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BEVEZETES

Gyermekkori tumorokrol 15 év alatti kor esetén beszélhetiink, melyek az
Osszes daganatos megbetegedés 1%-at teszik ki. A primer rosszindulatu
majdaganatok a gyerekkori tumoroknak kb. 1-4 %-a, ennek 90 %-a
hepatoblastoma (HB), mely ezzel a leggyakoribb primer rosszindulata
gyerekkori majdaganat. Eves szinten 1 millié gyerek koziil koriilbeliil 1,6-2
betegszik meg hepatoblastomaban, Magyarorszagon ¢vi 3-4 HB esetet
regisztralnak (Orszagos Gyermektumor Regiszter adatai alapjan). A
hepatoblastoma gyakran fejlédési rendellenességekkel asszocialt tumor,
mely magas alfa-fetoprotein (AFP), onkofetalis marker expresszioval
jellemezhetd. Etiologiaja maig csak részben tisztazott, ennek egyik
lehetséges oka, hogy nagyon ritka betegseégrol van szo.

Mas egyeéb tumorok mellett, a hepatoblastoma patomechanizmusat sem
sikeriilt meg teljes egészében feltarni. A hepatoblastoma hepatikus
progenitor sejtekbdl ered, amelyek kiilonb6z6 majfejlodési allapotokon
mennek keresztiil, erre utalnak a hepatoblastoma szdvettani tipusai. Jelentds
kiilonbség van a foként gyermekkorban kialakuld hepatoblastoma ¢és a
gyermekkort meghaladoan jelentkezd hepatocellularis carcinoma (HCC)
kozott, mig a HCC foként kronikus majbetegség (virusfertdzés, cirrhosis,
steatosis) talajan alakul ki, addig a hepatoblastoma létrejottében sem virus,
sem cirrhotikus mdj nem jatszik szerepet, az okok inkabb genetikai,
epigenetikai eredetre vezethetdek vissza. A hepatoblastoma leggyakrabban
6 honapos és 3 éves kor kozott (az atlag €letkor 18 honap) fordul el6. A HB
kezdeti stadiumban nem okoz panaszokat, igy egyéb okbol végzett hasi

ultrahang vizsgalaton a megnagyobbodott maj utalhat hepatoblastomara. A
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HB azonositasaban a legfontosabb szérumfehérje az AFP. A diagnozist
ezen marker magas értékére, valamint radioldgiai ¢€s hisztologiai
vizsgalatok eredményeire alapozva allitjak fel. A HB diagnosztikajaban ¢€s
osztalyozasaban a szOvettani vizsgalat alapvetd fontossagi. Ez részben
azért fontos, hogy elkiilonithetd legyen a HB ¢és a gyerekkor1 HCC
egymastol, masrészt pedig a kilonbozd szovettani tipusok eltérd
prognozissal tarsulnak. A daganatot epithelidlis, kevert, valamint nem
osztalyozhaté szovettani csoportokra oszthatjuk. Az epithelidlis a
leggyakoribb tipus, mely az esetek 60%-ban fordul eld. Ezt a tipust fetalis,
embriondlis, = makrotrabekularis, kis sejtes  differencidlatlan  ¢és
kolangioblasztikus szubtipusokra oszthatjuk.

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) rovid, 18-25 nukleotid hosszusagu,
fehérjét nem kodolo RNS-ek, amelyek univerzalisan expresszalodnak a
gerinces €s gerinctelen allati, gomba és noveényi szervezetek sejtjeiben. A
mikroRNS-ek altal szabalyozott gének szamos életmiikddésekkel
kapcsolatos  bioldgia folyamatot szabalyoznak, mint példaul az
egyedfejlodés pontos idobeli lefolydsa, sejtdifferenciacio, proliferacio,
apoptdzis vagy a jelatviteli utak expresszidja igy szerepet jatszanak
betegségek, elsdsorban daganatok kialakulasidban és progresszidjaban.
MiRNS-ek diszregulacidjat human betegségek széles korében leirtak, mint
példaul keringési rendellenessegek, metabolikus zavarok,
neurodegenerativ- és autoimmun betegseégek. Felvetddott, hogy a jelentds
mértékben megvaltozott expresszioji miRNS-ek a tumorok diagndzisa és
progndzisa szempontjabol biomarkerként szamitasba johetnek, st mivel

MIRNS-ek kimutathatoak szérumbol is, az expresszios szintjiikben mért



valtozas diagnosztikus értékli lehet. A miRNS profil meghatdrozasok
alapjan ugy tinik, hogy mind az egészséges, mind a beteg szovetekre
sajatos miRNS expresszids mintazat jellemzd. Kevés adat all rendelkezésre
arrol, hogy hogyan valtozik a mikroRNS-ek expresszids szintje
hepatoblastomaban, de néhany kozleményben beszamoltak a miR
expresszids szintek valtozasarol a kornyezo szovethez, normal majhoz vagy
HCC-hez képest, azonban a kiilonb6z0 HB szovettani tipusok miR-

expresszios profiljat eddig még senki nem vizsgalta.

CELKITUZESEK

Az irodalomban minddsszesen harom munkacsoport vizsgalta a miRNS-ek
expressziojat hepatoblastomaban, illetve metasztatikus hepatoblastomaban.
Ezek alapjan a kovetkezd célkitlizeseket 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 expresszidés szintjének
meghatarozasa hepatoblastomaban, kiemelten az epitelialis szovettani
altipusokban.

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

3. A tléléssel Osszefiiggést mutatd miRNS-ek kozos célgénjeinek in

silico feltérképezése.

hepatoblastomaban.



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

¢szlelt eltérésekkel irodalmi adatok alapjan

MODSZEREK

Betegadatok

A betegmintdkat a Semmelweis Egyetem Il.sz. Patologiai Intézetének
valamint az [. sz. Patologiai ¢és Kisérleti Rakkutaté Intézetének
archivumaban 1995-2010 kozott megtalalhaté hepatoblastoma esetekbdl
valasztottuk. A kivélasztott 20 beteg nem szerinti megoszlasa 10 fia €s10

lany, atlagéletkoruk 3,69 év.

Szovetmintak

A paraffinba agyazott blokkokbol a szovettani értékeléshez 3-5 pm-es
metszeteket készitettiink €s hematoxilin-eozinnal (HE) megfestettiik. Az
altalunk  vizsgalt hepatoblastoma tumorok epithelidlis tipusunak
bizonyultak, 12 fetalis és 8 embrionalis tipus megoszlasban. Az utdbbi
csoportbol 5 esetben csak embriondlis teriiletet, mig 3 esetben mind
embrionalis, mind fetalis teriiletet ki tudtunk jel6lni a makrodisszekciohoz,
igy Osszesen 15 fetalis, 8 embrionalis illetve 15 tumorkdrnyéki nem

tumoros majminta allt rendelkezéstlinkre.



mikroRNS expresszios szint meghatarozas

A teljes RNS izolalast kovetden reverz transzkripciot €s valos idejii PCR

reakciot végeztiink TagMan microRNA assay segitségével.

mikroRNS célgének keresése in silico

A tilélési analizisben szignifikdnsnak talalt miRNS-ek potencialis
célgénjeinek felterképezését a miRanda predikcios algoritmus alapjan
veégeztik. A kozos célgének altal érintett jelatviteli utvonalak analizisét a
WebGestalt rendszer segitségével végeztik a Benhamini-Hochberg
modszer szerinti tobbszords korrekcios teszt alapjan. Az eredményt a
p<0,01 alatt fogadtuk el szignifikdnsnak, a minimalis génszdm a Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes rendszerben 5-re lett beallitva.

Immunhisztokémia

Az in silico targetpredikcid soran meghatarozott ZNF207 fehérje
expresszidjanak kimutatasdra végzett immunreakciét formalin fixalt
paraffinba 4gyazott blokkokbdl készitett 3 um vastag metszeteken, a
Novolink Polymer Detection System Kit (Leica Biosystems, Wetzlar,
Neémetorszag) és ZNF207 ellenes antitest (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)
segitségével hajtottuk végre manualisan.

Az immunreakciokat szemikvantitative mddon értekeltiik a kovetkezok

szerint: 10 random modon kivalasztott 400x nagyitasu latdétérben 100 sejtet



vizsgaltunk terliletenként. Az immunreakcio értékének az intenzitas €s a
festddd sejtmagok szdzalékos aranyanak megfeleld pontérték szorzatat

vettuk és azt hasznaltuk a statisztikai szamitasokhoz.

Statisztikai modszerek

A mintdkban mért relativ expresszid statisztikai 6sszehasonlitasdhoz nem-
parametrikus teszteket alkalmaztunk (Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis
ANOVA). A teljes tulélést (OS, overall survival) és az eseménymentes
tulélést (EFS, event free survival) Kaplan-Meier modszerrel vizsgaltuk. A
tulélési gorbék Osszehasonlitdsahoz log-rank tesztet alkalmaztunk. Az
szintén nem-parametrikus Spearman rangsor teszttel végeztik. A
statisztikai szamitasokhoz a STATISTICA szoftver 9.1 verzidjat hasznaltuk
¢s a kapott teszteredményeket akkor tekintettiik szignifikansnak ha p<0,05
teljesiilt.



EREDMENYEK

1. A hepatoblastoma mintak makroszkopiaja és szovettani

vizsgalata

A szdvettani vizsgalat epithelialis hepatoblastoma tipikus hisztopatoldogiai
képét mutatta az 6sszes esetben. A fetalis komponens kis, uniform, fetalis
hepatocitdkra emlékeztetd sejtekbdl allt eozinofil citoplazmaval, kerek-
ovalis bazofil sejtmaggal. A sejtek n¢hol trabekuldkba rendezddtek. Ezzel
ellentétben az embriondlis komponens sejtjei kevésbé differencialddtak,
nagy sejtmaggal €s kevés citoplazmdval rendelkeztek, tovabba a sejtek
pszeudorozettakat alkottak. A kornyez6 maj nem mutatott szignifikdns

valtozast, néhol enyhe fibrozis illetve nem-specifikus gyulladas volt lathato.

2. miRNS vizsgalatok

Amikor a hepatoblastoma tumoros mintdkat a kornyezd ma4jjal
hasonlitottuk 6ssze, 6 miRNS mutatott szignifikans kiilonbséget: a miR-17-
5p, miR-122, miR-195, miR-210 és miR-214 relativ expresszioja csokkent,
mig a miR-221-szintje emelkedett a tumoros mintakban a kornyezo
majszovethez képest.

Amikor a fetalis és embrionalis hepatoblastoma szovettani tipusokat
vetettiik Ossze a nem-tumoros koérnyezé majjal, 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
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talaltunk az embrionalis mintdkban a koérnyez0 majszovethez képest. Az
embrionalis és fetalis komponens kozott a miR-18 expresszids szintje

szignifikansan csokkent a fetalis mintakban.

3. A tulélés és a miRNS expresszio osszefiiggése

Az OS szignifikansan kiilonbozott az alacsony és magas miR-21 (p<0,02),
a magas ¢€s alacsony miR-222 (p<0,03), valamint a magas €s alacsony miR-
224 (p<0,01) vonatkozasaban. Magas miR-222, magas miR-224 ¢s
alacsony miR-21 rovidebb OS-sel tarsult; az atlagos tulélés 92,5, 57,6 és
55,6 honap volt ebben a csoportban. Ezzel szemben az alacsony miR-222,
alacsony miR-224 ¢s magas miR-21 csoport atlagos talélése 101,8; 132,8 ¢és
144,5 honapnak bizonyult. EFS tekintetében sem a recidivaval, sem a

metasztazissal 0sszefliggésben szignifikans kiilonbséget nem kaptunk.

4. A miRNS célgének keresése in silico

A ttléléssel szignifikans 6sszefiiggést mutaté miR-21, miR-222 és miR-224
célgénjeit és cél mRNS szekvenciait a miRanda targetpredikciods algoritmus
segitségével kerestilk. A harom miRNS kozos metszeteként 203 celgént
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). Valasztasunk a MAPK
Utvonalra esett, mert irodalmi adatok arra utalnak, hogy a hepatoblastoma

tumorbioldgiaja 0sszefliggésben all ezzel az Gtvonallal. A kapott célgének



betegmintakban torténd expresszidjanak kiértékeléséhez microarray chip
eredményeket kerestiink. A megtalalt Affymetrix array-eken a 203 génbdl
149 szerepelt. Minden gén esetén a normalis és nem tumoros mintak kozotti
statisztikai vizsgalatot Student t-teszttel végeztiik el. Eredményiill a
ZNF207-et kaptuk.

5. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az in silico célgén alapjan elsoként rangsorolt ZNF207 fehérje expresszio
vizsgalatanak eredményeként azt kaptuk, hogy a ZNF207 a fetalis majban
gyenge/kozepes, mig az embriondlis szubtipusban erds reakciot adott.
Szignifikans kiilonbség volt az embrionalis és a kornyezé maj kozott
(p<0,008), valamint a hepatoblastoma mintdk ¢és kornyez0 maj kozott
(p<0,03). A tulélés statisztikai vizsgalata nem mutatott 6sszefliggést az OS
¢s ZNF207 expresszio kozott, ugyanakkor EFS, a recidiva fliggvényében,
Osszefliggést mutatott a ZNF207 fehérje expresszidjaval, magas ZNF207
expresszio jobb EFS-sel tarsult (p<0,04).

6. p-catenin korrelacioja a miRNS expresszidval

A B-catenin immunreakciok elvégzése utan 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.
Ugyantgy inverz korrelaciot kaptunk a citoplazmatikus [-catenin
expresszid ¢és miR-17-5p (p<0,006), miR-122 (p<0,001), miR-195
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(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 [3-catenin

expresszioval.

7. mikroRNS expresszié 6sszehasonlitisa HB-ben és HCC-ben

A miR-122, miR-195, miR-214 és miR-221 azonos iranyu valtozast, mig a
miR-17-5p és miR-210 ellentétes irdnyu 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.
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UJ EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

1.

Elsoként mutattuk ki, hogy a miR-18a szignifikans kiilonbséget mutat az
epithelialis hepatoblastoma embrionalis ¢€s fetdlis szubtipusa kozott, aminek
kovetkeztében a miR-18a alkalmas Ilehet a kevésbé differencialt
embriondlis szubtipus €s a differencialtabb fetalis szubtipus elkiilonitésére,
ami prognosztikai értékii lehet. Ez a kiilonbség, valamint a hepatoblastoma
komponensek ¢€s a kornyezd maj kozotti miRNS expresszios kiillonbsegek
hozzasegithetnek a két komponensben =zajlo eltér6 patogenetikai

folyamatok megértésé€hez.

2.

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

részben kiilonbozo sajatsagot mutat.

3.

A tulélésben szerepet jatszo miRNS-ek in silico célgén-kereséseként egy
egyeldre kevésbé ismert cink-ujj gént, a ZNF207-et kaptuk, mely fehérje
expresszioja a hepatoblastoma, kiilondsen az embrionalis komponens ¢€s a
kornyezé maj kozott bizonyult eltéronek, a teljes tuléléssel azonban nem

Mmutatott 0sszefliggést.
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4.

A mintdkon elvégzett B-catenin  immunhisztokémiai  reakciok
eredmeényének ¢s a mikroRNS expresszidos adatok korrelaltatasanak
eredményeként azt kaptuk, hogy a sejtmagba €s citoplazmaba lokalizalédo
B-catenin expresszio forditott aranyt korrelaciét mutat a miR-17-5p, miR-
122, miR-195 és miR-210 szintjével, ami egy [B-catenin-karakterisztikus

miRNS mintazatra utalhat.

5.

Két oncomiR, a miR-17-5p és miR-210, expressziojanak HCC-t61 eltérd
valtozasa tumoros ¢és tumor kornyéki mdj kozott a hepatoblastoma HCC-t6l
eltéré patogenezisére utalhat, ami késdbbiekben akar diagnosztikai célt is

szolgalhat a két tumor tipus molekularis szinten valo elkiilonitésében.
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