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2. BEVEZETES

2.1. Hepatoblastoma

Gyermekkori tumorokrol 15 év alatti kor esetén beszélhetiink, melyek az 0Osszes
daganatos megbetegedés 1%-at teszik ki. A primer rosszindulati majdaganatok a
gyerekkori tumoroknak kb. 1-4%-a, ennek 90%-a hepatoblastoma (HB), mely ezzel a
leggyakoribb primer rosszindulati gyerekkori majdaganat (Allan és mtsai 2013,
Hiyama 2013, Dezsofi és mtsai 2014). Eves szinten 1 milli6 gyerek koziil koriilbeliil
1,6-2 betegszik meg hepatoblastomaban (Agarwala 2012), Magyarorszagon évi 3-4 HB

esetet regisztralnak (Orszagos Gyermektumor Regiszter adatai alapjan).

2.1.1. Etiolégia

A hepatoblastoma gyakran fejlédési rendellenességekkel asszocialt tumor, mely magas
alfa-fetoprotein (AFP), onkofetalis marker expresszioval jellemezheté (Cairo és mtsai
2012). Etiologiaja maig is csak részben tisztazott (Spector és mtsai 2012), melynek
egyik lehetséges oka, hogy nagyon ritka betegségrdl van sz6 (Adesina és mtsai 2009).
Kivalto okként az anyai fogamzasgatld szereket, az alkohol ablizust, valamint a festék-,
fém- és petroleum expoziciot feltételezik (Kemeny és mtsai 2000).

egészében feltarni. A hepatoblastoma hepatikus progenitor sejtekbél ered, amelyek
kiilonb6z6 majfejlédési allapotokon mennek keresztiil, erre utalnak a hepatoblastoma
szovettani tipusai (Cairo és mtsai 2012). Bar a HB-k tobbsége sporadikus, kialakulasa
Osszefliggésben allhat egyes csaladi szindromakkal, agymint Beckwidth-Wiedemann
szindroma (BWS) és familiaris adenomatosus polyposis (FAP) (Adesina és mtsai 2009),
bar a HB incidencidja magasabb mint a BWS vagy FAP incidenciaja (Buendia 2002).
Az adenomatosus polyposis coli (APC) tumorszupresszor gén mutacidja ritka az
amugyis szorvanyos HB-ben (Adesina és mtsai 2009). Adesina és munkatarsai f-
catenin mutaciot igazoltak HB-ban, igy a wingless (wnt) és a mitogén aktivalt protein

kinaz (MAPK) utvonalaknak is szerepe lehet a hepatoblastoma patogenezisében
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(Adesina és mtsai 2009). Jelentds kiilonbség van a foként gyermekkorban kialakulo
hepatoblastoma és a gyermekkort meghaladoan jelentkezé hepatocellularis karcinoma
(HCC) kozott. Kiilonbségek foként az etiologiaban valamint a morfologidban és szamos
egyéb tényezOben talalhatoak (Cairo és mtsai 2008), mig HCC féként kronikus
majbetegség  (virusfertdzés, cirrdzis, szteatdzis) talajan alakul ki, addig a
hepatoblastoma 1étrejottében sem virus, sem cirrhotikus maj nem jatszik szerepet, az
okok inkabb genetikai, epigenetikai eredetre vezethet6ek vissza (Cairo és mtsai 2008).
Egyes kromoszémak azonban mind hepatoblastomaban, mind HCC-ben érintettek

lehetnek, igy az 1q, 8q és 17q (Buendia 2002).

2.1.2. Incidencia

A hepatoblastoma leggyakrabban 6 honapos és 3 éves kor kozott (az atlag életkor 18
honap) fordul el6 (Allan és mtsai 2013), éves incidenciajat tekintve — ahogyan korabban
is emlitésre keriilt - egymillio gyerekbdl 1,6-2 HB megbetegedést diagnosztizalnak
évente (Agarwala 2012). Gyakrabban fordul elé nagyon alacsony sziiletési sulyu
gyerekeknél (<1000 g) és sok esetben tarsul bizonyos genetikai faktorokkal (Allan és
mtsai 2013). A nemi megoszlasat tekintve a fia lany arany 2:1 (Buendia 2002), a

fingyermekek esetén foként a fehér bériieket érinti (Buendia 2002, Allan és mtsai 2013).

2.1.3. Diagnézis

A HB kezdeti stadiumban nem okoz panaszokat, igy egyéb okbol végzett hasi ultrahang
vizsgalat soran a megnagyobbodott maj utalhat hepatoblastomara. A HB azonositasaban
a legfontosabb az AFP kimutatdsa a szérumban. A diagndzist ezen marker magas
értékére valamint radiologiai és hisztologiai vizsgalatok eredményeire alapozva allitjak
fel (Agarwala 2012). Az AFP a hepatoblastomas betegek 90-95%-ban kiugroéan magas.
Az esetek tobbségében, a pre-operativ fizisban tlibiopszia vagy vékonytli aspirdcids
citologia (Agarwala 2012) elég ahhoz, hogy az ezekbdl késziilt szovettani metszeteken a
hematoxilin-eozin (HE) festést kovetéen pontos diagnozist allitsanak  fel.
Munkacsoportunk 2008-ban kimutatta, hogy a Delta-like protein (DLK) a HCC-vel
ellentétben, human epitelialis tipusu hepatoblastomaban expresszalodik (Dezso és mtsai

2008). Tovabba a szoros sejtkapcsolatot biztositdé claudin-1, -2 (CLDN-1,-2) tight
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junction membranfehérjék, valamint a transzformalé nodvekedési faktor o (TGF-a)
overexpresszidja jellemz6é a differencialtabb, jobb taléléssel tarsuld fetalis
hepatoblastoma komponensre az embrionalis szubtipussal Osszehasonlitva (Kiss és
mtsai 1998, Halasz és mtsai 2006).

2.1.4. Szovettani felosztas

A HB diagnosztikdjaban és osztalyozasdban a szovettani vizsgalat alapvetd fontossagu.
Ez részben azért fontos, hogy elkiilonitheté legyen egymastol a HB és a gyerekkori
HCC, masrészt pedig a kiilonb6z0 szovettani tipusok mas-mdés prognozissal tarsulnak.
A daganatot epitelialis, kevert, valamint nem osztalyozhatd szdvettani csoportokra
oszthatjuk (Zimmermann 2005, Czauderna és mtsai 2014). Az epitelialis a leggyakoribb
tipus, mely az esetek 60%-ban fordul el6 (Barwad és mtsai 2013). Ezt a tipust fetalis,
embrionalis, makrotrabekularis, kis sejtes differencialatlan és kolangioblasztikus
szubtipusokra oszthatjuk (Zimmermann 2005, Czauderna és mtsai 2014). A

hepatoblastoma HE festés alapjan torténd szovettani felosztasat a 1. tablazat mutatja.

1. tablazat: A hepatoblastoma szovettani klasszifikaciéja (Czauderna és mtsai 2014)

EPITELIALIS TIiPUS

- fetalis szubtipus
- embrionalis szubtipus
- makrotrabekularis szubtipus
- kis sejtes differencialatlan szubtipus

-kolangioblasztikus szubtipus

KEVERT TIiPUS

- teratoid elemeket tartalmazo szubtipus
- teratoid elemeket nem tartalmazé szubtipus

NEM OSZTALYOZHATO TIPUSOK
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* EPITELIALIS SZOVETTANI TiPUS

Fetalis szubtipus

A tisztan fetalis szubtipust kotegekbe, lapokba vagy trabekulakba rendez6dott sejtek
jellemzik, kozépen eclhelyezkedé kis kerek sejtmaggal, sok citoplazmaval és jol
elkiiloniilé  sejtmembrannal (Lopez-Terrada ¢és mtsai 2012). A sejtek fetalis
hepatocitdkra  hasonlitanak, valtozd mennyiségli lipidet illetve glikogént
tartalmazhatnak. Az utobbi mennyiségétdl a citoplazma tobbnyire vilagos, eozinofil (1.
abra) (Lopez-Terrada és Zimmermann 2012). Alacsony mitotikus aktivitassal (<2

mitdzis) a fetalis tipus a legkedvezObb prognodzisu (Adesina és mtsai 2009).

1. abra: A hepatoblastoma fetalis szubtipusanak szovettani képe

A tumor eozinofilen fest6d6 tumorsejtekbdl all, melyek nagyon hasonlitanak a normal
majsejtekhez. (HE, 600x)
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Embriondlis szubtipus

Az embrionalis szubtipus sejtjei bazofil festodésiiek, elongalt, ovoid alaktiak, sejtmagjai
hosszikasak és viszonylag nagyok, a sejtek kevés citoplazmat tartalmaznak. A 10-15
um atméréjiic  tumorsejtek (Czauderna és mtsai 2014) gyakran ugynevezett
pszeudorezottakba tomoriilnek, ami nem mas, mint egy sziik lument korbevevo
szabalytalan alaka struktura (2. abra). Mivel a sejtek nagyon hasonlitanak az un.
blastema sejtekhez, a HE festés alapjan nehéz elkiiloniteni a ,kis, kerek, kék sejtes”
daganatoktol, mint pl. a nefroblasztoma, neuroblasztoma, rabdomioszarkoma illetve a
limféma. A fetalis és az embrionalis komponens gyakran keveredik egymassal, de
legtobbszor a két komponens egymastdl jol elkiiloniilten csoportokba vagy mezdkbe

rendez6dik.

2. abra: A hepatoblastoma embrionalis szubtipusanak szovettani képe

A tumorsejtek pszeudorozettakat képeznek. (HE, 600x)

-10 -
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Makrotrabekularis szubtipus

Gonzalez-Crussi és munkatarsai irtdk le eldszor ezt a ritka varianst, mely a
hepatoblastomak 3%-aban fordul elé (Lopez-Terrada és Zimmermann 2012). A
makrotrabekularis teriiletek sejtjei lehetnek embrionalisak és/vagy fetalisak (Czauderna
¢s mtsai 2014) vagy nagyon hasonlithatnak a feln6ttkori majtumorra, a HCC-re (Lopez-
Terrada és Zimmermann 2012). A makrotrabekularis csoporton beliil, a tumort alkoto
sejtek alapjan megkiilonboztethetiink makrotrabekularis hepatoblastoma 1 (MT-1) és
makrotrabekularis hepatoblastoma 2 (MT-2) csoportokat. Az MT-1 hepatocitakbol,
illetve HCC-s tumorsejtekre nagyon hasonlito sejtekbdl, mig az MT-2 embrionalis vagy
fetalis sejtekbol all. Az MT-1-es csoport all legkzelebb a HCC-hez, ennek a prognozisa

IS rosszabb (Zimmermann 2005).

Kis sejtes differencidlatlan szubtipus

Ez a szovettani szubtipus monomorf 5-10 pm atméréji sejtekkel, kerek vagy ovalis
sejtmagokkal, kevés citoplazmaval és magas mitotikus arannyal jellemezhet6 (Barwad
¢s mtsai 2013, Czauderna és mtsai 2014), eléfordulasa rossz progndzissal tarsitott
(Brotto és mtsai 2002, Adesina és mtsai 2009). Tulstlyban vannak a kerek vagy tojas
alaku sejtek, de néhol megjelennek orso vagy csillag alakt sejtek is a mucoid matrixban

(Zimmermann 2005).

Kolangioblasztikus szubtipus

Olyan epitelialis HB szubtipus, melyben a periférian a tumornodulus koril atipusos
kolangiocita-szerii sejtek vékony szegélye lathatdo, melyek tobbnyire dupla réteget
alkotnak. A sejtek nagyobbak, mint az embrionalis vagy fetalis szubtipus sejtjei,
alakjukat tekintve nyultabbak, néha oszloposak (Zimmermann 2002).

-11 -
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= KEVERT TIiPUS

A kevert tipus az epitelialis elemeken kiviil neoplasztikus mezenhimalis elemeket is
tartalmaz, igy gyakran talalunk benne oszteoid és/vagy kondroitikus elemeket, tovabba
tarsulhat kalcifikacioval, vérzéssel és nekrozissal (Barwad és mtsai 2013). Oszteoid
képz6dés a kemoterapias kezelés utan is megfigyelhetd (Saxena és mtsai 1993). A
mezenhimalis elemek megjelenésiik alapjan lehetnek teratoidak és nem-teratoidak

(neuralis, melanocitas, intesztinalis, rabdomioblasztoid).

= NEM OSZTALYOZHATO (EGYEB) HB TiPUSOK

Fontos megemliteni a tranzicionalis majsejtes tumort (TLCT) mely magas AFP szinttel
jellemezhetd, agressziv, malignus daganat (Zimmermann 2005). Ez a tumor atmenetet
képvisel a HB és a HCC kozott, foként idosebb gyermekeknél és fiatal felnéttekben
fordul el6 (Prokurat és mtsai 2002).

2.1.5. Kezelés

A kezelést megel6z6 tumorterjedelem Gn. Pre-Treatment Extension of Disease
(PRETEXT) rendszer segitségével meghatarozhatd a tumor sebészeti rezekalhatosaga,
illetve azon tumorok azonositasa, melyek extrém rezekciot illetve majtranszplantaciot
igényelnek (Agarwala 2012). A rendszer magaban foglalja a lokalizaciot, a véna és az
extraabdominalis érintettséget valamint a metasztazisokat is (Agarwala 2012).
Amennyiben a tumor komplett rezekcidja jon szoba, Ggy a tulélés esélye is jelentosen
emelkedik. A legtobb esetben a tumor miitéti Gton vald eltavolitasat megelézi a
kemoterapia (Agarwala 2012). A Gyermekkori Majtumorok Nemzetkozi Stratégiai
Csoportja (SIOPEL) ajanlasa ezzel megegyezik, ellentétben a japan ¢és német
Gyermekek Onkologiai Csoportjaval (COG), akik a tumor sebészeti eltavolitasat
javasoljak el6szor, tovabba a kemoterapia megkezdésére a tumor stddium besorolasa

(staging) utan keriil sor (Allan és mtsai 2013). Europa tobb orszagahoz hasonloan

-12 -
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Magyarorszdgon a SIOPEL protokoll szerint torténik a hepatoblastomas gyerekek

kezelése.

2.1.6. Tulélés

A tumorterjedelem miatt a HB-k 67%-a nem alkalmas miitéti eltavolitasra, ezért, ahogy
korabban is emlitésre keriilt, kemoterapias kezelés elkezdése javasolt, mely javitja a
prognézist (Brotto és Finegold 2002). Ennek tudhaté be az a tény, hogy az elmult
évtizedekben a talélés szignifikansan javult (Semeraro és mtsai 2013). A HB-s betegek
5 éves tulélése 74% (Spector és Birch 2012), azonban az esetek 20%-ban tavoli

metasztazis alakul ki, ezek tobbsége a tiidében (Agarwala 2012).

-13-
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2.2. mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) rovid, 18-25 nukleotid hosszusagu, fehérjét nem kodold
RNS-ek, amelyek univerzalisan expresszalodnak a gerinces és gerinctelen allati, gomba
¢s novényi szervezetek sejtjeiben (Salvi és mtsai 2013). Az els6 miRNS-t, a lin-4-et,
mely a Caenorhabditis elegans egyedfejlédésének kontrolljaban jatszik szerepet, Lee és
munkatarsai irtak le 1993-ban (Lee és mtsai 1993). Ekkor még tgy tiint, hogy egy
fonalféreg-kiilonlegességgel allnak szemben, de amikor 2000-ben ugyanebben a
fonalféregben egy ujabb miRNS-re bukkantak (let-7, sejtdifferenciaciot és
egyedfejlodést szabalyoz), mely szekvenciajat gerincesekben is megtalaltak, elkezdték
felismerni, hogy a leirt ) RNS molekulaknak fontos szerepiikk van a biologiai
folyamatok human vonatkozasban is.

A mMIiRNS-ek a génexpresszido szabalyozasaban vesznek részt poszt-transzkripcios
szinten azaltal, hogy a cél messenger RNS (MRNS) 3' nem kédold (UTR) részéhez
kotédve befolyasoljak a transzlacid folyamatat (Zhang és mtsai 2013). A tapasztalatok
azt mutatjak, hogy ezt a folyamatot a miR szekvencidja szabalyozza aszerint, hogy
milyen mértékben komplementer a cél-mRNS szekvenciajaval. Ha a két szekvencia
teljes mértékben komplementer, az eldidézi az mRNS elbomlasat, részleges
komplementeritas esetén viszont a transzlacio fizikai gatlasa érvényesiil (Faller és mtsai
2008, Filipowicz és mtsai 2008, Joshi és mtsai 2011) (3. abra). A részleges
komplementeritas azt jelenti, hogy a miR egy ugynevezett magrégioja (seed region)
vesz részt a kotésben, mely az emldsok miRNS-ére nézve altalanos érvényl. Ez egy 6-8
nukleotid hosszl szakasz a miRNS 5' végén 1évo 1-8. nukleotidja kozott, amelyhez ettdl
1-5 nukleotid tavolsagra egy ujabb, 3-4 nukleotid hosszi kiegészitd kotéhely
csatlakozhat a miRNS 13-16. nukleotidja k6z6tt, amely erdsiti a miRNS hatékonysagat
(Bartel 2009). A részleges komplementeritas kovetkeztében egy miRNS akar tobb szaz
kiilonféle cél-mRNS molekulahoz is kotddhet, ugyanakkor tobb szaz kiilonféle miRNS
kotohely talalhatd egy mRNS 3' UTR részén, sét egy miRNS-nek akéar tobbszords
kotdhelye is lehet ugyanazon cél-mRNS 3' UTR részén. Ez jelentdsen megneheziti a

génmiikodés miRNS-ek altali szabalyozasanak megértését.
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A hivatalos mikroRNS adatbazisban, a miRBase-ben jelenleg 2588 érett és 1881
prekurzor regisztralt human mikroRNS talalhaté (miRBase 2014), mely szam a jovében

valoszintileg tovabb emelkedik majd.

2.2.1. Biogenezis

A miRNS gének 0nallo transzkripcids egységekben talalhatoak a genomban, mig
masoké a gének fehérjét nem kodold régidiban, az intronokban bujnak meg. A
transzkripcid sordn elsd 1épésében az RNS-polimerdz egy ugynevezett elsddleges
mikroRNS-t (pri-miRNS) készit, amely az mRNS-hez hasonloan 5' sapkaval és 3' poly-
adenosine farokkal, viszont hajtli strukttraval rendelkezik. Ez a pri-miRNS a Drosha
(RNase III enzim) altal elhasitédik a sejtmagban, melynek eredményeként egy 70
nukleotid nagysagii hajti alaki ugynevezett prekurzor (pre-miRNS) mikroRNS
keletkezik. Ez a pre-miRNS aztan a Ran-GTP-az fehérje segitségével a citoplazmaba
exportalodik. Itt a Dicer nevii, szintén RNase III tipust enzim hasitja tovabb, mely egy
duplaszala, koriilbeliil 22 nukleotid hosszisdgi érett miRNS-t eredményez.
Helikazaktivitds hatasara egylanctivda bomlik ¢és az RNS-indukalt csendesitd
komplexben (RISC) a cél mRNS-hez kotddve kifejti a poszttranszkripcios gatlast (3.
abra) (Tombol és mtsai 2007, Joshi és mtsai 2011, Gomes és mtsai 2013).

CVtC’plasm ,,'«"‘"" /\ f T g}:‘%-‘ \

Nucleus
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Seae, «..__ Exportin ’~ Precursor mlRNA

Dicer
Precursor miRNA
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3. abra: A mikroRNS-ek biogenezise (Joshi és mtsai 2011)
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2.2.2. Biologiai folyamatokban betoltott szerep

A mikroRNS-ek altal szabalyozott gének szamos életmiikodésekkel kapcsolatos
biologia folyamatot szabalyoznak, mint példdul az egyedfejlodés pontos iddbeli
lefolyasa, sejtdifferenciacio, proliferacio, apoptodzis vagy a jelatviteli utak expresszioja
(Utsunomiya és mtsai 2013, Zhang és mtsai 2013); igy szerepet jatszanak betegségek,
human betegségek széles korében leirtdk, mint példaul keringési rendellenességek,
metabolikus zavarok, neurodegenerativ- és autoimmun betegségek (Salvi és mtsai 2013,
Zhang ¢és mtsai 2013). Felvet6dott, hogy a jelentés mértékben megvaltozott
expresszioji miRNS-ek a tumorok diagndzisa ¢€s prognozisa szempontjabol
biomarkerként szamitasba johetnek (Rong és mtsai 2013), s6t mivel miRNS-ek
kimutathatdéak szérumbdl is, az expresszios szintjikben mért valtozas diagnosztikus
értékii lehet (Borel és mtsai 2012). A miRNS-ek génekre kifejtett hatasa szerint
beszélhetiink onkogén hatasu €s tumorszupresszorként viselkedd miRNS-ekrdl, ezaltal a
molekularis rakterapia célpontjaiva is valhatnak (Rong és mtsai 2013). Egészséges
allapothoz képest a novekvd expresszidji miRNS-ek (ugynevezett onkomiR-ek) a
tumorszupresszor gének csokkent kifejezodését eredményezik, igy a sejt pl. kikeriil a
sejtciklus  progresszidjanak gatlasa aldl, ugyanakkor a csokkent expresszioju
(tumorszupresszor hatasi) miRNS-ek az onkogének fokozott expresszidjahoz vezetnek
¢és igy a proliferacio serkentése altal tumorndvekedést idézhetnek el6 (Shenouda és

mtsai 2009, Ranji és mtsai 2013).

2.2.3. Szerep a majbetegségekben és hepatokarcinogenezisben

A miRNS profil meghatarozéasok alapjan ugy tiinik, hogy mind az egészséges, mind a
beteg szovetekre sajatos miRNS expressziés mintazat jellemz6 (Liang és mtsai 2007,
Rosenfeld és mtsai 2008). Leirtak szovet-karakterisztikus miRNS-eket, mint amilyen
majszovet esetén példaul a miR-122. Egészséges majban tovabbi miRNS-eket talaltak,
amelyek expresszids szintje szintén magas: pl. miR-192, miR-194, miR-199a és let-7a
(Chen 2009). A majbetegségekben ezzel szemben jelentdsen emelkedett vagy csokkent

expresszioji miRNS-eket irtak le az egészséges vagy tumor koriili majszovethez képest.
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Fibrozisban csokkent miR-29 és emelkedett miR-27 szintet talaltak a csillagsejtek
aktivalt allapotaval dsszefliggésben (Ji és mtsai 2009, Kwiecinski és mtsai 2011). Virus
okozta kronikus hepatitisz fertézésben a virusetiologiatol fiiggetleniil emelkedett miR-
21-, miR-221-, miR-222- és csokkent miR-122-, miR-199-, miR-200-szintet talaltak,
ugyanakkor 19 miRNS esetén expresszios kiillonbséget mértek HBV- és HCV-pozitiv
(kronikus hepatitiszt és HCC-t is beleértve) betegségesoportok kozott (Ura és mtsai
2009, Elamin és mtsai 2011). Cirrédzis és cirrozis talajan kialakult HCC kozott 35 eltérd
expresszioji miRNS-t figyeltek meg és a HCC-k 83%-aban fokozott miR-221, 70%-
aban alulszabalyozott let-7a és miR-122 volt jelen a cirrhotikus szdvetparhoz képest
(Gramantieri ¢és mtsai 2007). Munkacsoportunk emelkedett miR-221- és miR-222-
szintet talalt tumor koriili cirrhotikus majmintadkban ¢s HCC-ben, valamint csdkkent
miR-18a-, miR-21- és miR-222-szintet fokalis nodularis hiperplaziaban HCC-vel
szemben (nem publikalt adat). A miRNS-ek diszregulacidja valoszinlileg fontos
szerepet tolt be a HCC kialakuldsaban, mivel az eltéré expresszi6ji miRNS-ek kozott
talalunk szamos pro-angiogén (pl. miR-221), anti-angiogén (pl. miR-122, miR-214)
hatasu vagy pro-metasztatikus (pl. miR-210) illetve anti-metasztatikus (pl. miR-122)
funkcioji miRNS-t (Wang és mtsai 2013), melyek expresszidja a tumorigenikus vagy
anti-tumorigenikus hatasuknak megfeleléen emelkedik vagy cs6kken HCC-ben

(Utsunomiya és mtsai 2013).

2.2.4. A hepatoblastomaban vizsgalt mikroRNS-ek bemutatasa

Kevés adat all rendelkezésre arrdl, hogy hogyan valtozik a mikroRNS-ek expresszios
szintje hepatoblastomaban, de néhany kozleményben beszamoltak a miR expresszios
szintek valtozasardl a kornyezé szovethez, normal majhoz vagy HCC-hez képest,
(Magrelli és mtsai 2009, Cairo és mtsai 2010, von Frowein és mtsai 2011), azonban a
kiilonbozé HB szovettani tipusok miR-expresszidos profiljat eddig még senki nem
vizsgalta. Mivel a hepatoblastoméaban eléforduld véltozd expressziot mutatdo miRNS-
ekrdl kevés adat all rendelkezésre, ezért irodalmi adatok alapjan kivalasztottuk azokat a
miRNS-eket (2. tablazat), amelyek HCC-s szovetekben magasan vagy alacsonyan
expresszalddnak a kornyezd, tumormentes szovethez képest, illetve ismert onkogén

illetve tumorszupresszor hatasuk (Gramantieri és mtsai 2007, Wong és mtsai 2008, Liu
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¢s mtsai 2009, Pineau és mtsai 2010, Wong és mtsai 2010, Fu és mtsai 2011, Yang és

mtsai 2011, Chen és mtsai 2012, Chen és mtsai 2012, Li és mtsai 2012, Wang ¢és mtsai

2012, Yang és mtsai 2012, Karakatsanis és mtsai 2013, Wang és mtsai 2013).

2. tablazat: Az altalunk vizsgalt mikroRNS-ek lokalizacioja és funkcidja

mMikroRNS | Kromoszéma Funkcié Referencia
lokalizacio
miR-17-5p 13g31.3 onkogén (Tao és mtsai 2012)
miR-18a 13931.3 valosziniileg onkogén (Tao és mtsai 2012)
miR-21 17923.1 onkogén (Karakatsanis és mtsai
2013)
miR-34a 1p36.22 valosziniileg (Chen és mtsai 2013)
tumorszupresszor
miR-96 70932.2 onkogén (Varnholt és mtsai 2008,
Chen és mtsai 2012, Xu
¢és mtsai 2013)
miR-122 18¢21.31 majkarakterisztikus, (Wong és mtsai 2011)
tumorszupresszor
miR-140 16022.1 tumorszupresszor, (Yuan és mtsai 2013)
kutatasunkban referencia
miR-181a 1g32.1 tumorszupresszor/onkogén | (Shin ¢és mtsai 2011,
Zhang és mtsai 2012)
miR-195 17p.13.1 tumorszupresszor (Xu és mtsai 2009)
miR-210 11p15.5 onkogén (Yang és mtsai 2012)
miR-214 1924.3 tumorszupresszor (Shih és mtsai 2012)
miR-221 Xp1l.3 onkogén (Park és mtsai 2011)
miR-222 Xp1l.3 onkogén (Karakatsanis és mtsai
2013)
miR-223 Xql2 tumorszupresszor (Wong ¢és mtsai 2008,
Zhao és mtsai 2011)
miR-224 Xq28 onkogén (Zhang és mtsai 2013)
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A tovabbiakban az altalunk kivalasztott mikroRNS-ek részletes bemutatasa kovetkezik.

miR-17-5p

A miR-17-5p egy, a DNS-en megtalalhatdé tobb miRNS gént egymas kozelségében
tartalmazo ugynevezett miR-17-92 klaszter egyik fontos tagja a miR-17-3p, miR-18a,
miR-19a, miR-19b, miR-20a és a miR-92-1 mellett (O'Day és mtsai 2010, Tao és mtsai
2012). A miR-17-92 overexpresszidjat tobb tumorban leirtak, példaul tiidérakban, B-
sejt limfomaban, gyomorrakban és HCC-ben is (Yang és mtsai 2010). A miR-17-5p
onkomiR szerepét in vivo és in vitro kisérletek tamasztjak ala, amelyek szerint fontos
szerepet jatszik a HCC sejtek proliferacidojaban és migraciojaban (Yang és mtsai 2010).
Ezzel ellentétes tapasztalat, hogy a miR-17-5p-nek tumorszupresszor hatasa is lehet,
ugyanis az emlérak tumorsejtjeinek proliferacidjat gatolta a Ciklin D1 (CCND1) fehérje
szintjének csokkentésével (O'Day és Lal 2010).

miR-18a

Az onkogén hatastt miR-17-92 Kklaszter tagja (Yang és mtsai 2010, Tao és mtsai 2012),
normal szovetekhez képest szignifikansan emelkedett szintjét talaltdk gyomor-,
hasnyalmirigy-, maj- és vastagbéldaganatban, mely utobbiban a magas miR-18a
expresszid rosszabb prognézissal tarsult (Morimura és mtsai 2011). Ugyanakkor T24
hugyholyagrak sejtvonalban tumorszupresszor funkcioji miR-ként irtak le (Tao és mtsai
2012). HBV fert6zésen atesett HCC-s betegek szérumaban pedig szignifikinsan

emelkedett értéket mutatott a normal, egészséges szérumhoz képest (Li és mtsai 2012).

miR-21

Expressziojat tobb szolid tumorban is kimutattak, ugy mint HCC, vastagbél- illetve
hasnyalmirigydaganat (Kadera és mtsai 2013). Ennek a miRNS-nek onkogén funkciot
tulajdonitanak, ugyanis feltételezhetéen tobb tumorszupresszor is a célgénjei kozé
tartozik, mint pl. programozott sejthalal 4 (PDCD4), reverzio indukald ciszteinben
gazdag fehérje (RECK), Ras-sal homolog géncsalad B tagja (RHOB), metallopeptidaz
inhibitor 3 (TIMP3) vagy a foszfat és tenzin homoloég (PTEN). Expresszios szintje a
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tumorprogresszio soran novekszik majszovet — cirrdzis — HCC iranyban (Pineau és
mtsai 2010). A szérumbol kimutatott miR-21 alkalmas a maj nekroinflammatorikus

aktivitasanak kimutatasara is (Karakatsanis és mtsai 2013).

miR-34a

A miR-34 csalad harom tagjanak: miR-34a, miR-34b és miR-34c proliferaciot gatld és
apoptozist indukdld hatdsa van, amelyek expresszidjat kozvetleniil a p53 fehérje
indukalja. Célgénjei kozott pedig az E2F transzkripcios faktor 3 (E2F3), B sejt limfoma
2 (BCL-2), mielocitomatdzis viralis onkogén homolog (c-Myc), ciklin-dependens kinaz
4 (CDK4) talalhatéak (Bommer és mtsai 2007, Javeri és mtsai 2013). A harom tag
koziil a miR-34a tiinik a legfontosabbnak, amelyet a tumor protein 53 (p53) indukal. A
tumoros szovetekben alacsonyabb szintet detektdltak normal szovethez képest maj-
(Yang és mtsai 2011) és vastagbélrak esetén (Roy és mtsai 2012). Vad tipusu
emlérakok 40%-ban szintén alacsonyabb miR-34a expressziot talaltak (Javeri és mtsai
2013). Ugyanakkor a tumorprogresszioval novekvOd expresszios szintet mértek

majszévet — cirrdzis — HCC iranyban (Pineau és mtsai 2010).

miR-96

A mIiR-96 expresszios szint emelkedett értéket mutatott kronikus mieloid leukémiaban,
eml6-, vastagbél-, végbél- valamint majdaganatban a normal szovethez képest.
Mindazonaltal in vitro kisérletek kimutattak, hogy akadalyozott miR-96 expresszid

visszafogta a magasan metasztatikus HCC sejtek invazidjat (Chen és mtsai 2012).

miR-122

A normal maj miRNS készletének mintegy 70%-at a miR-122 teszi ki (Lagos-Quintana
¢s mtsai 2002, Wong és mtsai 2011), egyetlen majsejt akar 66000 miR-122 kopiat is
tartalmazhat (Bai és mtsai 2009). Fontos szabalyozd szerepe van a zsir- és
koleszterinanyagcserében (Hu és mtsai 2012), hatdsa a tobbi miRNS-t6l eltéréen

pozitiv, melyet valosziniileg kdzvetett Giton fejt ki és a miR-122 eziranya target mRNS-
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eit még nem sikeriilt megtalalni. Kisérletesen igazoltak, hogy HCC-ben
alulexpresszalodik és ismeretes tumorszupresszor funkcioja is, miszerint Ciklin G1
leszabalyozasaval a p53 transzkripcios aktivitasat emeli (Wong és mtsai 2011). In vitro
kisérletekkel kimutattak, hogy a miR-122 stimulalja a HCV replikaciojat (Jopling 2008,
Lendvai és mtsai 2012), amely a tovabbi vizsgalatok alapjan abbol ered, hogy a HCV

crey

szemben (Shimakami és mtsai 2012).

miR-140

A miR-140-et olyan tumorok fejlédésével és progresszidjaval hoztak Gsszefliggésbe,
mint pl. oszteoszarkoma, emlé- és vastagbéldaganat, HCC. Ezekbdl a vizsgalatokbol a
MiR-140 tumorszupresszor funkcidjara kovetkeztetnek tobbek kozott azért, mert a miR-
140 overexpresszioja jelentdsen csokkentette a sejtinvaziot in vitro illetve a metasztazist
in vivo nem-Kissejtes tiidétumor esetén (Yuan és mtsai 2013). Majszovet esetén

referencia miRNS-ként is ismeretes (Varnholt és mtsai 2008).

miR-181a

A miR-181 csalad mind a 4 tagja (miR-181a, miR-181b, miR-181c és miR-181d)
magasan expresszalt embriondlis majban ¢és izolalt maj Ossejtekben az érett
hepatocitakkal szemben. Hasonlot észleltek maj-Ossejt jellegi HCC-ben az érett-
hepatocita jellegli HCC-vel 6sszehasonlitva (Ji és mtsai 2009). A miR-181a szerepet
funkcioi is ismeretesek a tumor lokalizacidjatél fiiggden, valamint deregulacioja
hozzajarul emld- illetve szajdaganat metasztazisainak kialakulasahoz (He és mtsai
2013). HCC sejtvonalak 50%-aban magasan expresszalt miR-181a-t talaltak (Wong és
mtsai 2008), mig HCC-s szovetmintakban expresszidja alacsonyabbnak bizonyult

cirr6zishoz képest (Gramantieri és mtsai 2007).
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miR-195

A miR-195, mint a legtobb tumor tipusban, igy HCC-ben is csokkent expresszios szintet
mutat az egészséges Szovethez képest. Tobb tanulmany novekedés-gatld funkciot
tulajdonit ennek a miRNS-nek, mivel kiilonb6z6 célmolekulai (CCND1/3, CDK4/6,
E2F3) altal blokkolja a sejtciklus G1/S fazis atmenetét (Xu és mtsai 2009), ezen kiviil
apoptozist indukal a BCL2 és B sejt limfoma 2-szerli (BCL-w) gének expresszidjanak
csokkentésével. HCC-ben gatolta az angiogenezist, ugyanis a miR-195 egyik kdzvetlen

célgénje a vaszkularis endotelialis névekedési faktor (VEGF) (Wang és mtsai 2013).

miR-210

Hepatokarcinogenezis soran a miR-210 expresszid ndvekedését figyelték meg
cirrdzisban normalis szovethez képest valamint HCC-ben cirrdzishoz (Pineau és mtsai
2010), illetve a tumort kornyez6 majszovethez képest (Su és mtsai 2009, Lendvai és
mtsai 2012). HCC-ben valészintileg a hypoxia altal indukalt metasztazisban van szerepe

(Ying és mtsai 2011).

miR-214

A miR-214 overexpresszalodik HB-ban a normal szovethez viszonyitva (Magrelli és
mtsai 2009), HCC-ben alacsonyabb expressziot mutatott cirr6zishoz (Gramantieri és
mtsai 2007) és tumor koriili majhoz képest (Wang és mtsai 2008). Valosziniisithetden
tumorszupresszor funkciot 1at el HCC-ben, mivel alacsony expresszidja magasabb
kiajulassal és rosszabb prognozissal tarsithatd és ezzel dsszefiiggésben azt talaltdk, hogy
az alacsony miR-214-szint hepatoma eredetii novekedési faktor (HDGF) expressziot és
szekréciot indukdl, amely vaszkuldris endotélsejtek stimulaciojdval angiogenezist €s
tumorndvekedést eredményezett in vivo (Shih és mtsai 2012). Magasan expresszalt
miR-214-szintet irtak le petefészek-, gyomor-, hasnyalmirigy-, méhnyak-, tid6-, és
szajnyalkahartya-daganatokban valamint malignus melanémaban (Yang és mtsai 2008,
Ueda és mtsai 2010, Penna és mtsai 2011, Shih és mtsai 2012).
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miR-221 és miR-222

A miR-221 Kkevesebb, mint 10 kb tavolsagra talalhato a miR-222-t61 az X
kromoszoéman, melyeknek valdszintileg k6zos a promoter régiojuk (Garofalo és mtsai
2009, Yang és mtsai 2011), ezért ezen onkomiR-ek célgénjei is sokszor hasonloak (pl.
PTEN ¢és TIMP3) Ezen gének elimindlasa miatt a sejtek apoptozisra kevésbé, mig
migraciora, invaziora erésen fogékonnya valnak. A tumorsejtek proliferaciojat azaltal is
eldsegitik, hogy elnyomjak a ciklin-dependens kinaz inhibitorokat (CDKNI1B/p27 és
CDKNI1C/p57), kilitve ezaltal a sejtciklus progresszidjanak két fontos szabalyozdjat
(Ogawa és mtsai 2012). Mindkét miRNS expresszidja novekedett a tumorprogresszioval
majszovet — cirrézis — HCC iranyban (Pineau és mtsai 2010). Megfigyelték tovabba,
hogy miR-221 szintje korrelalt a cirr6zis jelenlétével, a tumor stadiumaval és a rosszabb
prognézissal HCC-ben (Karakatsanis és mtsai 2013). A szérumban mért miR-221-szint
jelentésen magasabbnak bizonyult és rovidebb taléléssel tarsult (Li és mtsai 2011),
viszont a miR-221/222 expresszidja intrahepatikus epeuti tumorokban csokkent
(Karakatsanis és mtsai 2013). Ezen talmenden majfibrozisban a miR221/222 expressziod
szignifikansan magasabbnak mutatkozott sulyos fibrozisban (F4), enyhe fibrézissal (F1)
szemben és szintjiikk korrelalt az I. tipust kollagén mRNS szintjével is, jelezve igy a

csillagsejtek aktivaciojat (Ogawa és mtsai 2012).

miR-223

Alacsonyabb miR-223 expresszios szintet taldltak HCC-ben normal majhoz
(Karakatsanis és mtsai 2013), kronikus virus hepatitiszhez (Ura és mtsai 2009) valamint
cirrozishoz képest (Jiang és mtsai 2008). Ezzel szemben emelkedett miR-223
expresszios szintet mutattak ki HCC-s betegek szérumaban egészségesekéhez
viszonyitva (Xu és mtsai 2011). Tovabba szintén emelkedett miR-223-szintet mértek

intrahepatikus epetti daganatokban (Karakatsanis és mtsai 2013).
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miR-224

Tumorprogresszié sordn a miR-224 expresszid novekedését tapasztaltdk normalis
majszovethez képest cirrozisban és HCC-ben cirr6zishoz képest (Pineau és mtsai 2010),
tovabba a tumort kornyez6 majszovethez képest (Murakami és mtsai 2006). Szintje
magasabbnak bizonyult normalis majszovethez viszonyitva benignus (hepatocellularis
adenoma és fokalis nodularis hiperpldzia) és malignus majelvaltozasokban normalis —
benignus — malignus iranyban (Ladeiro és mtsai 2008). Munkacsoportunk szintén
emelkedett expressziot talalt szteatotikus kronikus HCV pozitiv majszovetben
egeészséges ¢€s nem szteatotikus kronikus HCV pozitiv majszévethez képest (Lendvai és
mtsai, kdzlésre benyujtott kézirat), illetve a miR-224 szint korrelaciot mutatott fibrozis
kozlésre benytjtott kézirat). A miR-224 onkogén miRNS, amely az eddig azonositott
célgének elnyomasa Osszefliggésbe hozhaté a sejtproliferacio, migraciod, invazidé (Zhang
¢s mtsai 2013, Li és mtsai 2014), illetve a tumornekroézis faktor oo (TNFo) gyulladasi

utvonal aktivalodasaval (Scisciani és mtsai 2012).

2.2.5. mikroRNS célgén predikcio

Mivel a miRNS-ek cél-mRNS-hez kotédésének nem feltétele a teljes mértékii
komplementaritas, valamint a kotésben résztvevé magrégiot valtozo szami nukleotid
alkothatja, ezért nehéz megjosolni, hogy adott miRNS-nek melyek is a cél-mRNS-ei és
hogy valdjaban mely gének expressziojat is befolydsolja. A miRNS és cél-mRNS
kozotti kotddés 1étrejotte sejtkultirdkon oly médon vizsgalhatd, hogy az mRNS 3' UTR
részét riporterfehérjéhez (luciferaz vagy zold fluoreszkalo fehérje — GFP) kapcsolva
plazmidként bejuttatjdk a sejtekbe, majd a vizsgalandd miRNS-t is hozzaadva a
valosagos miRNS-mRNS kotddés kovetkezményeként a riporterfehérje expresszidjanak
csokkenését mérik. A nagyszdmu cél-mRNS okan ezek a vizsgalatok iddigényesek,
ezért bioinformatikai algoritmusokat fejlesztettek ki, amelyek segitségével lehetdvé valt
a cél-mRNS-ek in silico prediktalasa. Természetesen ez a kisérletes Uton torténd
validalast nem valtja ki, de nagymértékben segithet lecsokkenteni a lehetséges cél-

MRNS-ek szamat, igy a kotddés kisérletes validalasra is altalaban a predikciot kovetéen
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kertilhet sor. Az in silico algoritmusok egyrészt a miRNS magrégiojanak (a miRNS 5'
végén 1évé 1-8. nukleotid komplementaritasat veti O0ssze az mRNS-ek 3' UTR
szakaszaval (pl. DIANA-microT, miRWalk, miRanda adatbazisok), de vannak a
MIRNS-mRNS kotést termodinamikailag teszteld (pl. PITA) és a miRNS szekvencia
evolicids megtartottsagat vizsgald algoritmusok is, mint példdul miRanda és
TargetScan, amelyek mindharom szempont szerint keresik a miRNS-ek lehetséges cél-
MRNS-eit (Dweep és mtsai 2013).

A fontosabb miRNS adatbazisok leirasa €s elérhetdsége:

miRBase: altalanos miRNS informacié (http://www.mirbase.org; (Hsu és mtsai 2011,

Kozomara és mtsai 2011).
miRTarBase: validalt miRNS-cél-mRNS kapcsolat (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw;
(Hsu és mtsai 2011)

TarBase: validalt miRNS-cél-mRNS kapcsolat (http://www.microrna.gr/tarbase;

(Vergoulis és mtsai 2012)

miRanda: predikcio komplementeritas, kotés szabad energiaja, evolicidos megtartottsag

alapjan (http://www.microrna.org; (Enright és mtsai 2003, John és mtsai 2004, Betel és
mtsai 2008)

TargetScan: predikcid magrégi6 komplementeritas, kotés szabad energidja, evolicios
megtartottsag alapjan (http://www.targetscan.org; (Lewis és mtsai 2003, Lewis és mtsai

2005)

DIANA-microT: predikcidé magrégié komplementeritas és termodinamika alapjan,

valamint evolicids megtartottsag  sztiré  (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT,;
(Kiriakidou és mtsai 2004, Maragkakis ¢s mtsai 2009)

miRWalk: predikci6 magrégio komplementeritas alapjan, nem csak a 3' UTR-re
korlatozva, hanem promoéter, 5' UTR ¢és kodold régiora is Kkiterjesztve

(http://mirwalk.uni-hd.de; (Dweep és mtsai 2011)

RNA22: predikciod komplementeritas, mintazatfelismerés alapjan

(http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html; (Miranda és mtsai 2006)

PicTar: predikci6 szinergizald6 miRNS-ek altal szabalyozott 3' UTR kotéhelyek
keresése alapjan (http://pictar.mdc-berlin.de; (Krek és mtsai 2005, Lall és mtsai 2006)
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PITA: predikci6 termodinamika, @RNS  masodlagos szerkezete alapjan

(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07; (Kertesz és mtsai 2007)

RNAhybrid: predikcidé termodinamika, RNS masodlagos szerkezete alapjan
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid; (Rehmsmeier és mtsai 2004)

miR2Disease: mIRNS-betegség kapcsolat (http://www.mir2disease.org; (Jiang és mtsai
2009)

Mivel egyelére nem létezik olyan algoritmus, amelyik a kotéshez sziikséges valamennyi
szempontot figyelembe tudnd venni, ezért a kutatok kozott bevett szokassa valt, hogy
tobb algoritmus altal prediktalt cél-mRNS-ek metszetét veszik alapul (Megraw és mtsai
2007, Papagregoriou és mtsai 2012, Dweep ¢és mtsai 2013). Tobbféle algoritmus
hasznalata segithet ugyanis az alpozitiv és alnegativ cél-mRNS-ek szamanak
csOkkentésében.

Az algoritmusok ingyenesen elérhetéek internetes alkalmazas formajaban és legtobbjilik
oda-vissza iranyu keresést is megenged, vagyis egy miRNS lehetséges cél-mRNS-eit

illetve az egy mRNS-hez feltételezhetéen kotddé miRNS-eket is megkereshetjiik.
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3. CELKITUZESEK

A leggyakoribb gyermekkori malignus majdaganat a hepatoblastoma, melynek
kialakulasaban az ismert genetikai okok mellett még szamos eddig ismeretlen tényezd
jatszhat szerepet, mint pl. a miRNS-ek rendellenes expresszids szintje. Az irodalomban
minddsszesen hdrom munkacsoport vizsgdlta a miRNS-ek eltéré expresszidjat
hepatoblastomdban, agressziv fenotipusii hepatoblastomdban illetve metasztatikus
hepatoblastomaban (Magrelli és mtsai 2009, Cairo és mtsai 2010, von Frowein és mtsai

2011). Munkank soran a kovetkezé célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. A miR-17-5p, miR-18a, miR-21, miR-34a, miR-96, miR-122, miR-140, miR-
181a, miR-195, miR-210, miR-214, miR-221, miR-222, miR-223 és miR-224
mikroRNS-ek expresszidos szintjének meghatarozasa hepatoblastomaban,

kiemelten az epitelialis szovettani altipusokban.

2. A hepatoblastomaban ¢észlelt miRNS eltérések Osszevetése a betegek tulélési

adataival.

3. A tuléléssel Osszefliggést mutatd miRNS-ek kozos célgénjeinek in silico

feltérképezése.

4. A miRNS expresszi6 és [-catenin-szint Kkorrelacidjanak  vizsgalata

hepatoblastomaban.

5. A hepatoblastomaban mért miRNS expresszido 0sszevetése HCC-ben észlelt

eltérésekkel irodalmi adatok alapjan.
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4.  MODSZEREK

4.1. Betegadatok

A betegmintakat a Semmelweis Egyetem II. sz. Patologiai Intézetének valamint az |.
sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetének archivumaban 1995-2010 kozott
megtalalhaté hepatoblastoma esetekbdl valasztottuk. A formalin-fixalt paraffinba
agyazott blokkokon végzett miRNS ¢és immunhisztokémiai vizsgéalatokat a
Semmelweis Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik
(#192), a mintakat anonim modon kezeltiik. A betegek a SIOPEL protokoll szerinti
kezelésben részesiiltek, azaz a sebészeti rezekciot megelézen ciszplatin vagy
ciszdiamminedikloroplatinum (CDDP) vagy karboplatin és etopozid (CARBOP/VP)
vagy karboplatin-etopozid-adriamicin (CARBOP-VP/ADR) kezelést kaptak. A
vizsgalat lezarasanak idején (2013. marcius) a 20-bol 5 beteg meghalt, 12
tumormentes volt, egy esetben tavoli (tiid6) metasztazis és recidiva volt
kimutathatd, egy esetben recidiva tovabba egy betegnek volt recidiva nélkiili
metasztazisa. A betegek nem és kor szerinti megoszlasat, valamint a recidivara,
metasztazisra és elhalalozasra vonatkozo adatokat a 3. tablazatban (kovetkez6 oldal)

foglaltam 6ssze.

4.2. Szovetmintak

A rezekcids mintakat a rutin laboratériumi protokoll szerint dolgoztuk fel. A 10%-0s

pufferolt formalinban tortént 24 oras fixalast kovetéen a mintakat paraffinba agyaztuk.

A szovettani értékeléshez 3-5 um-es metszeteket készitettiink és HE-nal megfestettiik.

Az altalunk vizsgalt hepatoblastoma tumorok epitelialis tipustinak bizonyultak 12 fetalis

¢s 8 embrionalis tipus megoszlasban, utobbi csoportbol 5 esetben csak embrionalis

teriiletet, mig 3 esetben mind embrionalis, mind fetalis teriiletet ki tudtunk jeloIni a

makrodisszekciohoz, igy Osszesen 15 fetélis, 8 embriondlis illetve 15 tumorkdrnyéki

tumormentes majminta allt rendelkezésiinkre. A vizsgélt hepatoblastoma esetekbdl

kapott mintakat a 3. tablazat foglalja 6ssze.
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3. tablazat: A vizsgalt betegek adatai

Eset Nem Elet- Tumor Tumor- | Minta/ Meta- Recidiva | Halal
kor komponens | kornyéki | Beteg sztazis
(év) n=23 maj

14 | f | 786 [ F | | NT | 2 | | | |

| 15 - AT6 (E[  Tids  Igen
n--m--m-

n: n6, f: férfi, F: fetdlis szubtipus, E: embrionalis szubtipus, NT: tumorkornyéki

tumormentes maj

4.3. RNS izolalas

A metszetek HE festését kovetden jol lathatd volt az elkiiloniilt embriondlis és fetalis
komponens. Ezeket a teriileteket valamint a koérnyezé tumormentes majat kijelolve
mikroszkopos ellendrzés mellett tortént a makrodisszekalas. A teljes RNS izolalas a
tumorkomponens illetve kdrnyezé maj méretétdl fliggden 10-20 darab koriilbeliil 2pm-
es nativ metszetekb61 RNeasy FFPE mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag), a DNS
emésztés Turbo DNase-zal (Ambion, Austin, TX) tortént a gyarto altal leirt protokollok
alapjan. A koncentraci6 meghatarozasa utan a tisztitott RNS-t -80°C-on taroltuk

felhasznalasig.

-29-



DOI:10.14753/SE.2015.1752

4.4. miRNS expresszios szint meghatarozas

A HCC-ben leggyakrabban eltéré expressziot mutaté 15 miRNS (Varnholt 2008, Pineau
¢s mtsai 2010, Karakatsanis és mtsai 2013) expresszios szintjét TagMan MicroRNA
Assay-vel (Applied Biosystems, Foster City, CA) valés ideji PCR-en alapuld
modszerrel mértiik meg. A miRNS-eket és az alkalmazott assay azonositokat az 4.

tablazatban foglaltam Gssze.

4., tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ek és a hozzajuk rendelt assay azonositok

(Applied Biosystems)

MiRNS Assay ID mikroRNS Assay ID
miR-17-5p ID: 000393 miR-195 ID:000494
miR-18a 1D:002422 miR-210 1D:000512
miR-21 ID: 000397 miR-214 ID:002306
miR-34a ID: 000426 miR-221 ID: 000524
miR-96 1D:000186 miR-222 ID:002276
miR-122 ID: 002245 miR-223 1D:002295
miR-140 1D:000462 miR-224 ID:002099
miR-181a 1D:000480 U6 snRNS* 1D:002099

*A relativ expresszid kiszamitasahoz széles korben hasznalt kicsi magi RNS (Furukawa

¢és mtsai 2011).

4.4.1. Reverz transzkripcio (RT)
Az RT reakciét TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

Foster City, CA) segitségével hajtottuk végre a gyarto eldirasainak megfeleléen 7,5 pl

Ossztérfogatban 10 ng teljes RNS-bdl kiindulva.
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4.4.2. Valés idejii PCR és relativ expresszio

A kvantitativ PCR-t TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applied
Biosystems, Foster City, CA) felhasznalasaval végeztilk szintén a gyarté utasitdsai
szerint 10 ul ossztérfogatban és 0,65 ul RT termék hozzaadasaval. A reakciokat ABI
Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) késziiléken futtattuk
duplikdtumban. A relativ expressziot a 2°90Ca@OD eplette] szamoltuk a miR-140-et
véve referencianak, ugyanis a Normfinder (Andersen és mtsai 2004) alkalmazas szerint
ez a miRNS bizonyult a legstabilabbnak az altalanosan hasznalt U6 snRNS-sel
(Furukawa ¢és mtsai 2011) szemben, tovabba a miR-140-et majszovet esetén mar

alkalmaztak referenciaként (Varnholt és mtsai 2008).

4.5. miRNS célgének keresése in silico

A tulélési analizisben szignifikansnak talalt miRNS-ek potencialis célgénjeinek
feltérképezését a miRanda (Betel és mtsai 2008) predikciés algoritmus alapjan
végeztiik, mely a miRBase 15.0 adatbazissal dolgozik. A szignifikans valtozast mutatd
MiRNS-ek koz6s célgénjeinek kivalasztasahoz a kapott adatokat Microsoft Access-be
importaltuk.

A kozos célgének altal érintett jelatviteli Gtvonalak analizisét a WebGestalt rendszer
(Wang és mtsai 2013) segitségével végeztiik a Benhamini-Hochberg modszer szerinti
tobbszords korrekcios teszt alapjan. Az eredményt a p<0,01 alatt fogadtuk el
szignifikdnsnak, a minimalis génszam a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

rendszerben (KEGG, http://www.genome.jp/kega/) 5-re lett beallitva.
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4.6. |Immunhisztokémia

4.6.1. Azin silico targetpredikcié soran meghatarozott ZNF207 festése

Az immunreakciot formalin fixalt paraffinba dgyazott blokkokbol készitett 3 pm vastag
metszeteken végeztiik a Novolink Polymer Detection System Kit (Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany) és ZNF207 ellenes antitest (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)
segitségével. Deparaffinalast kovetéen az antigén feltarasara mikrohullamua siitében
keriilt sor (TRIS-EDTA pufferben 2 perc 900 W, majd 30 perc 180 W). Desztillalt vizes
mosas utan blokkoltuk az endogén peroxidazt (5 perc a Peroxidase Block reagenssel).
PBS pufferben tortént mosas (2 x 5 perc) utan 0,4%-0s kazein-PBS oldattal
csOkkentettiik a nem specifikus hidrofob és ionos antitestkotédést (5 perc a Protein
Block reagenssel). Ujabb PBS pufferes mosas utan (2 x 5 perc) ZNF207 antitesttel
szobah6én inkubaltuk a mintakat 1:50 higitasban 60 percig. A PBS pufferben tortént
mosas (2 x 5 perc) utan nyul anti-egér 1gG-vel inkubaltuk a mintdkat (30 perc a Post
Primary reagenssel). A PBS pufferes mosast kovetéen ijabb inkubalas kovetkezett anti-
nyul poli-torma-peroxidaz konjugalt IgG-vel (30 perc a Novolink Polymer reagenssel).
Majd ujabb mosast (2 x 5 perc PBS-ben) kovetéen DAB (diaminobenzidin)
kromogénnel végeztilkk az eldhivast (5 perc DAB Working Solution reagenssel).
Desztillalt vizzel 0©blités utan hematoxilinnal festettik a metszeteket. Pozitiv
kontrollként a gyarté ajanldsa alapjan huméan mellékvesét hasznaltunk. Az

immunreakci6 1épéseit a 5. tablazatban (34. oldal) foglaltam Gssze.

4.6.2. Az immunreakciok értékelése

Az immunreakciokat szemikvantitativ moédon értékeltiik a kovetkezdk szerint: 10
random modon kivalasztott 400x nagyitasa latotérben 100 sejtet vizsgaltunk
teriiletenként. A pozitivan festddd sejtmagok szazalékos ardnyat 0-5 pontig terjedd
skalan adtuk meg a kovetkezd intervallumokkal: <5% = 0 pont, 6-20% = 1 pont, 21-
40% = 2 pont, 41-60% = 3 pont, 61-80% = 4 pont, 81-100% = 5 pont. A festddés
intenzitasat 0-3 pontos skalaval 4llapitottuk meg az alabbiak szerint: nem festédott = 0

pont, gyenge = 1 pont, kdzepes = 2 pont, erds = 3 pont. Az immunreakci6 értékének az
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intenzitds ¢és a festddd sejtmagok szdzalé¢kos aranyanak megfeleld pontérték szorzatat
vettiik és azt hasznaltuk a statisztikai szamitdsokhoz. (Pl egy metszeten a sejtek 90%-a

fest6dott erésen: 5 x 3 = 15 pont.)

4.7. Statisztikai modszerek

A mintakban mért relativ expresszio statisztikai 6sszehasonlitasahoz nem-parametrikus
teszteket alkalmaztunk. A hepatoblastoma mintdk (n=23) tumormentes kornyez6 majjal
(n=15) torténd oOsszevetését Mann-Whitney U teszttel végeztiik, mig a kiilonb6zo
epitelidlis komponenseket (embriondlis: n=8, fetalis: n=15 tumorkdrnyéki maj: n=15)
Kruskal-Wallis ANOVA és median teszttel vetettiik 0ssze. A teljes tulélést (OS, overall
survival) és az eseménymentes talélést (EFS, event free survival) Kaplan-Meier
modszerrel vizsgaltuk. A tulélési gorbék Osszehasonlitdsahoz log-rank tesztet
alkalmaztunk. A talélési vizsgalatokhoz az adott miRNS relativ expresszios értékeinek
medianjahoz képest az egyes mintakat alacsony illetve magas csoportokba osztottuk. Az
immunhisztokémiai €s relativ miRNS expresszids értékek korreldcidjat a szintén nem-
parametrikus Spearman rangsor teszttel végeztilk. A statisztikai szamitasokhoz a
STATISTICA szoftver 9.1 verzidjat (Statsoft.Inc, Tulsa, OK) hasznaltuk és a kapott
teszteredményeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak ha p<0,05 teljesiilt.
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5. tablazat: A ZNF207 ellenes antitesttel végzett IHC vizsgalat részletei

Deparaffinalas, viztelenités

2 x 10 perc xylol
5 perc abs. alkohol
5 perc 70%-os alkohol, 5 perc 50%-os alkohol

5 perc desztillalt viz

Antigén feltaras

2 perc melegités mikrohullamu siitében 900 watton
TRIS-EDTA pH9 pufferben, 30 perc melegités

mikrohullamu sutében 180 watton

Mosas

desztillalt viz

Endogén peroxidaz blokkolas

5 perc Peroxidase Block (RE7101)

Mosas 2 x 5 perc PBS puffer
Fehérjeblokkolas 5 perc Protein Block (RE7102)
Mosas 2 X 5 perc PBS

Primer antitest

ZNF207: 1:50 higitas, 60 perc szobahdmérsékleten

Mosas 2 X 5 perc PBS
Post primary blokkolas 30 perc, Post primary (RE7111)
Mosas 2 X 5 perc PBS
Szekunder antitest 30 perc Novolink Polymer (RE7112)
Mosas 2 X 5 perc PBS
El6hivas 5 perc DAB Chromogen (RE7105)
Novolink DAB Substrate Buffer (RE7143)
Mosas desztillalt viz
Magfestés Hematoxylin (RE7107)
Kékités csapvizes Oblités
Viztelenités 5 perc desztillalt viz
5 perc 50%-o0s alkohol
5 perc 70%-o0s alkohol
5 perc abs. alkohol
Lefedés Clearium (Leica, Lot:102510)
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5. EREDMENYEK

5.1. A hepatoblastoma mintak makroszkopiaja és szovettani vizsgalata

Az altalunk vizsgalt tumorok mérete 15x10 mm-tél 150x100 mm-ig terjedt, az atlag
tumornagysag 50x25 mm volt. A szdvettani vizsgalat epitelialis hepatoblastoma tipikus
hisztopatologiai képét mutatta az dsszes esetben.

A fetalis komponens kis, uniform, fetalis hepatocitdkra emlékeztetd sejtekbol allt
eozinofil citoplazmaval, kerek-ovalis bazofil sejtmaggal. A sejtek néhol trabekulakba
rendezédtek. Ezzel ellentétben az embrionalis komponens sejtjei  kevésbé
differencialoédtak, nagy sejtmaggal és kevés citoplazmaval rendelkeztek, tovabba a
sejtek az embrionalis komponensre jellemz6 pszeudorozettakat alkottak (4. éabra).
A kornyez0 maj nem mutatott szignifikans valtozast, néhol fibrdzis illetve nem-

specifikus gyulladas volt lathato.

4. abra: Embrionalis és fetalis komponens szovettani képe egy mintan beliil

(8. beteg) (HE, 600x)
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5.2.  mIiRNS vizsgalatok

5.2.1. Relativ miRNS expresszio szovettani dsszehasonlitisban

Amikor a hepatoblastoma tumoros mintdkat (n=23) a kornyez6 majjal (n=15)
hasonlitottuk 6ssze, 6 miRNS mutatott szignifikans kiilonbséget (5. abra). Lathatd, hogy
a miR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-210 és miR-214 relativ expresszidja csokkent,
mig a miR-221-szintje emelkedett a tumoros mintdkban a kdrnyezd majszovethez
képest. A csoportok median relativ expressziéi kozotti aranyt a 6. tablazat (lasd a
kovetkez6 oldalon) mutatja be.

Amikor a fetdlis (n=15) ¢€s embrionalis (n=8) hepatoblastoma szovettani
tipusokat vetettiik 0ssze a tumormentes kornyez6 majjal (n=15), a miR-17-5p, miR-195,
miR-210 és miR-214 expresszidja csokkent, mig a miR-221 szintje emelkedett a fetalis
mintdkban. Ugyanakkor csokkent miR-122 expressziot talaltunk az embrionalis
mintakban a koOrnyez0 majszovethez képest. A miR-18a expresszids szintje
szignifikansan csokkent a fetalis mintakban az embrionalis mintakhoz viszonyitva (6.
abra, kovetkez6 oldal). Az egyes mintacsoportok kozotti aranyt a 7. tablazat (38. oldal)

szemlélteti.
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5. abra: Statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutaté miRNS-ek relativ
expresszidoja tumoros (HB) és a tumormentes kornyezoé maj (NT) kozott
Az oszlopok a median értékeket mutatjak, a hibahatarok pedig az interkvartilis

tartomanyt abrazoljak.
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6. tablazat: Mann-Whitney U teszttel végzett statisztikai vizsgalatok p-értékei és a

median relativ expressziok aranya (HB/NT)

mikroRNS p-érték arany mMikroRNS 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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6. abra: Az embrionalis (E), fetalis (F) és tumormentes kornyezé maj (NT) kozti
miRNS expresszids kiilonbségek
Az oszlopok a relativ expresszid medidn értékeit mutatjak, mig a hibahatarok az

interkvartilis tartomanyt abrazoljak.
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7. tablazat: A Kruskal-Wallis teszttel végzett statisztikai vizsgalat p-értékei és a

median relativ expressziok aranya a mintacsoportok kozott

Embrionalis vs. fetalis embrionalis vs. NT Fetalis vs. NT
mikroRNS p-érték arany p-érték arany p-érték 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

5.2.2. A tulélés és a miRNS expresszio dsszefiiggése

Azt a harom beteget (8, 13. és 20. beteg, 3. tablazat, 29. oldal), akiknek mintaiban a
fetalis komponens elérte a 30-50%-ot, a talélés statisztikai vizsgalatabol kihagytuk,
mivel sem az embriondlis sem a fetdlis komponens miRNS expresszidjanak egyediili
figyelembe vétele nem jelentette volna a reprezentativ értékeket. Statisztikailag
szignifikans kiilonbséget EFS és OS tekintetében nem talaltunk a tisztan fetalis (n=12)
¢s embriondlis (n=5) esetek kozott. Ha a szdvettani szubtipustol eltekintve a 17
hepatoblastoma mintat vizsgaltuk, az EFS szintén nem mutatott kiilonbséget, mig az OS
szignifikansan kiilonb6z6tt az magas és alacsony miR-21 (p<0,02), a magas és alacsony

miR-222 (p<0,03), valamint a magas ¢s alacsony miR-224 (p<0,01) vonatkozasaban. (7.
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abra A, B, C). Magas miR-222, magas miR-224 és alacsony miR-21 rovidebb OS-sel
tarsult; az atlagos talélés 92,5, 57,6 és 55,6 honap volt ebben a csoportban. Ezzel
szemben az alacsony miR-222, alacsony miR-224 ¢és magas miR-21 csoport atlagos
talélése 101,8; 132,8 és 144,5 honap volt. Haldlozds a magas miR-222, magas-224 és
alacsony miR-21 csoportban tortént, amelyben harom tisztan fetalis eset és egy
embrionalis eset talalhat6. Az el6bbieknél vagy recidiva vagy metasztazis fordult eld, az
utobbi egy esetnél pedig mind recidiva, mind metasztazis is eléfordult. EFS tekintetében

sem a recidivaval, sem a metasztazissal Osszefiiggésben nem kaptunk szignifikans

kiilonbséget.
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7. C) miR-224
7. abra: A hepatoblastoma betegek OS vizsgalata
Kaplan-Meyer gorbék OS és miR-21 (A), miR-222 (B) és miR-224 (C)

Osszefliggésében.
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5.2.3. A miRNS célgének keresése in silico

A taléléssel szignifikans 0sszefliggést mutatd miR-21, miR-222 és miR-224 célgénjeit
¢s cél mRNS szekvencidit a miRanda targetpredikcios algoritmus segitségével kerestiik.

Az eredményt a 8. tablazat szemlélteti.

8. tablazat: a miRNS-ek miRanda algoritmus altal megjosolt célgénjeinek és

célszekvenciainak szama

MiRNS miRBase azonosito célszekvenciak célgének
szama szama
miR-21 MIMATO0000076 3562 2522
miR-222 MIMATO0000279 3113 2230
miR-224 MIMATO0000281 4808 3276

A hidrom miRNS ko6z6s metszeteként 203 célgént kaptunk, amelyek koziil 198
rendelkezett ,,Entrez Gene” azonositoval a KEGG rendszerben. A statisztikai
szamitasok utan 4 utvonal felelt meg a kritériumoknak (minimalis génszam: 5, p<0,01),

amelyeket a 9. tablazat foglal 6ssze. Az Gtvonalak teljes térképe a fliggelékben talalhato.

9. tablazat: A harom miRNS kozos célgénjei altal érintett utvonalak a KEGG

rendszerben végzett analizissel

KEGG qtvonal R E Nyers p p

Aktin citoszkeleton szabalyozasa 213 0.98 6.23E-05 | 0.0015

MAPK jelatviteli Gitvonal 268 1.23 0.0016 0.0064

OO N|FH

Endocitdzis 201 0.92 0.0024 0.0072

Fokalis adhézio 5) 200 0.92 0.0024 0.0072

#: Gtvonalak szdma; R: referencidk szama a kategoridban; E: varhato gének szdma a
kategoriaban; p: p-érték

Valasztasunk a MAPK utvonalra esett, mert irodalmi adatok arra utalnak, hogy a

hepatoblastoma tumorbiologidja Osszefliggésben all ezzel az utvonallal (Adesina és
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mtsai 2009). A kapott célgének betegmintakban torténd expresszidjanak kiértékeléséhez
microarray chip eredményeket kerestiink a GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) és
TCGA (http://cancergenome.nih.gov/) adatbazisokban. A "hepatoblastoma" ES "gpl96",
"gpl570","gpl571" kulcsszavak egyik adatbazisban sem adtak megfeleld taldlatot, ezért
a ,,hepatoblastoma”-t ,liver cancer”-re modositottuk. A GEO adatbazisban eredményiil
kapott listabol kizartuk azokat a kutatdsi eredményeket, melyek nem rendelkeztek
publikalt klinikai adatokkal beleértve a tulélési adatokat is, valamint azokat, amelyek
nem Affymetrix array-jel késziiltek. A sziikités a GSE14520-t hozta eredményiil. Az
arrayhez tartozd kozlemény egy egyediilalld metasztatikus gén azonositasat irja le korai
fazist HCC-ben (Roessler és mtsai 2010). A microarray adatkészletek fenti keresése és
kiértékelése Gyorffy és mtsai altal kozzétett modszeren alapszik (Gyorffy és mtsai
2009). A megtalalt Affymetrix array-eken a 203 génb6l 149 szerepelt. A legjobb
Affymetrix proba meghatarozasahoz a JetSet-et hasznaltuk (Li és mtsai 2011). Minden
gén esetén a nemtumoros és tumoros mintak kozotti statisztikai vizsgalatot Student t-
teszttel végeztik el. A tumoros mintdk és az 5 gén expresszidja, valamint az
eseménymentes tulélés kozti osszefliggésre Cox regressziot szamoltunk a WinSTAT
2007 for Microsoft Excel (Robert K. Fitch Software, Germany) segitségével. Az
eredményiil kapott legelsé 5 gén a 10. tablazatban lathato.

10. tablazat: A Gyorffy és mtsai altal leirt modszerrel azonositott legelsé 5 gén

Tumor vs. Normal Talélés
Gene Affymetrix | t-teszt p-érték Fold Cox p-érték HR
Symbol ID change
ZNF207 200829 x_at 4.61E-12 1.92 0.019043 2.604
FGB 204988 _at 1.73E-11 0.52 0.056262 NS
TP53BP2 203120 _at 4.39E-10 3.23 0.881871 NS
TIAM1 213135 _at 2.47E-09 0.42 0.715233 NS
MPZL1 201875_s_at 1.36E-08 2.40 0.903455 NS

A fold change >1 esetén a tumorban magasabb az expresszids szint, mint a normal

majban; HR: Hazard regression
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5.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

5.3.1. ZNF207

Az in silico célgén keresés és microarray adatok értékelése alapjan els6ként rangsorolt
ZNF207 fehérje expresszidjat vizsgaltuk a hepatoblastoma mintakon. ZNF207 a fetalis
majban gyenge/kdzepes, mig az embriondlis szubtipusban erds reakciot adott. A
tumorkdrnyéki maj sejtmagjai pozitivan festédtek (8-10. abra). Az immunhisztokémiai
reakcid kiértékelése utan a Kruskal-Wallis ANOVA teszt szignifikans kiilonbséget
mutatott az embrionalis és a kdrnyezé maj kozott (p<0,008), valamint a Mann-Whitney
U teszt a hepatoblastoma mintak és kornyezé maj kozott (p<0,03) (11. abra, 45. oldal).
A tulélés statisztikai vizsgalata nem mutatott Osszefliggést az OS és a ZNF207
expresszid kozott, ugyanakkor az EFS a recidiva fliggvényében 0sszefliggést mutatott a
ZNF207 fehérje expressziojaval (12. abra, 45. oldal): magas ZNF207 expresszio jobb
EFS-sel tarsult (p<0,04).
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8. abra: Gyenge/kozepes ZNF207 festodés fetalis szubtipusu hepatoblastomaban

(400x). A barna szinnel fest6dott magvak mutatjak a festodés intenzitasat.
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9. abra: Erés nuklearis ZNF207 festodés embrionalis szubtipusu
hepatoblastomaban (400x). A barna szinnel festédott magvak jelolik a festédés

intenzitasat.

10. abra: Pozitiv nuklearis ZNF207 immunreakcié a tumor kornyéki majban
(400x). A barna szinnel fest6dott magvak jelolik a fest6dés intenzitasat. Az abran jol

lathato, hogy az epeutak magvai is festédtek, ugyancsak pozitiv immunreakciot adtak.
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ZNF207

embrionalis HB fetilis HB kérnyezd maj

11. abra: A ZNF207 IHC pontértékeinek medianja
*:Szignifikans kiilonbség, p<0,008.
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12. abra: A ZNF207 expresszio az EFS-sel osszefiiggésben. Kaplan-Meier gorbe. a:

median alatti (alacsony), m: median feletti (magas) ZNF207 expresszios szint
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5.4. P-catenin korrelacioja a miRNS expresszidval

A B-catenin immunreakciot Schlachter és mtsai (Schlachter és mtsai 2014) végezték el a
hepatoblastoma mintdkon. A Spearman tesztek alapjan a magi -catenin expresszidja
inverz korrelacioban allt a miR-17-5p (p<0,03), miR-122 (p<0,003), miR-195
(p<0,009), miR-210 (p<0,0042) és miR-214 (p<0,008) szintekkel. Ugyanigy inverz
korrelaciot kaptunk a citoplazmatikus B-catenin expresszio és miR-17-5p (p<0,006),
miR-122 (p<0,001), miR-195 (p<0,01), miR-210 (p=0,003) és miR-214 (p<0,03)
kozott, ugyanakkor miR-221 pozitivan korrelalt (p<0,04) a citoplazmatikus [-catenin

expresszidval (12. tablazat).

11. tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ekkel pozitiv korrelaciot mutato

citoplazmatikus és magi B-catenin expresszio

Citoplazmatikus pB-catenin Nuklearis B-catenin

miR-17-5p (r=-0.4, p<0.006) miR-17-5p (r=-0.3, p<0.03)

miR-122 (r=-0.5, p<0.001) miR-122 (r= -0.5, p<0.003)
MiR-195 (r= -0.4, p<0.01) miR-195 (r= -0.4, p<0.009)
miR-210 (r= -0.5, p<0.003) miR-210 (r= -0.4, p<0.004)
miR-214 (r= -0.3, p<0.03) miR-214 (r= -0.4, p<0.008)

miR-221 (r=0.3, p<0.04)
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5.5. A miRNS expresszio dsszehasonlitaisa HB-ben és HCC-ben

A 12. tablazatban Osszefoglalt altalunk vizsgalt miRNS-ek tumormentes szévethez
viszonyitott valtozasabol lathatd, hogy a miR-122, miR-195, miR-214 ¢és miR-221
azonos iranyu valtozast, mig a miR-17-5p és miR-210 ellentétes iranya valtozast mutat
hepatoblastomaban és HCC-ben. Viszont a miR-214 valtozasa egy a
hepatoblastomakban leirt miR-expressziot vizsgald kozleményben az altalunk vizsgalt

mintakban tapasztaltakkal ellentétesnek bizonyult (Magrelli és mtsai 2009).

12. tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ek valtozasa hepatoblastomaban és HCC-

ben az irodalmi adatokkal 6sszevetve

HB HB HCC
miRNS-ek | eredményeink | irodalom |irodalom | Referencia HCC-re (%)
alapjan alapjan és HB-ra (*)
vonatkozoan
miR-17-5p | | NA 1 (Chen és mtsai 2012) *
miR-122 ! NA ! (Karakatsanis és mtsai
2013) *
miR-195 ! NA ! (Liu és mtsai 2009) *
miR-210 ! NA 1 (Pineau és mtsai 2010) *
miR-214 ! 1 ! (Magrelli és mtsai 2009)*
(Jiang és mtsai 2008) *
miR-221 0 NA 1 (Karakatsanis ¢és mtsai
2013)

1. emelkedett expresszido tumorban a normalis szovethez képest; |: csokkent expresszio
tumorban a normalis szévethez képest; NA: nincs adat; piros szin az eltérd irdny

expressziot jelzi
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6. MEGBESZELES

Napjainkban egyre inkabb felismerjilk, hogy a biologiai folyamatok Osszetett
rendszerének fokozatos felboruldsa tehetd felelossé a sejtek normalistol eltérd
milkodéséért, a kiilonbozé betegségek kialakulasaért. A hepatoblastoma ugyan a
leggyakoribb primer malignus gyerekkori majdaganat, eléfordulasa mégis ritka, az
Osszes gyerekkori daganat csupan 1%-a (Agarwala 2012, Lopez-Terrada és
Zimmermann 2012, Dezsofi és mtsai 2014). Ez a tény is maga utan vonja, hogy
etiologiaja is csak részben tisztazott. Munkacsoportunk ezért is fordult a nemrégiben
felfedezett rovid, fehérjét nem kodold kis RNS molekulak, a mikroRNS-¢k felé, hiszen
egyre tObb informacid lat napvildgot a tumorképzésben betoltott szerepiiket illetden.
Szamos miRNS-nek tulajdonitanak onkogén illetve tumorszupresszor szerepet a beteg,
elsésorban tumoros szovetben mérhetd expresszios szintjik emelkedése illetve
csokkenése alapjan. Nagyszamu in vivo és in vitro kisérlet tamasztja ala a miRNS-ek
tumorfejlddésben, angiogenezisben, embrionalis és post-natalis fejlddésben betdltott
szerepét (Ciesla és mtsai 2011). Szamos megbetegedésben és tumor tipusban (Cairo és
mtsai 2010, Braconi és mtsai 2011, Farazi és mtsai 2011), beleértve a majbetegségeket
¢s a majtumorokat is, leirtdk a miRNS expresszios szintek megvaltozasat (Kerr és mtsai
2011, Lakner és mtsai 2011), mely a vizsgalt betegségek indikatoraiként funkcionalhat
(Lendvai és mtsai 2012, Gelley és mtsai 2014, Gyongyosi és mtsai 2014). Biologiai
szerepiikbél eredéen ugyanis a miRNS expresszido megvaltozasa 6sszefiiggésben all a
sejtbiologiai folyamatokkal és azok megvaltozasaval. A prognosztikai ¢s diagnosztikai
markerek lehetdségén tul a miRNS-ek igéretes rakterapias célpontokka is fejlodhetnek
(Ciesla és mtsai 2011, Rong és mtsai 2013, Finch és mtsai 2014).

A HB éretlen sejtek rosszindulattl transzformaciojaként foghato fel (Cairo és mtsai
2012), azonban a ritkasaga miatt nehéz nagyszamli mintaanyagot Osszegyiijteni
etiologiajanak kutatdsdhoz. A felndttkori majrak egyik leggyakoribb oka az
alkoholabuzus, a hepatitisz virusok (HBV, HCV) okozta fertézések kovetkeztében
kialakult cirr6zis, de eredményezhetnek toxinok, gyogyszerek okozta mérgezések is
majrakot. A hepatoblastoma kialakulasat nem elézi meg cirrdzis, virusetiologia sem
bizonyitott és az alkoholfogyasztas sem jellemzd az 5 éven aluli gyerekekre. Lehetséges

okként az anyai fogamzasgatlo szerek, sziilés eldtti hormonkezelés, a sziilok alkohol
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ablzusa illetve festék-, fém- és petréleum expozicioja is vetddott fel (Kemeny és mtsai
2000), melyek kovetkeztében olyan genetikai valtozasok mennek végbe, ami végiil
hepatoblastoma kialakuldsat eredményezi.

Munkacsoportunk kordbbi vizsgéalataiban kimutatta, hogy a DLK, amelyet az
embrionalis szovetek, pl. a fetalis maj expresszal, a hepatoblastoma rendkiviil specifikus
¢s érzékeny markere (Dezso és mtsai 2008), tovabba a PCNA és Ki67 az embrionalis
tumorsejtekben fokozottabban expresszalodik, mint a fetalis tumorsejtekben (Halasz és
mtsai 2006). Szintén munkacsoportunk igazolta hogy a CLDN-1 és CLDN-2 szoros
sejtkapcsolatot  biztosito  tight junction transzmembranfehériék ¢és TGF-a
overexpresszidja kivaléan alkalmas a hepatoblastoma fetilis ¢és embrionalis
komponenseinek elkiilonitésére, mivel a differencialtabb fetalis szubtipusban
overexpresszalodik az embrionalissal szemben (Kiss és mtsai 1998, Halasz és mtsai
2006). Ezen talmenéen Chopra és munkatarsai kimutattak, hogy a pro-apoptotikus Bax
magasan expresszalodik az embrionalis teriilteken, mig az anti-apoptotikus Bcl-xL
inkabb a fetalis teriiletekre jellemz6é (Chopra és mtsai 2010). A fenti adatok azt
sugalljak, hogy a kevésbé differencialt embrionalis szubtipus nem csak morfologiailag
kiilonbozik a fetdlis komponenst6l, hanem molekularis, genetikai, epigenetikai
valtozasok, gén expresszios profilok alapjan a két epitelidlis HB komponens
prognosztikai jelent6séggel is bir (Adesina és mtsai 2009, Cairo és mtsai 2012, Purcell
¢és mtsai 2012).

Munkénk soran az embriondlis és fetalis szubtipusok illetve a tumor kornyéki
tumormentes szovettel torténd Osszehasonlitasban kerestiik a miRNS expresszios
kiilonbségeket. A tumor ritka eléfordulasa és a szigori bevalogatasi feltételek
eredményeképpen 20 hepatoblastoma tumormintaban vizsgaltuk 15 miRNS expresszids
szintjét. Mivel tobb mint 2000 ismert human miRNS-t tartanak szamon és a miRNS-ek
szintjének valtozasa hepatoblastomaban még kevésbé ismert (Magrelli és mtsai 2009,
Cairo és mtsai 2010, von Frowein és mtsai 2011), azokat a miRNS-eket valasztottuk Ki,
amelyek irodalmi adatok alapjan HCC-ben a legjelentdsebb eltérést mutatjak
(Karakatsanis, 2013; Varnholt, 2008; Pineau 2010). Harom embrionalis mintaban, ahol
a fetalis komponens aranya elérte a 30-50%-ot, az embrionalis minta mellett a fetalis

minta vizsgalatat is el tudtuk végezni.
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Vizsgélataink eredményeképpen hepatoblastomaban (n=23) 5 miRNS szintje
csokkent ¢és miR-221 expresszidja emelkedett a tumorkdrnyéki tumormentes
méajmintdkhoz képest. Erdekes médon az 5-b3l 4 miRNS (miR-17-5p, miR-195, miR-
210 és miR-214) szintje szintén csokkent, mig a miR-221 expresszidja emelkedett a
fetalis komponensben (n=15) a tumorkornyéki tumormentes méajmintakhoz viszonyitva.
Ezzel szemben az embriondlis komponensben (n=8) csak a miR-122 (ez az 5. csokkend
MIRNS) szintje mutatott csokkenést. Az embrionalis és fetalis szovetmintak
Osszehasonlitasakor a miR-18a expresszids szintje bizonyult szignifikdnsan
kiilonbozOdnek a két szubtipus kozott.

Az eredmények alapjan a miRNS mintazat a fetalis hepatoblastoma komponenshen
tinik karakterisztikusnak. Ezek az eltérések a HCC-vel részben megegyezd expresszids
valtozast mutatnak, azzal a kivétellel, hogy miR-17-5p és miR-210 expresszioja
csokkenni latszik mind az Osszes hepatoblastoma mintdban, mind a fetélis
komponensben a HCC-ben leirt adatokkal szemben. Az embrionalis komponens esetén
is a fetdlishoz hasonlonak mutatkozott az expressziobeli valtozas irdnya, azonban az
eltérés mértéke a statisztikai kiillonbséghez sziikséges mértéket nem érte el. Ez
adodhatott az alacsony esetszambol, de jelentheti azt is, hogy ezen mMIRNS-ek
expresszidjanak valtozdsa nem olyan jelentds az embrionalis komponensben, mely
HCC-t6l eltéré patogenetikai folyamatokra utalhat miRNS szinten. Ugyanakkor a miR-
122 szintjének jelentds csokkenése ¢és a miR-18a expressziojanak emelkedése (ugyan a
tumorkérnyéki majmintahoz viszonyitva nem szignifikansan) inkabb HCC-vel
megegyezO tendenciat mutat. Ezért felmeriil, hogy a nem szignifikdns expresszids
mintazat hatterében az embriondlis mintak alacsony esetszama is allhat.

Ezzel szemben a fetalis komponensben tapasztalt miR-18a szint jelentds csokkenése
a HCC-ben tapasztalt valtozassal ellentétes. Ez a csokkenés az embrionalis
komponenshez képest jelentés és felveti azt, hogy a miR-18a altal szabalyozott gének
expresszidjanak szerepe lehet az embriondlis €s fetalis hepatoblastoma rosszabb illetve
jobb prognézisaban. Az eredményeink alapjan tehat az epitelialis hepatoblastomaban,
foleg a fetalis komponensben, egyes mMiRNS-ek expresszios mintazata HCC-vel
megegyezik, mas mikroRNS-eké pedig HCC-vel ellentétes. Természetesen a pontosabb

feltarashoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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A miR-18a tobb szempontbodl is érdekes. Egyrészt azért, mert egy ismert onkomiR, az
onkogén miR-17-92 Kklaszter tagja (Tao és mtsai 2012), overexpressziojat kimutattak
mar gyomor-, hasnyalmirigy-, maj- és vastagbéldaganatokban, utobbiban a magas miR-
18a expresszid rosszabb prognozissal tarsitott (Morimura és mtsai 2011), masrészt
azért, mert célgénje a majban még nem ismert. Gyomor adenocarcinomaban leirtak,
hogy a miR-18a egyik célgénje, a PIAS3, mely a STAT3 inhibitora; a citokinek és
novekedési faktorok hatasara aktivalodo STAT jelpalya gatolja a tumorsejtek
apoptozisat és serkenti a c-myc expressziot (Brock és mtsai 2011, Wu és mtsai 2013).
Arra, hogy ez a maj daganatos elvaltozasaira is igaz-e tovabbi vizsgalatok tudnak majd
fényt deriteni valamint arra is, hogy a miR-18a milyen tovabbi célgéneket szabalyozhat.

A mMiR-122 szintén kiilonds figyelmet érdemel, ugyanis a maj miRNS készletének
70%-at alkotja, tovabba nélkiilozhetetlen a hepatocitak miikodéséhez (Cairo és mtsai
2010), ugyanis pozitivan szabalyozza a koleszterol- és trigliceridszintet, valamint
gatolja a zsirsav-oxidaciot (Esau és mtsai 2006, Bai és mtsai 2009). A pozitiv
szabalyoz6 hatasa valoszinlileg indirekt modon jut kifejezésre, mivel a
zsiranyagcserében szerepet jatszo célgénjeit majban még nem talaltak meg. Alacsony
expresszidjat HCC-ben is leirtdk, amely Osszefliggésben allhat tumorszupresszor
funkciojaval, a tumorsejtek migracidojanak és invazidjanak gatlasaval, valamint az in
vivo karcinogenezissel. Csokkent szintje majbetegségekben is ismert (Finch és mtsai
2014). Amig tovabbi vizsgalatok erre fényt deritenek, valdsziniisithet6 hogy
hepatoblastomaban, elsésorban az embriondlis komponensben, az alacsony
expresszidval 0sszefiiggésbe hozhaté mindkét mechanizmus szerepet jatszhat.

A miR-17-5p és a miR-210 ismert onkomiR HCC-ben (Gramantieri és mtsai 2007,
Wang és mtsai 2008, Yang és mtsai 2010). A miR-17-5p az onkogén miR-17-92
klaszter tagja (O'Day ¢és Lal 2010) és overexpressziojat tobb tumorban is leirtak (Yang
¢s mtsai 2010, Chen és mtsai 2012, Shan és mtsai 2013, Yang és mtsai 2013). Ezzel
szemben emlérakban tumorszupresszor hatasat irtak le mivel a Ciklin D1 szintet gatolva
hogy a miR-17-5p egy olyan miR, amely szovettipustol fliiggéen onkomiRként és
tumorszupresszorként is funkcionilhat. Ez természetesen hepatoblastomaban még

megerdsitésre var. A miR-210 a hypoxia altal indukalt metasztazisban jatszik szerepet
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HCC-ben (Ying és mtsai 2011), mely folyamat feltehetdleg nem ennyire kifejezett,
mivel expresszidja hepatoblastomaban csokkent HCC-vel szemben.

A miR-195 tumorszupresszor hatast HCC-ben (Furuta és mtsai 2013), mely hatasa
egyrészt abban rejlik, hogy egyik célgénje az angiogenezisért felelés VEGF (Wang és
mtsai 2013), masrészt, hogy apoptozist indukal a BCL-2 ¢és BCL-w gének
blokkolasaval, valamint, hogy a VAV2, CDC42 és RAF1 metasztazis kialakulasaért
felelosek célgénjeinek leszabalyozasaval, végiil, hogy a proliferacioért felelds
CCNDI1/3, CDK4/6, E2F3 gének expresszidjat gatolja (Wang és mtsai 2013).
Hepatoblastomaban valo alulexpresszalodasa arra utal, hogy itt is hasonldé funkciokat
tolthet be.

A miR-214 valosziniisithetéen tumorszupresszor funkciot tolt be HCC-ben, és
alacsony szintje feltételezhetéen HDGF expressziot indukal, mely angiogenezishez és
tumorndvekedéshez vezet (Shih és mtsai 2012). Hepatoblastomaban, a vizsgalatunkban
tapasztalt alacsony miR-214 expresszio ezt feltételezi, azonban Magrelli és munkatarsai
a miR-214 overexpressziojarol szamoltak be hepatoblastomaban a nemtumoros majhoz
képest (Magrelli és mtsai 2009). Az ellentétes eredmények oka szarmazhat abbol, hogy
a két vizsgalatban a mintaszam (Gyugos és mtsai: 23 hepatoblastoma, 15 tumorkornyéKi
majszovet, Magrelli és mtsai: 9 hepatoblastoma és tumormentes kornyez6é majszovet) és
a mintak meg6rzésének tipusa (Gyugos és mtsai: formalin fixalt paraffinba agyazott
mintak, Magrelli és mtsai: fagyasztott mintak) eltéré volt. Azonban a megfigyelés, hogy
alacsony miR-214-szint a HCC magasabb kiujulasaval és rosszabb progndzisaval
tarsithato, alatamasztja a mMIiR-214 tumorszupresszor hatdsat, ami feltételezhetéen
hepatoblastomaban is igaz, de nagyobb mintaszamu vizsgélat adhat majd erre valaszt.
Az ujabb kutatasok feltételezik azt is, hogy a miR-214 egyik koézvetlen célgénje a B-
catenin (Wang és mtsai 2012), mely ezzel a miR-214 tovabbi tumorszupresszor hatasat
igazolja.

A miR-221 ismert oncomiR HCC-ben, melynek a sejtek migraciéjaban és
invazidjaban, valamint csokkent apoptozisaban van szerepe, tovabba a ciklin-dependens
kindz inhibitorok kilitésével a sejtciklus progressziojaban és ezzel elosegitik a
magasabb miR-221-es szintet talaltak a metasztazis-mentes HCC-vel szemben (Rong és

mtsai 2013). Mindezek azt sugalljak, hogy a hepatoblastomaban tapasztalt magas miR-
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221-szint hatterében is hasonlé jelenségek allhatnak. Erdekes viszont, hogy a miR-221-
gyel kozos promoéter régioval rendelkez6 miR-222 szintje az altalunk vizsgalt
hepatoblastoma szovetekben szignifikans eltérést nem mutatott.

Amint lattuk, a HCC-ben tapasztalt miRNS expresszios szintektél a miR-17-5p és a
miR-210 expresszidja tért el jelentsen az altalunk vizsgalt hepatoblastoma mintakban,
majrak kiilonb6zé molekularis hatterét mutathatja.

Hepatoblastomaban az 5 éves talélés 70% koriili (Allan és mtsai 2013), melynek
egyik lehetséges oka, hogy a HB-s gyerekek jobban reagélnak a kemoterapiara, mint a
HCC-s betegek (Ismail és mtsai 2012). A talélésre a tumor szdvettana is befolyassal
van. Tobb kutatas is alatamasztja, hogy az epitelialis-fetalis szovettani tipus jobb
prognézissal bir, mig a kis sejtes differencialatlan szubtipus vagy az embrionalis
szubtipus rossz prognézissal tarsitott (Lopez-Terrada és Zimmermann 2012).

Vizsgalatunkban a miRNS expresszid Osszefliggést mutatott a betegek tulélési
adataival: a magas miR-21, valamint alacsony miR-222 és miR-224 szint jobb teljes
tuléléssel tarsult. Az alacsony miR-222 és miR-224 expresszio Osszefliggését a
hosszabb taléléssel irodalmi adatok is alatamasztjak, mivel ezek az onkomiR-ek
proliferaciot, migraciot €s invaziot serkentd hatdstak HCC-ben az AKT jelatviteli ut
aktivalasa soran, valamint magas expresszidjuk szintén Gsszefliggést mutatott a HCC
rosszabb prognozisaval (Wong és mtsai 2010, Garofalo és mtsai 2012, Ma és mtsai
2012, Scisciani és mtsai 2012, Lu és mtsai 2013, Shen és mtsai 2013). A magas miR-21
expresszid és a jobb talélés kapcsolata azonban ellentmondani latszik azzal, hogy ¢z a
mMIiRNS is oncomiR-ként ismert, amely a PTEN-re hatva serkenti a migraciot és invaziot
(Zhu és mtsai 2012, Bao és mtsai 2013, Karakatsanis és mtsai 2013). Ezen ellentmondas
tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé. Azonban Wang ¢és munkatarsai a
miénkhez hasonl6 eredményre jutottak 29 tanulméany 1654 betegmintdja alapjan végzett
meta-analizise szerint, amely alapjan a szérumbeli magas miR-21 szint rosszabb
prognozissal tarsul (Wang és mtsai 2013).

Meg kell azonban jegyezniink, hogy a hepatoblastoma ritka eléfordulasa és a
szigori bevalasztasi feltételek miatt a kapott eredményeink alacsony mintaszamu
vizsgalatra vonatkoznak. Természetesen az eredményeink klinikai jelentéségének

tisztdzasahoz nagyobb mintaszdmu betegcsoport prospektiv vizsgalatara van sziikség.
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Munkankban kisérletet tettiink a tualélésben szerepet jatszo azon mIRNS-ek
kozos célgénjeinek in silico megtalalasara, amely gének expresszidja szignifikansan
kiilonbozott a tumoros és tumormentes mintak kozott, valamint amelyek EFS-sel is
Osszefliggést mutattak. Ezek alapjan a ZNF207-et kaptuk eredményiil, mint a
feltételeknek legjobban megfeleld fehérjét, amely a cink-ujj fehérjék csaladjaba tartozik
¢s 1998-ban Pahl és munkatarsai irtak le (Pahl és mtsai 1998). A cink-ujj fehérjék
sajatossaga, hogy olyan transzkripciés faktorok, melyek a genomialis DNS-hez
kapcsolodva a génexpressziot szabdlyozzdk. A ZNF207 szerepe kevésbé ismert,
feltehetden alapvetd cellularis funkciokat lat el és felmertilt, hogy mit6zis soran az
osztodasi orsé és a kromoszomak kozotti kapesolat 1étrehozasaban egy fehérje komplex
tagjaként vesz részt (Toledo és mtsai 2014).

A hepatoblastoma mintdkban a ZNF207 expressziot fehérje szinten vizsgaltuk ¢és a
kornyez6 majhoz képest az embrionalis szovetmintakban illetve szdvettani
komponenstdl fliggetleniil az 6sszes HB mintdban magasabb expressziot talaltunk,
amely utalhat a tumor illetve az embrionalis hepatoblastoma nagyobb mértékii
proliferaciojara. Ugyanakkor ennek ellentmondani latszik a magas ZNF207 expresszio
Osszefliggése a jobb EFS-sel, mig OS tekintetében statisztikai mértékii osszefliggést a
ZNF207 szinttel nem kaptunk. Az eredmények értelmezéséhez hozzatartozik
megemliteni azt, hogy a hepatoblastoma ritkasaga kovetkeztében lekozolt és feltoltott
hepatoblastoma adatkészlet nem allt rendelkezésiinkre (ezért HCC adatkészlet in silico
elemzését tudtuk csak elvégezni) valamint hogy a felnéttkori és a gyerekkori majrakok
vizsgalatunkban a miR-21, miR-222 és miR-224 k6zos célgénjét kerestiik és ¢ harom
miRNS feltételezhetden eltéré mértékben szabdlyozhatja a ZNF207 fehérje
expresszidjat, illetve egymastol fliggetleniil a sejtek bioldgiai folyamataiban szerepet

Végiil megnéztilk, hogy a HCC-vel és a hepatoblastoma kialakulasaval is
Osszefliggésbe hozott B-catenin fehérje expresszioja hogyan viszonyul a miRNS
expresszios szintekhez kiilonos tekintettel a magi lokalizaciora. Azt talaltuk, hogy
miR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-210 és miR-214 forditott aranya korrelaciot
mutatott a B-catenin magi lokalizaciojaval, mig miR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-

210 és miR-214 a pB-catenin citoplazmatikus lokalizacidjaval korrelalt forditott
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aranyban, vagyis lathatd, hogy a B-catenin expresszid6 a miRNS-ek expresszidjanak
csokkenésével jar. Igy felvetédik, hogy a B-catenin és annak mutacioja sajatos miRNS
expressziés mintdzatot mutat. A [-catenin protoonkogén nuklearis akkumulacidja
mutaciora utalhat és az intracellularisan akkumuldlodd, majd a sejtmagba
transzlokalodd [B-catenin transzkripcios faktorhoz (TCF-4) kotédve onkogének
aktivaciojat idézi el6 (pl. c-myc, Ciklin D1), amelyek aztan dedifferenciaciot és
proliferaciot serkentenek, illetve apoptodzist gatolnak (Buendia 2002). A [-catenin
mutacio szovettani tipustdl fliggetleniil a hepatoblastomak kb. 50%-aban megtalalhato
¢s nuklearis akkumulacioja fontos prognosztikai faktor, amely a szdvettanilag rosszul
differencialt embrionalis szubtipussal szoros Osszefiiggést mutat (Schlachter és mtsai
2014). Xu és munkatarsai megfigyelték, hogy a miR-122 kozvetleniil hat a Wnt/p-
catenin Utvonalra azaltal, hogy overexpresszioja alulszabalyozza a wntl, B-catenin és
TCF-4 fehérjéket (Xu és mtsai 2012), mig Wang és munkatarsai leirtak, hogy HCC-ben
a miR-214 clnyomta a B-catenin expresszidjat és leszabalyozta downstream génjeit,
amelynek eredményeképpen gatolta a HCC sejtek novekedését (Wang és mtsai 2012).
Vagyis a magas miR-122 és miR-214 szint a tumor szempontjabol feltehetéleg nem

kivanatos, amelyet korrelacios megfigyelésiink is alatamaszt.
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7. KOVETKEZTETESEK

. Els6ként mutattuk ki, hogy a miR-18a szignifikans kiilonbséget mutat az
epitelialis hepatoblastoma embrionalis és fetalis szubtipusa koézott, aminek
kovetkeztében a miR-18a alkalmas lehet a kevésbé differencialt embrionalis
szubtipus és a differencialtabb fetalis szubtipus elkiilonitésére, ami prognosztikai
értékli lehet. Ez a kiilonbség, valamint a hepatoblastoma komponensek és a
kornyez6 mdaj kozotti miRNS expresszios kiilonbségek hozzasegithetnek a két

komponensben zajlo eltéré patogenetikai folyamatok megértéséhez.

Kimutattuk, hogy a magas miR-21, valamint alacsony miR-222 és miR-224
expresszidos szint jobb teljes tuléléssel tarsul hepatoblastomaban az epitelialis
komponenstdl fliggetleniil, amely HCC-vel részben megegyezd, részben kiilonbdzo

sajatsagot mutat.

. A talélésben szerepet jatszo miRNS-ek in silico célgén-kereséseként egy egyelore
kevésbé ismert cink-ujj gént, a ZNF207-et kaptuk, mely fehérje expresszidja a
hepatoblastoma, kiilondsen az embrionalis komponens és a kornyezé maj kozott

bizonyult eltérének, a teljes tuléléssel azonban nem mutatott Gsszefliggést.

. A mintdkon elvégzett B-catenin immunhisztokémiai reakciok eredményének ¢és a
mikroRNS expresszids adatok korrelaltatasanak eredményeként azt kaptuk, hogy a
sejtmagba ¢€s citoplazmdba lokalizalodd [-catenin expresszié forditott aranya
korrelaciot mutat a miR-17-5p, miR-122, miR-195 és miR-210 szintjével, ami egy

B-catenin-karakterisztikus miRNS mintazatra utalhat.

. Két oncomiR, a miR-17-5p és a miR-210 expresszidojanak HCC-t6l eltér6 valtozasa
tumoros ¢és tumor kornyéki maj kozott, a hepatoblastoma HCC-t6l eltérd

patogenezisére utalhat.
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8. OSSZEFOGLALAS

A hepatoblastoma (HB) a leggyakoribb gyerekkori primer malignus majdaganat,
tényezOk kozott a miRNS-ek rendellenes expresszids szintje is szerepet jatszhat. A
MIiRNS-ek rovid, fehérjét nem kodold RNS molekulak, melyek a gének kifejezédését
szabalyozzak altalaban negativ modon az mRNS-ek transzlacidjanak akadalyozéasaval.
A miRNS-eknek egyre nagyobb szerep jut a tumorbioldgiaban, ugyanis a
betegségekben a megvaltozott expresszids szintjiik miatt felmeriilt biomarkerként vald
alkalmazhatosaguk, illetve az altaluk szabdlyozott célgénjeik ismeretében
ravilagithatnak a betegségben lezajlo biologiai folyamatokra. Ezért munkank soran célul
tuztiik ki, hogy a hepatoblastoma leggyakoribb szdvettani tipusaban, az embrionalis €s
fetalis szubtipusban, megvizsgaljuk a miR-17-5p, miR-18a, miR-21, miR-34a, miR-96,
miR-122, miR-140, miR-181a, miR-195, miR-210, miR-214, miR-221, miR-222, miR-
223 és miR-224 miRNS-ek expresszids szintjének megvaltozasat és dsszehasonlitjuk a
HCC-ben kozolt irodalmi adatokkal, valamint megvizsgaljuk a mMIRNS szintek
Osszefliggését a betegek tulélésével. A miR-18a magasabb expresszidt mutatott a
rosszabb progn6zisii embrionalis szubtipusban a differencialtabb, jobb progndzissal bird
fetalis szubtipussal szemben, mig a miR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-210, miR-
214, miR-221 expresszidja eltérOnek bizonyult a hepatoblastoma mintakban a
tumormentes kornyezé majhoz képest. Tovabba az embriondlis és kornyezd ma4j
viszonylataban a miR-122, fetalis és maj dsszevetésében pedig a miR-17-5p, miR-195,
miR-210, miR-214, miR-221 expresszidja volt kiilonb6z6. Ezen feliil a magas miR-21,
valamint alacsony miR-222 és miR-224 szintek a vizsgalt hepatoblastomas betegek
jobb teljes tulélésével tarsultak, amely elOrevetitheti a prognozis feldllitdsaban
betdltendd szerepiiket is. A taléléssel Osszefliggést mutatdé miRNS-ek ko6zos
célgénjeinek in silico vizsgalataval a ZNF207 cink-ujj fehérje génjét kaptuk
eredményiil, amelynek expressziojat fehérjeszinten validaltuk a vizsgalt hepatoblastoma
mintadkban. Ennek eredményeként kiilonbség mutatkozott a hepatoblastoma, elsésorban
az embrionalis komponens, és a kornyezd maj kozott. A malignus majdaganatokban,
igy hepatoblastomaban is gyakorta érintett [B-catenin magi és citoplazmatikus

lokalizaci6ja forditott aranyu korrelaciot mutatott a miR-17-5p, miR-122, miR-195 és
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crer

utalhat az, hogy miR-17-5p és miR-210 szintek valtozasanak iranyat hepatoblastomaban
ellentétesnek talaltuk HCC-hez viszonyitva. Ugy tiinik, az eredményeink alatamasztjak
azt, hogy a miRNS-eknek HCC-vel részben megegyezd, részben eltér6 modon,
hepatoblastomaban is szerepiik van.

Megfigyeléseink felvetik a miRNS-ek alkalmazhatdsdgat hepatoblastomaban, mint
diagnosztikai és prognosztikai faktorok.
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9. SUMMARY

Hepatoblastoma (HB) is the most common primary liver cancer in childhood.
microRNAs (miRNA) are small noncoding RNAs, which play important roles in
tumorigenesis. We aimed to determine miR-17-5p, miR-18a, miR-21, miR-34a, miR-
96, miR-122, miR-181a, miR-195, miR-210, miR-214, miR-221, miR-222, miR-223
and miR-224 expression levels of the main subtypes of the most common HB
histological epithelial type to reveal the differences and relate them to survival. Relative
expressions of the mentioned miIRNAs were determined by TagMan MicroRNA
Assays.

Results and conclusions:

1. It was found that miR-18a was able to separate the embryonal from the fetal
component at miRNA expression level. miR-17-5p, miR-122, miR-195, miR-210, miR-
214 and miR-221 levels were capable of separating HB and non-tumorous SL samples.
Altered miR-122 level was found in the embryonal component and altered miR-17-5p,
miR-195, miR-210, miR-214 and miR-221 levels were observed in the fetal component
as compared withSL samples.

2. High miR-21, low miR-222 and low miR-224 levels proved to be independent
prognostic factors for HB and were associated with significantly increased OS. These
miRNAs could serve as valuable tools for predicting OS of HB patients regardless of
epithelial subtype.

3. Bioinformatical validation revealed that the common target gene of miR-21, miR-
222 and miR-224 is ZNF207. By immunohistochemistry, this gene resulted an altered
expression level in the embryonal compartment compared to SL samples and also
showed significant difference between all of the HB and SL samples.

4. Nuclear B-catenin immunostaining was correlated to miR-17-5p, miR-122, miR-
195, miR-210 and miR-214 relative expression levels, with correlation found between
cytoplasmic B-catenin immunostaining and miR-17-5p, miR-122, miR-195 and miR-
210 expressions.

5. miR-17-5p and miR-210 relative expression levels demonstrated differences as

compared with HCC.
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12. FUGGELEK

1. Abrajegyzék

1. &bra: A hepatoblastoma fetalis szubtipusdnak szovettani képe

2. Aabra: A hepatoblastoma embrionalis szubtipusanak szovettani képe

3. éabra: A mikroRNS-ek biogenezise

4. abra: Embrionalis és fetalis komponens szdvettani képe egy mintan
beliil

5. abra: Statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket mutatd6 miRNS-ek
relativ expresszioja tumoros (HB) és a tumormentes kornyez6 maj (NT)
kozott

6. abra: Az embrionalis (E), fetalis (F) és tumormentes kornyez0 maj

(NT) kozti miRNS expresszios kiilonbségek
7. abra: A hepatoblastoma betegek OS vizsgalata
A) miR-21,
B) miR-222,
C) miR-224
8. abra: Gyenge/kozepes ZNF207 festodés fetalis szubtipusu
hepatoblastomaban (400x)
9. abra: Er6s nuklearis ZNF207 festddés embrionalis szubtipusu

hepatoblastomaban (400x)

10. 4bra: Pozitiv nuklearis ZNF207 immunreakci6 a tumor kornyéki
majban (400x)

11. abra: A ZNF207 IHC pontértékeinek medianja

12. abra: A ZNF207 expresszié az EFS-sel 0sszefliggésben
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2. Tablazatjegyzék

Eal A

10.
11.

12.

tablazat: A hepatoblastoma szovettani klasszifikacioja

tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ek lokalizacidja és funkcidja

tablazat: A vizsgalt betegek adatai

tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ek és a hozzajuk rendelt assay
azonositok (Applied Biosystems)

tablazat: A ZNF207 ellenes antitesttel végzett immunhisztokémiai
vizsgalat részletei

tablazat: Mann-Whitney U teszttel végzett statisztikai vizsgéalatok p-értékei
¢és a median relativ expressziok aranya (HB/NT)

tablazat: A Kruskal-Wallis teszttel végzett statisztikai vizsgalat p-értékei és
a median relativ expressziok aranya a mintacsoportok kozott

tablazat: A miRNS-ek miRanda algoritmus altal megjosolt célgénjeinek és
célszekvenciainak szama

tablazat: A harom miRNS koz6s célgénjei altal érintett utvonalak a KEGG
rendszerben végzett analizissel

tablazat: A Gyorffy és mtsai altal leirt médszerrel azonositott legelsé 5 gén
tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ekkel pozitiv korrelaciot mutatod
citoplazmatikus és magi B-catenin expresszio

tablazat: Az altalunk vizsgalt miRNS-ek valtozasa hepatoblastomaban és

HCC-ben az irodalmi adatokkal dsszevetve
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Halas koszonettel tartozom témavezetomnek, Prof. Dr. Schaff Zsuzsanak mindazért,
aminek kovetkeztében ez a munka létrejohetett. Koszondm a szakmai Utmutatésait,
alapossagat, tlirelmét és idejét, valamint a lehetdséget, hogy kutatasi eredményeinket
nivos nemzetkozi konferenciakon is bemutathassuk. Szeretném megkdszonni Prof. Dr.
Timar Jozsefnek, hogy intézetvezetoként lehetdséget teremtett a PhD munkdm
kivitelezéséhez és ezzel hozzajarult szakmai fejlédésemhez. Koszonom Dr. Kiss
Andras, Dr. Lendvai Gabor és Dr. Lotz Gabor docens uraknak a szakmai
segitségnyujtast ¢és a tudomanyos kozleményekben vald segitséget, szeretném
megkdszonni alapos és kitartd munkajukat.

Koszonettel tartozom 1. sz. Patologiai €s Kisérleti Rakkutaté Intézet munkatérsainak,
hogy létrejohetett ez a munka, hisz a mintaink egy részét 6k biztositottak. Prof. Dr.
Nagy Péter, Prof. Dr. Kovalszky llona, Dr. Baghy Kornélia.

Halas koszonettel tartozom a II. szami Gyerekklinika munkatarsainak Dr. Jakab
Zsuzsanak ¢s Dr. Garami Miklés egyetemi docens urnak a betegadatokért. Kiilon
koszonet illeti Dr. Gyorffy Balazst, az 1. szamt Gyerekklinika kutatdjat, akinek alapos,
preciz és gyors munkajara az in silico vizsgalatok soran szamithattam.

Koszonettel tartozom Dr. Tékés Anna-Marianak a disszertdciom legnagyobb
alapossaggal elkészitett, minden apr6 részletre kiterjed6 héazi birdlatat. Koszonettel
tartozom Dr. Kenessey Istvannak, hogy segitett tdjékozddni a statisztika bonyolult
vilagaban és barmikor rendelkezésemre allt, ha segitségre volt sziikségem. Szeretném
megkOszonni  kollegandémnek, Dr. Schlachter Krisztinanak az immunreakcidok
kiértékelésében vald segitséget. Koszonom Gyongyosi Benedeknek a statisztikaval
illetve a szdmitogépes szoftverek hasznalatdval kapcsolatos segitségét.

Halasan koszondom Rigoné Kalé Elviranak az angol nyelvii munkdk lektoralasat.
Kiilon koszonet illeti az asszisztenseket, akik tiirelme hatartalan és mindig a
rendelkezésemre 4lltak: Pekar Zoltanné, Horvath Csilla, Gregor Viktoria,
Sklanitzné Samodai Erika ¢s Azumah Erzsébet. Nagyon szépen koszonom Hegediis
Zitanak ¢és Pekar Zoltannénak a munkan talmenden a baratsagukat. A 1l.sz.

Pathologiai Intézet minden egyes dolgozdjanak kdszonok mindent. Végiil, de nem

-84 -



DOI:10.14753/SE.2015.1752

utolsd sorban szeretnék koszonetet mondani paromnak, Végh Arpadnak, hogy

mindvégig tamogatott, biztatott, motivalt és mellettem allt.
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