A seropapillaris endometrium carcinoma magasidih-1 mRNS és fehérje expresszioja
alapjan jelerisen eltér az alacsony expressziét mutatd endomretfiyperplasiatél és az
endometrioid carcinomatdl. Ez mutatja a hyperplasidometrioid carcinoma pathogenesis
kulonbodségét a seropapillaris carcinoma dltékialakulasatol, valamint endometrialis

carcinogenesis dualis szemléletét tamogatja.

14. A claudin-4 és Ki-67 fehérje expresszido s#iganhsan magasabb, mig a claudin-7
expresszid szignifikhnsan alacsonyabb a high gtaagyholyag carcinomakban a low grade
tumorokhoz viszonyitva. A hugyhdlyag Ta-T1l-es stédi urothelidlis carcinomdi esetében a
magas claudin-7 fehérje expresszié rovidebb kigjul@ntes tuléléssel tarsul.

15. A PUNLMP (Papillary Urinary Neoplasia of Low Ngnant Potential) hugyhulyag tumorok
esetében az alacsony claudin-1 fehérje express$ziéumdelke? daganatokat rovidebb kidjulas
mentes tulélés jellemzi a magas claudin-1 exprégakirendelkedkh6z viszonyitva, mig a

hagyhdlyag LG-UCC-ben a magas claudin-4 expressmi@ebb kiGjulas mentes tuléléssel tarsul
az alacsony claudin-4 expressziéval renddikermorokhoz képest. Az invertalt papillomakat
jellemzs szignifikhnsan nagyobb claudin-1 expresszié segittzen pathologiai entitdsnak a
klasszikus papillomaktol, PUNLMP-#t és a nem invaziv low grade UCGskt valo

elktlbnitésében.
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Kdszdnetnyilvanitas

Szeretném kdszonetem kifejezni mindazoknak, akiéreekezeés elkészitésében segitettek.

Legebszor is koszononschaff Zsuzsa akadémikus asszonyna& hatalmas szakmai és emberi
segitséget, melyet attél a ponttdl kezdve végighattem, hogy patholdgia szigorlatomat néla tettlem
majd tudoméanyos didkkoros hallgatéként, MTA tudoymndsztondijasként, majd patholégus rezidensként
és szakorvosként is mentorom volt. Megtisztelts#snomra, hogy ma is tamogat, tanulhatéle TErtékes

tanacsaival mindvégig segitette, tAmogatta munkédirejbttét.

Kdszonetemet szeretném kifejezni a Semmelweis Egyetanszékvezéinek, akik alatt
pathologusként, oktatoként dolgozhattam és tudopmrpalyamat folytathattam. Mindegyikik szamos
szakmai Utravaloval latott el. Az |. sz. Pathologés Kisérleti Rakkutatd Intézetbdrapis Karoly
akadémikus ar egy életre sz6l6 szemléletet adott a kutatas nixizekapcsolatairdl és tamogatta az N.I.H-
beli dsztondijamatSzende Béla professzor Ursegitett pathologiai tudasom elmélyitésében. Ash.
Pathologiai Intézetben tisztelettel ad6zdellinek Harry professzor drnak, aki tamogatott a freiburgi
tanulmanyutamban és értékes szakmai iranymutadast &zeretném kdszonetemet kifejedidar Anna
professzor asszonynakaki megtisztelt baratsagaval és bevezetett azrlational Academy of Pathology
tarsasagba.

Kilon kdszonettel tartozorBnorri S. Thorgeirssonnak a National Institutes of Health, National
Cancer Institute, Laboratory of Experimental Cawgenesis igazgatdjanak, akinek laboratériumaban egy
életre sz0l6 kutatasi tapasztalatot és molekutdoi®giai ismereteket szereztem.

Halas vagyolovalszky llona professzor asszonynakakinek barati és sejtbiolégiai és molekularis
biol6giai szakmai tanacsaira mindig szamithattdovacs Margit docens asszonynals halasarkdszéném
segitségét a pathologiai ismeretek elsajatitasaban.

A munkam soran a Semmelweis Egyetem |. sz. Patlalég Kisérletes Rakkutatd Intézet és a .
sz. Pathologiai Intézet szadmos kollégajaval dokyoztegyitt, mindannyiuknak koszonetet mondok
segitségukért. A Molekularis Pathologiai Laboratdgriminden volt és jelenlegi munkatarsanak szeretném
megkdszonni segitségét; kiulon megkdszdrtz Gabor docens Urét..

Hasonlbéan kdszonettel tartozom a Il. sz. Pathologitézet szamos asszisztensénélekar
Zoltannénak és Somogyi Evanalkkiilon szeretném kifejezni halam&igoné Kalé Elviranak igen halas
vagyok az angol nyeilv publikaciok nyelvi korrekcidjaért, a cikkek pubdikiojaban és a tudomanyos
adatbazisok karban tartasaban nyujtott segitsédgalagh Lenkénekkdszondm a faradhatatlan segitségét
és odafigyelését az adminisztrativ te@dndllatdsabarDr. Schonfeld Tibornak is kész6n6m nagy turelmét,
informatikai tanacsait €s segitségét.

Végtelenll halas vagyok dikebb és tagabb értelemben vett csaladomnak, szllawek, feleségemnek,
gyermekeimnek a szintelen tadmogatdsukért és azérthogy biztos hatteret biztositottak

kutatbmunkamhoz.
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