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2 ROVIDITESEK JEGYZEKE

Magyarazat és feloldas

Alpha- fetoprotein

Adherens junkcio (Adherens junction)
Aktivalt kinaz (Activated kinase)

Akut myeloid leukémia 7 (Acut myeloid
leukaemia 7)

Adenomatosus polyposis coli
Adrenoreceptor Beta 2

B sejt limfomaval asszocialt X fehérje
(Bcl-2-associated X protein)

B sejt limfoma 2 (B-cell lymphoma 2/B-
cell CLL)

Bicelluléris Tight Junction (Bicellular
Tight Junction)

B-sejt specifikus murine leukémia virus 1
—es integracios hely (B cell —specific
moloney murine leukemia virus
integration site 1)

Csont morfogenetikus fehérje (Bone
morphogenetic protein)

Cadherin asszocialt protein; 3-catenin
(Cadherin associated protein beta 1)
Children’s Oncology Group

Claudin-

Coxsackie -és adenovirus receptor
(Coxsackievirus and adenovirus receptor)
Chromobox fehérje 2 (Chromobox
Homolog protein 2)

Cholangiocarcinoma
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CDK 1-2 Cyclin-dependens kinaz 1, 2 (Cyclin-
dependent kinase 1, 2)
CDH 1 Cadherin 1, E-cadherin (Cadherin 1,

epithelial cadherin)
CEA Carcino-embrionalis antigén

(Carcinoembryonic antigen)

CK-19 Citokeratin- 19 (Cytokeratin- 19)

DSRCT Dezmoplasztikus kis kereksejtes tumor
(Desmoplastic small-round-cell tumor)

DAB2IP Mitogén aktivalt foszfoprotein 2 kapcsolt
fehérje (Disabled homolog 2-interacting
protein

DFNB42 Autoszomalis recessziv sliketség — B42

(Autosomal-Recessive Hearing

Impairment-B42)

DKK 1 Dickkopf fehérje 1 (Dickkopf-related
protein 1)

DLK 1 Delta like fehérje 1 (Delat like protein 1)

DZNep 3-Deazaneplanocin A

ECM Extracellularis matrix (Extracellular
matrix)

EED Embrionalis ectodermalis fejlodés

(Embryonic ectoderm development)

EFS Esemény mentes talélés (Event-free
survival)
EMT Epithelialis-mezenchymalis tranzicio

(Epithelial mesenchymal transition)

ESAM Endothel sejt szelektiv adhézios molekula
(Endothelial cell-selective adhesion
molecule)

EZH2 Enhancer of zeste homolog 2
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EWS-FLI Ewing szarkoma —Friend leukémia
integralt transzkripcios faktor 1 (Ewing’s
sarcoma- Friend leukemia integration 1
transcription factor)

FAP Familiaris adenomatosus polyposis
(Familial adenomatous polyposis)

FLC Fibrolamellaris hepatocellularis

carcinoma (Fibrolamellar hepatocellular

carcinoma)
GK Guanilat kinaz (Guanylate Kinase)
GLI1 Glioma-asszocialt onkogén homolog 1

(Glioma-associated oncogene homolog 1)

GNRH Gonadotrop szabalyoz6 hormon
(Gonadotropin releasing hormon)

HB Hepatoblastoma

HBV Hepatitis B virus (Hepatitis B virus)

HCC Hepatocellularis carcinoma

(Hepatocellular carcinoma)
hCG Human chorio gonadotropin (Human

chorionic gonadotropin)

HCV Hepatitis C virus (Hepatitis C virus)

HepPar 1 Hepatocyta paraffin 1 (hepatocyte paraffin
1)

HH Hedgehog utvonal (Hedgehog signaling
pathway)

HIF 1 o Hypoxia indukalt faktor 1 o (Hypoxia-
inducible factor 1 o)

HMGA 2 High mobility group AT-hook 2

HPH Humén homolog polyhomeotic (Human

polyhomeotic homolog)
ICC Intrahepatikus cholangiocarcinoma

(Intrahepatic cholangiocarcinoma)


http://en.wikipedia.org/wiki/Ewing%E2%80%99s_sarcoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Ewing%E2%80%99s_sarcoma
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IGF 1l Inzulin-szerti névekedési faktor Il
(Insulin-like growth factor II)

IHC Immunhisztokémia
(Immunhistochemistry)

ILDR 1,2 Immunoglobulin-szerii domént tartalmazé
receptor 1,2 (immunoglobulin-like

domain receptor 1,2)

INK4A-ARF p16 (INK4A)-p19 (ARF)

INI'1 Integraz interaktor 1 (Integrase
interactorl)

JAM-A, B, C Junkcionalis adhézids molekula -A, B, C

(Junctional adhesion molecule-A, B, C)
LSR Lipolizis stimulalt lipoprotein receptor
(Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor)
MAGUK Membran asszocialt guanilat kindz
(Membrane-associated guanylate kinase)
MAL Mielinhez és limfocitdkhoz asszocialt
fehérje (Myelin and lymphocyte protein)
MARVEL MAL ¢és hasonl6 fehérjek a vezikularis
transzportért és membranhoz
kapcsolodasért (MAL and releated
proteins for vesicle trafficking and

membrane link)

miR mikroRNS (microRNA)
MRNS Messenger RNS
MT1G Metallothionein 1G fehérje

(Metallothionein 1 G protein)

MUPP-1 Multi-PDZ domén fehérje-1 (Multi-PDZ
domain protein 1)

NB Neuroblastoma

NO Nitrogén monoxid (Nitrogen monoxide)
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Nem osztalyozhat6 (Not otherwise
specified)

Occludin

Teljes talélés (Overall Survival)
Partitioning-defektiv fehérje- 3, 6
(Partitioning-defective protein-3, 6)
PALS1-asszocialt TJ protein (PALSI-
associated TJ protein)

Proliferal6 sejt nuklearis antigén
(Proliferating cell nuclear antigen)
Pancreas ductalis adenocarcinoma
(Pancreatic ductal adenocarcinoma)
Paternélisan kifejez6dd gén 3 fehérje
(Paternally-expressed gene 3 protein)
Paternalisan kifejezodo gén 10 fehérje
(Paternally-expressed gene 10 protein)
Foszfatidil-inozitol-3 kinaz
(Phosphatidylinositol 3 kinase)
Cisplatin és doxorubicin (Cisplatin and
Doxorubicin

Pleomorf adenoma gén 1 (Pleiomorphic
Adenoma Gene 1)

Polo-szerti kinaz- 1 (Polo-like kinase-1)
Periférias primitiv neuroektodermalis
tumor (Peripheral primitive
neuroectodermal tumor)

Polycomb repressziv komplex (Polycomb
repressive complex)

Kezelést megel6z6 tumorterjedelem (Pre-
Treatment Extent of disease)
Fehérjéhez kapcsolodd homolog 1

(Protein patched homolog 1)
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RBBP 4, 7 Retinoblastoma-koté fehérje 4, 7
(Retinoblastoma binding protein 4, 7)

RING 1A Gytirti ujj fehérje 1A (Ring finger protein
1A)

RING 1B Gytirti ujj fehérje 1B (Ring finger protein
1B)

SMO Smoothened fehérje (Smoothened protein)

SIOPEL Gyermekkori méjtumorok nemzetkozi

stratégiai csoportja (Société Internationale
d’Oncologie Pédiatrique — Epithelial
Liver Tumor Study Group [International

Childhood Liver Tumour Strategy Group]

SALL 4 Sal-szert fehérje 4 (Sal-like protein 4)
SUZ 12 Supressor of zeste 12 fehérje

TJ Sejtkapcsol6 struktara (Tight junction)
TAMP Tight junction asszocidlt MARVEL

protein (Tight junction associated
MARVEL protein)

TNF Tumor nekrozis faktor (Tumor necrosis
factor)

TRIC Tricellulin

tTJ Tricelluléris Tight Junction

TGF a Transzformald novekedési faktor o

(Transforming growth factor o)

Z0-1 Zonula occludens- 1
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3 BEVEZETES

3.1 Gyermekkori majdaganatok

Magyarorszagon az 1-14 év kozotti gyermekeknél a daganatos megbetegedések
altal okozott halalozés —a baleseteket nem szamitva- a leggyakrabban eléforduld haldlok
(Garami és mtsai 2014). A gyermekkori daganatos betegségek jelentés hanyada —
szemben a felnbttkoriakkal— sok esetben nagyon jé aranyban gyogyithaté (Last és mtsai
2005). Europaban évente 100 000 gyermekre 12-15 ujonnan diagnosztizalt malignus
megbetegedés jut (Ward és mtsai 2014). Gyermekkorban ritkak a primer majdaganatok,
az Osszes szolid gyermekkori daganatnak csupan 1%-t adjak. Vilagszerte egymillié 18
éven aluli gyermekbdl 1.5-2 esetet diagnosztizalnak (Hadzic és Finegold 2011). A
gyermekkori majtumorok nagy része sporadikus, de eléfordulnak csaladi tumoros
szindromakkal, metabolikus betegségekkel és egyéb prediszponalod faktorokkal -mint az
extrém mértéki alultaplaltsag vagy a nagyon alacsony sziiletési stly- tarsultak (Darbari
¢és mtsai 2003). Napjainkban is nagy kihivast jelent a patologusok szamara a gyermekkori
majtumorok diagnosztizalasa, osztdlyozasa, tekintve ritka el6forduldsukat. A

crer

1. tablazat. Gyermekkori majtumorok klasszifikacioja (Lopez-Terrada és mtsai 2014)

10
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Epithelialis
tumorok

Hepatocellularis

Benignus és tumorszeri
elvaltozasok

Hepatocellularis
adenoma

Fokalis nodularis
hiperpléazia

Makroregenerati
v nodulus

Pre-malignus
elvaltozasok

Diszplasztikus
nodulus

Malignus

Hepatoblastoma

Hepatocelluléris
carcinoma

Klasszikus HCC és
fibrolamellaris HCC

Biliaris
Benignus

Epeti adenoma/
hamartoma

Malignus

Cholangiocarcin
oma

Kombinalt (hepato-
cholangiocarcinoma

11
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Mesenhymalis
tumorok
Benignus
Vaszkularis
tumorok
Infantilis
hemangioma
Mesenchymalis
hamartoma
Pecoma
Malignus
Embrionalis
sarcoma
Rhabdomyosarco
ma
Vaszkularis
tumorok
Epitheloid
hemangioendothelioma
Angiosarcoma
Egyéb tumorok
Malignus
rhabdoid tumor
INI1+/-
Csirasejtes
tumorok
Teratoma

Yolk sac tumor

Dezmoplasztikus kis kereksejtes
tumor (DSRCT)
Periférias primitiv
neuroektodermalis tumor (PPNET)

Metasztatikus

Szolid tumorok (NB,
Wilms tumor, egyéb)

Akut myeloid leukémia
(M7)

12
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Szdmos tanulmany a gyermekkori tumorok -koztik a majtumorok- ndvekvd
incidenciajar6l szamol be (Allan és mtsai 2014, Baade és mtsai 2010, Kaatsch 2010).
Ezeknek a majtumoroknak 2/3-a malignus és 70%-a hepatocellularis eredeti, mely
hepatoblastoma (HB), vagy hepatocellularis carcinoma (HCC) (Hiyama 2013). Egy nagy
esetszamu tanulmanyban (n=73) leirtak alapjan a vizsgalt majtumorok 46 %-a HB, 23%-
a HCC, 13%-a benignus vaszkularis tumor, 6%-a mezenchymalis hamartoma, 6%-a
sarcoma, 2%-a adenoma és FNH, 5% egy¢b tumor formajaban mutatkozott (Dezsofi és
mtsai 2014). Ujsziilottek esetében méjtumor esetében a HB mellett gondolnunk kell
hemangiomara, hemangioendotheliomara és mezenchymalis hamartomara. Serdiil6knél
inkabb HCC johet szoba, foleg ha az anamnézisben szerepel bilidris atrézia, 6roklott
majbetegség vagy hepatitis B (HBV) virus fert6zés (Hadzic és Finegold 2011, Savas és
mtsai 2006).

A HB -a leggyakoribb primer gyermekkori malignus majtumor a nyugati
orszdgokban- incidencidja 1.6-2 eset/millid6 gyermek, szemben a HCC 0.29-0.45
eset/milli6 gyermek incidenciajaval (Becker és mtsai 2015, Darbari és mtsai 2003). Kelet-
Azsia bizonyos részein (Kina, Korea, Fuji, Hong Kong) magasabb HCC incidenciarél
szamolnak be, ami a hepatitis B és C virusfertdzés magas prevalencidjaval magyarazhat6
(Chen és mtsai 2009). Az elmult évtizedekben a HB egyre gyakrabban vizsgalt daganatta
valt, hiszen a csecsemOkorban ¢s kisgyermekkorban el6forduld tumorok esetében a
neuroblastoma és nephroblastoma utdn a harmadik leggyakrabban el6forduld daganat
(Meyers és mtsai 2014).

3.2 Hepatoblastoma

Kozel 100 évvel ezeldtt Professor Chiari, a Pragai Egyetem Patologia-Anatdmia
Intézetben kozolte le elsOként egy 6 hetes csecsemd haldlesete kapcsan az elsd
diagnosztizalt hepatoblastoma esetet, amit akkoriban ’teratoma hepatis’ —ként irt le (OS
1898). 60 évvel késdbb Willis vezette be a HB kifejezést (RA 1962).

A hepatoblastoma az esetek 80% - ban unifokalisan jelenik meg, a jobb lebeny
érintettsége gyakoribb. Klinikailag altalaban tiinetmentes, nagy hasi terimeként
jelentkezik, hepatomegalia tapinthato, ugyanakkor néha akut has formajaban jelentkezik

lazzal egyiittesen. Stlyveszteség, fogyas, étvagytalansdg, hanyas, hasi fajdalom jelenléte

13
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elérehaladott allapotot jelez. Obstrukcios sargasag, esetleg a tumor ruptirdja ritkdn
fordulnak el6. Néhany esetben leirtdk a tumorhoz tarsuld pubertds precox jelenlétét,
hiszen a tumor képes a human chorion gonadotropin termelésére (hCG), mely kivalt
GnRH fliggetlen mddon id6 el6tti pubertast (Al-Jumaily és mtsai 2011, Eren és mtsai
2009).

Laboratoriumi eltérések koziil leggyakrabban normochrom, normocyter anémia,
esetleg thrombocitozis fordulhat el6. A markans trombocitozis oka a tumor altal termelt
interleukin-6 —mely a megakariocitak novekedési faktora- paraneoplazias hatasa. Az AFP
szint a betegek 90%-ban emelkedett, 0jsziilottek esetében viszont a fiziologiasan
magasabb AFP szint megtévesztd lehet, illetve bizonyos benignus majtumorokban,
adenomaban és mezenchymalis hamartomaban is emelkedett AFP szintet észlelhetiink
(Meyers és mtsai 2014). Egy nemrég leirt 0j diagnosztikus szérum marker, a DLK1
vizsgalata is indokolt lehet, hiszen a HB-ak 5-10%-a AFP negativ, illetve a 0-6 honapos
HB-s betegek korosztdlyaban szignifikans DLKI1 szérumszint emelkedést irtak le a
kontroll csoporthoz képest, mig ebben a korosztalyban az AFP szintemelkedés nem volt
szignifikans (Falix és mtsai 2012). A DLKI1 human hepatoblastomakban valo
vizsgalatakor ezen kiviil nagyon specifikus és szenzitiv markernek bizonyult (Dezso €s
mtsai 2008)

A HB esetek 20%-ban a diagnézis felallitasakor tavoli metasztazis észlelhetd,
leggyakrabban a tiidében és kdzponti idegrendszerben, de vannak adatok a nagyon ritkan

eléforduld szembe adott metasztazisrol is (Endo és mtsai 1996, Perilongo és mtsai 2000).

3.2.1 Incidencia

A HB a gyermekkori malignitasok 1%-t teszi ki, 1992 és 2004 kozott a
legnagyobb incidencia névekedést mutatta a gyermekkori tumorok kozott az USA-ban és
Eurdopaban is (Becker és mtsai 2015, Linabery és Ross 2008). Az 5 éven aluli gyermekek
esetében a majtumorok 91%-a HB, mig 5%-ban a 4 éven feliili korosztalyban fordul elo.
Incidenciaja 0.05-0.15 eset/100 000 gyermek a 15 éven aluli korosztalyban (Gupta és
mtsai 2011, Hadzic és Finegold 2011). Szamos tanulmany szerint 5 éves kor alatt
diagnosztizaljak leggyakrabban (atlagosan 18 honapos korban), ezt kdveti az 5-9 és 10-
14 éves korosztaly, végiil az esetek legkisebb része (<1%) fiatal felnéttkorban, illetve 15-
19 évesen extrém ritkan keriil diagnosztizalasra (Hadzic és mtsai 2010, Singh és mtsai

2010). Az id6sebb gyermekekben és fiatal felnéttekben prognozisa kifejezetten rosszabb,

14
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mint az 1-5 éves korosztalyban. Magyarorszagon évente 2-3 eset fordul el (Magyar
Gyermek Tumor Regiszter).

A HB o0tszor gyakrabban fordul el fehér bortiekben, mint afroamerikai
gyermekekben, akikben rosszabb kimenetelre lehet szamitani. Szintén gyakrabban
érintettek a fiigyermekek, atlagosan a fia-lany ardny 1,7:1. Eurdpaban ez az arany

magasabb 1,6-3,3:1, ahogy Taiwanon is 2,9:1 (Catanzarite és mtsai 2008).

3.2.2 Etiopatogenezis

A HB el6fordulasa erésen asszocialt az igen kis sullyal (<1500 gramm) sziiletett
ujsziildttekben, mely a vilag kiillonb6zo pontjain egyarant megfigyelhetdé (Dezsofi és
mtsai 2014, Pu és mtsai 2009, Spector és mtsai 2008). A kis sulyu Gjsziildtteknél (1500-
2500 gramm) is gyakrabban fordul el6 HB (Spector és mtsai 2004). Ezt az asszociaciot
azzal magyarazzadk, hogy a kis sulyu ujsziilottek ellatasuk sordn gyakran kapnak
diagnosztikus céllal sugérterhelést, nagy dozisti oxigén terapiat illetve parenteralis
taplalast, melyek potencialis karcinogén behatasoknak tekinthetok (Chessex és mtsai
2010). Kimutattak, hogy a hepatoblastoma gyakrabban fordul elé pre-eclampsias anyak
gyermekeinél, poli- vagy oligohidramnion esetében, a terhesség el6tt talsiulyos anyaknal
¢és infertilitas miatt kezelt anyaknal (Pu és mtsai 2009). Az anyai és apai dohanyzas
szerepe a HB kialakulasaban még nem tisztazott, az bizonyos, hogy a dohanyzasnak
karcinogén szerepe van a HB kialakulasaban (McLaughlin és mtsai 2006, Secretan és
mtsai 2009). Fetalis alkohol szindromaban is leirtak a HB gyakoribb el6fordulasat
(Spector és Birch 2012).

A HB-k 15%-a tarsul valamilyen genetikai szindromahoz, mig a legtobb eset
sporadikus. Familiaris adenomatosus polyposis (FAP) szerepelhet a csaladi
anamnézisben, irtak le csirasejtes adnomatosus polyposis coli (APC) mutaciét HB
esetekben (Hirschman és mtsai 2005). Ilyenkor ajanlott a csalad tagjainak kivizsgalasa
vastagbél polipok és daganat irdnyaba. Az AFP-s csaladok gyermekeinek pedig ajanlott
az évenkénti hasi ultrahang vizsgalat és 5 éves korukig az AFP szint ellendrzése (Sanders
¢s Furman 2006).

A hepatoblastoma tarsulhat Beckwith-Wiedemann szindromahoz is (gigantizmus,
makroglossia, omphalocele, hemihipertrophia, neonatalis hipoglikémia, hasfali
problémak), melyben a 11-es kromoszoma inzulinszerii novekedési faktor II (IGFII) és

H19-es génjének apai uniparentalis diszomiaja mutathato ki (Giardiello és mtsai 1991).

15



DOI:10.14753/SE.2015.1832

Az IGFII/H19 gén aktivacidja szerepet jatszik a HB patogenezisében (Honda és mtsai
2008).

Az irodalomban eddig hét HB eset eléfordulasat irtak le Edwards szindromas (18-
as kromoszoma triszomia) betegekben (Kitanovski és mtsai 2009). Szamos, 6roklott
szindromahoz tarsulva is irtak le HB-s eseteket: Prader-Willi szindroma, Sotos
szindroma, Kabuki szindroma, Di George szindroma, Noonan szindroma. Mivel az el6bb
felsorolt szindromakhoz kapcsoldédd HB-bol mindossze 1-2 esetet tartanak szamon az
irodalomban, igy nem valészinli, hogy ezek a szindromak meghatiroz6 etiologiai
tényezoként szerepelnek (Meyers és mtsai 2009).

Szintén nem tal gyakran, de tarsulhat anyagcsere megbetegedésekhez is a HB—igy
glikogéntarolési betegség Ia, III és IV tipusahoz, hipoglikémidhoz, heterozigdta a-1
antitripszin deficienciahoz— és bizonyos congenitalis malformaciokhoz (patkovese,
Meckel divertikulum, vese diszplazia, rekeszsérv, perzisztalod ductus arteriosus). Szamos
citogenetikai elvaltozast is irtak le HB-ban. A 2-es, 8-as és 20-as kromoszoma triszomiaja
¢s a 18-as kromoszoma monoszémidja a leggyakoribb eltérések. A 2-es és 20-as
kromoszoma triszomiaja rosszabb prognodzissal jar (Kumon és mtsai 2001).

Szamos, az embrionalis fejlddésben fontos szignalizacios Gtvonal érintett HB-ban.
A Wnt utvonal a HB-k tobbségében, 70-90%-ban aktivalodik, mely a B-catenin gén
stabilizacidjahoz vezet, és a sejtmagba jutva szdmos proliferdcios €s apoptozisban
szerepet jatszo gént aktival. A Wnt aktivalodasa bekovetkezhet magaban a B-catenin
génjében, a CTNNBI génben 1év6 mutacio miatt -ami egyike a leginkabb tanulmanyozott
genetikai eltérésnek HB-ban- vagy az utvonalban szerepet jatszo egyéb molekulak
mutacioja miatt: ilyen az APC gén, az AXIN1 és az AXIN2 (Kappler és von Schweinitz
2012). Emellett a hedgehog (HH) utvonal aktivalodasa is gyakori, a HB-k 2/3-ban szamos
HH ligand mRNS vagy fehérje szinti emelkedését leirtak: BCL2, PTCH, GLI1 (Kappler
és von Schweinitz 2012). A HH utvonal fontos szerepet jatszik a neurogenezisben,
szomatogeneziseben, a bal-jobb asszimmetria kialakitasaban. Pozitiv korrelaciot is leirtak
a GLII és egy masik HH ligand, a SMO szintje és a tumor grade, méret és prognozisa
kozott (Li és mtsai 2010). Néhany esetben beszamoltak a foszfatidil-inozitol-3 kinazt
kodolo PIK3CA gén pontmutacidjardl, illetve a pleomorf adenoma gén 1 (PLAGI1)
amplifikaciojarol, mely az IGFII pozitiv regulatora (Zatkova és mtsai 2004). Az

imprintinget szenvedett IGFII génje magas szintet mutat HB-ban, hasonl6 magas szint
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talalhato Wilms tumorban és rhabdomyosarcomaban is (Rainier és mtsai 1995). Egyéb,
szintén imprintinget szenvedett gének is nagymértékben expresszalodnak HB-ban: a
DLK1, PEG3, PEG10, MEG3 gének, ezeket nephroblastomaban is leirtak (Hubertus és
mtsai 2011).

3.2.3 Szodvettani felosztas

A HB olyan hepatocyta prekurzorbdl ered, mely képes a majfejlodés kiillonbozo
stadiumait reprezentdlni, és a szovettani csoportok is ezt jelzik: (a) differencidlatlan
kissejtes, melyek citokeratint és vimentint is kifejeznek, ami sem az epithelialis, sem a
mezenchymalis differencidlédasra nem jellemzd; (b) embrionalis epithelidlis sejtek,
melyek 6-8 hetes magzati majsejtekre emlékeztetnek; (c) jol differencialt fetalis sejtek,
melyeket nehéz elkiiloniteni az érett majsejtektol.

A HB szovettani besoroldsa nem egyszerii feladat, egyrészt a tumor ritkasaga,
masrészt egy nemzetkozileg is elfogadott és bevett klasszifikacié hianya miatt. 2011-ben
a Children’s Oncology Group (COG) nemzetkdzi szimpdziuman megvitatasra keriilt a
gyermekkori majtumorok szdvettana, €s egy Uj szovettani klasszifikacid 1étrehozasa.
Céljuk volt egy olyan nemzetkdzi klasszifikacio 1étrehozasa, melyben az egyes altipusok
a kezelési stratégia és a szOvettan egylittes figyelembe vétele révén lettek felallitva, vagyis
a szovettani szubtipusokba vald sorolasnak prognosztikus jelentdséget tulajdonithatunk.
Figyelembe vették az jabban leirt molekularis genetikai adatok meglétét is. A HB
2. tablazat. A hepatoblastomak szovettani klasszifikacioja (Zimmermann 2005)

EPITHELIALIS TiPUS

Fetalis szubtipus
Embrionalis szubtipus
Epithelialis kevert szubtipus
Makrotrabekularis szubtipus
Kissejtes nem differencialt szubtipus

KEVERT EPITHELIALIS ES MEZENCHYMALIS TiPUS
Teratoid elemeket tartalmazo szubtipus

Teratoid elemeket nem tartalmazo szubtipus

NEM OSZTALYOZHATO TiPUSOK
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A hepatoblastoma szovettani felosztasat 2014-ben frissitették, szdmos 1) kategoriat
l1étrehozva (Lopez-Terrada és mtsai 2014). A hepatoblastoma eseteinkkel kapcsolatos

vizsgalataink 2013-ban lezarultak, igy a korabbi, fent leirt klasszifikaciot vettiik alapul.

% EPITHELIALIS SZOVETTANI TiPUS

» Fetalis szubtipus

A fetalis HB-t 10-20 mikron atmérdji sejtek épitik fel, melyek elhelyezkedhetnek
1-2 sejtsor vastagsagu kotegeket alkotva, vagy pedig nodulusokban, kisebb mezékben
helyezkedhetnek el. A sejteknek centralis, kerek, kis sejtmagja van, alig észrevehetd a
sejtmagvacska, jol koriilhatarolédnak a plazma membranok, nagyon nehéz elkiiloniteni a
normal fetalis hepatocytaktol ezeket a sejteket. A glikogén vagy lipid tartalomtdl fiiggden
a citoplazma lehet vilagos vagy eosinophil. Gyakran lathatunk hemopoetikus prekurzor
elemeket (extramedullaris vérképzés).

Az jabb, 2014-es klasszifikacio a fetdlis HB-t harom csoportra bontja: tisztan
fetalis szubtipus alacsony mitotikus aktivitdssal; mitotikusan aktiv fetalis szubtipus;
fetalis pleomorf, rosszul differencialt szubtipus. Az els6ként leirt szubtipus felismerése
nagy jelentdséggel bir, hiszen ez az egyetlen, ahol a komplett sebészi rezekcio elégséges,
nincs sziikség kemoterapiara.

A hepatoblastoma fetalis komponensét az /. abra mutatja be.
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1. abra. A hepatoblastoma epithelialis fetalis komponensének szovettani képe. A
tumort eosinophilen festddd sejtek épitik fel, melyek nagymértékben hasonlitanak
a hepatocytakra (Hematoxylin-eozin festés, 400x).

» Embrionalis szubtipus

Az embrionalis komponens sejtjei basophil festddésiiek, elongalt, ovoid alakuak,
ritkabban kerekek, sejtmagjai hosszikasak és viszonylag nagyok, a sejtek kevés
citoplazmat tartalmaznak. A sejtek 10-15 mikron atméréjiiek, az extramedullaris
vérképzés elemeit gyakran lathatunk. A tumorsejtek gyakran tGgynevezett
pszeudorozettakba tomoriilnek, de nodularis elrendez6dést is lathatunk. Ez a szubtipus a
6-8 hetes embrionalis majra emlékeztet. A fetalis és az embrionalis komponens gyakran
keveredik egymassal, a HB-k 39% - ban, de legtobbszor a két komponens egymastol jol
elkiiloniilten csoportokba vagy mezoékbe rendezédik. A hepatoblastoma embrionalis
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epithelialis komponensének szovettani képét a 2. dbra mutatja, a fetalis/embriondlis

kevert hepatobalstoma képét a 3. dbra mutatja.

T

‘

2. abra. A hepatoblastoma embriondlis komponensének szdvettani képe. Jol
lathatoak a tumorsejtek altal képzett pszeudorozettak (nyil) (Hematoxylin-eozin
festés, 600x).
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3. abra. Fetalis/embrionalis hepatoblastoma szovettani képe. A két komponens
legtobbszor egymastdl elkiiloniilten, kisebb-nagyobb csoportokba rendezédve
talalhato. F: fetalis komponens, E: embrionalis komponens (Hematoxylin-eozin
festés 600x).

< KEVERT (EPITHELIALIS ES MEZENCHYMALIS) TiPUS

Sok embrionalis tumorhoz hasonléan a HB-k 20-30% - ban az epithelilais elemek
keverednek stromalis elemekkel, blastema sejtekkel, porc elemekkel, osteoiddal,
izommal, igy alkotva a kevert HB osztalyat. Ennek a csoportnak a progndzisa még nem

teljesen tisztazott.

% NEM OSZTALYOZHATO TiPUS
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Néhany tumornal lehet észlelni mind a HB-ra, mind pedig a hepatocellularis
carcinomara jellemzé szovettani eltéréseket, melyeket nem lehet egyértelmiien egyik
csoporthoz sem sorolni. Ennek a csoportnak adtdk a hepatocellularis malignus neoplazia
vagy korabban a nem osztalyozhaté nevet (NOS) (Prokurat és mtsai 2002). Azt
feltételezik, hogy ezek a tumorok olyan sejtekbdl erednek, melyek a hepatoblast-

hepatocyta atalakulasi fazisanal szerepelnek.

3.2.4 Kezelési stratégia

Mjjtumorok esetében (a rhabdomyosarcoma kivételével) a rezekabilitas
kulcsfontossagu prognosztikus tényez6, a HB-k kozel 70%-a a diagnoézis felallitasakor
nem rezekalhato. Alapvetden kétféle kezelési stratégiat Iehet elkiiloniteni. A Children’s
Oncology Group (COG) a tumorok elsddleges sebészi rezekcidjat javasolja, és
kemoterapia adéasat csak ezutan kezdik, kivéve, ha jol differencialt HB-r6l van szo. A jol
differencialt tumorok esetében, ha azt teljes egészében sikeriil eltavolitani, akkor nem
tartanak sziikségesnek egyéb kezelést (Malogolowkin és mtsai 2011). A COG csoport
kiilonosen fontosnak tartja a primer rezekcios mintan a kissejtes komponens felismerését,
melyet egy esetleges kemoterdpia addsa utdn nehezebb észrevenni. Ha nem lehetséges a
rezekcio, akkor diagnosztikus tumor biopsziat tartanak feltétleniil sziikségesnek
¢letkortol és AFP szinttdl fiiggetleniil (Meyers és mtsai 2009).

Eurdpaban a Gyermekkori majtumorok nemzetkzi stratégiai csoportja (SIOPEL)
ajanlasait kovetik, vagyis kemoterapia adasanak kell megel6znie a rezekciot. A SIOPEL
allaspontja szerint minden HB-ra gyanus betegnél sziikséges biopsziat venni, melybdl a
szovettani szubtipusnak diagndzisat meg kell adni, mig a COG csoport csak ott ajanl
biopsziat, ahol nem lehetséges a rezekcid. Sok esetben, mivel vaszkularizalt tumorrél van
sz0, vérzés gyakran el6fordul a biopszia vétele kozben. Von Schweinitz nemrégiben
javasolta a HB diagnozis felallitasanak lehet6ségét a kovetkezOk teljesiilése estén: 6
honap -3 éves gyermekrdl van sz6, a képalkotdo vizsgalatok jellegzetes, a
hepatoblastomara jellemzd képet adnak és az életkoruknak megfelelden szignifikansan
emelkedett AFP szintjiik van (Goedeke és mtsai 2011).

A rezekabilitas megallapitasahoz nemzetkozileg elfogadott a PRETEXT (Pre-
Treatment Extension of Disease) rendszer. A CT, hasi ultrahang és MRI vizsgalat alapjan

megallapitjdk a lebenyek érintettségét, a normal mdj mennyiségét és lokalizacidjat a
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tumoros részekhez képest, metasztazisok jelenlétét, hepaticus/portalis véndak érintettségét
¢s a nyirokcsomo statuszt. A PRETEXT 1, II, III stddiumnak jo a prognézisa, komplett
rezekciot lehet végezni, a standard kockazati csoportba tartoznak. A PRETEXT IV
stadiumban az orthotopikus maj transzplantacié néhany esetben sikeres lehet, magas
kockazath csoport. A Kissejtes szubtipus jelenléte és az extrém alacsony AFP szint (<100
ng/ml) rosszabb progndzist vetit eld. A kemoterapetikumok bevezetése nagymértékben
segitette a HB-s betegek tulé¢lését, hiszen a neoadjuvansan adott szerek miatt sok tumor
rezekalhatoéva valik, az adjuvans terapia révén pedig a recidivak szdma csokkenthetd
jelentdsen (Roebuck és mtsai 2007). A SIOPEL ajanlasa szerint a standard csoportban
neoadjuvansan és adjuvansan Cisplatin adasa javasolt, mig a magas kockazati csoportban
Cisplatin+Carboplatin+Doxorubicin adésa javasolt. Akar a COG csoport, akar a SIOPEL
csoport ajanlasat kovetve az 5 éves tlélés napjainkban 70% felett talalhato (Perilongo és

mtsai 2012).

3.3 Sejtkapcsolo strukturdk és TAMP fehérjék

A sejtkapcsolatok megvaltozasa a daganatok kialakulasanak és a tumoros
progresszionak alapvetd torténése. A sejt-sejt és a sejt-extracellularis matrix (ECM)
kapcsolat megbomlésa szamos daganatban, kiemelten a ham eredetiiekben kiilondsen
jellemzd. Az epithelidlis és endothelidlis sejtek jellegzetes sejtkapcsold strukturakkal
kapcsolodnak egymashoz, melyek egyrészt elhatarolodast jelentenek a kiilvilag felé, de
ugyanakkor ion- és méret szelektiv barrierként is mitkodnek. A sejtkapcsold strukturak
kozil legapikalisabban helyezkedik el a tight junction (TJ), majd az adherens junction
(AJ), desmosoma, hemidesmosoma és végiil a gap juntion talalhat6. Az AJ, a TJ-hoz
viszonyitva basolateraisan helyezkedik el €s a desmosomaval egyiitt a kdrnyez6 sejtekhez
vald kapcsolat kialakitasaban van szerepe, mig a TJ-k az intercellularis kapcsolatok
kialakitasaért felelosek. A sejtkapcsold strukturak Osszetevoinek tobbsége integrans
membran fehérje, mas résziik citoplazmatikus, Osszekottetésben allnak az aktin
citoszkeletonnal. A leginkabb tanulmanyozott struktira a TJ, hiszen szamos patologiai
folyamatban, daganatképz6dés soran leirtak a TJ szerkezetének megvaltozasat, sot
Osszefiiggésbe hoztdk a progresszidval, tuléléssel, egyes daganat tipusokkal (Borka és

mtsai 2007, Halasz és mtsai 2006, Holczbauer és mtsai 2013, Korompay és mtsai 2012,
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Lodi és mtsai 2006, Sobel és mtsai 2006). Lehetséges terapias célpontként is hasznalhato
bizonyos TJ fehérjék (claudin-3, 4) expresszioja (Walther és mtsai 2012).

3.3.1 Tight junction

Az 1960-as években Farquhar és Palade irta le ezt az intramembrandzus
multiprotein komplexet. Ultravékony elektronmikroszkopos felvételeken lathatd, ahogy
az un. ,.kissing point”-oknal eltlinik az intercellularis rés a kapcsolodo sejtek kozott, és
helyiikon a TJ integrans membranfehérjék kapcsoldodnak a szomszédos sejtekkel. Innen
ered a ,,tight” (=szoros) kifejezés. A TJ felépitését a 4. dbra mutatja. Csak a gerincesekben
el6forduld kapcsold struktira. Sokrétii feladatot latnak el: biztositjak a sejtpolaritast
(kerités funkcio) az apikalis és basolateralis membran domének szeparadlasa révén,
szemipermeabilis barrier a paracellularis folyadék - és ion diffuzioban (barrier funci6). A
barrier funkciéval hozhaté Osszefiiggésbe szerepiilk a hasmenésessel, 0déma
képzddésével ¢és sargasaggal jard korképek kialakuldsdban. A kerités funkcié a
tumorigenezisben jatszik szerepet, amiben alapvetd 1épés a sejtek polaritasanak
elvesztése. Nemrég keriilt az érdeklodés kozéppontjaba a szignal transzdukcids
folyamatokban valo szerepiik, szintén nemrég irtdk le szerepiiket a velesziiletett
immunitasban (Kojima és mtsai 2009). Néhany, a TJ-t felépité fehérje virusok és
extracellularis stimulusok receptoraként szolgal, igy szamos human megbetegedéssel
hozhatéak 6sszefliggésbe.

A tight junction felépitésében 50 kiilonb6z6 fehérje vesz részt, ezen fehérjéket
Osszefoglalva a 3. tdblazatban tiintettem fel. A késbbiekben részletesen csak az altalunk

vizsgalt claudin és TAMP fehérjékrol lesz szo.
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3. tablazat. A tight junctiont alkoto fehérjék csoportositasa (Sawada 2013)

1. Transzmembran fehérjék
Claudinok (CLDN-1, -27)
Tight junction asszocialt MARVEL proteinek (TAMPs) (occludin, tricellulin,
MARVELD?3)
Immunglobulin szupercsalad (JAM-A, B, C; CAR; ESAM)
Lipolizis stimulalt lipoprotein receptor (LSR)
2. Citoplazmatikus fehérjék
a. PDZ doménnel rendelkezé fehérjék: zonula occludens (ZO-)-1, 2, 3,
MAGI-1,2; PAR-3,6; afadin, MUPP-1
b. PDZ doménnel nem rendelkezé fehérjék: cingulin, symplekin, Rab

fehérjék, merlin, angiomotin

Transzmembran fehérjék

Claudinok (CLDN): a legjelentésebb integrans membranproteinek, legfobb
szabalyozoi a paracelluléris barrier funkcidnak, a polarités kialakitdsanak. Els6ként 1998-
ban M. Furuse és S. Tsukita irta le a csalad elséként azonositott tagjat, a CLDN-1-t.
Jelenleg emldsokben 27, emberben 26 tagja tagja ismert (Mineta és mtsai 2011), a CLDN-
13-t emberben nem mutattak ki.

A CLDN-k 20-27 kDa nagysagl, négy transzmembran doménnel rendelkeznek,
két sejten kiviili hurokkal és sejten beliili C- és N-termindlis doménnel. A C-terminalis
rész tartalmazza a PDZ koté domént, melyen keresztiil szamos fehérjéhez kapcsolodik:
MAGUK, Z0-1,2,3, PATJ fehérjék. Bizonyos szovetek, szervek specifikus CLDN
mintdzattal szerepelnek, példaul a vér-agy —gat fontos eleme a CLDN-5, a CLDN-11 az
oligodendrocitakon mutathato ki nagy mennyiségben. A HB-ban isa CLDN-1 és -2 eltérd

expressziodja figyelheté meg a két epithelialis komponensben (Halasz és mtsai 20006).
Tight junction asszocialt MARVEL proteinek (TAMPSs): ide tartozik az

els6ként 1993-ban Furuse altal leirt TJ fehérje, az occludin, a tricellulin és a MARVELD3
fehérje.
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A Tight junction assszocialt MARVEL (MAL and releated proteins for vesicle
trafficking and membrane link) proteinek csaladjaba harom fehérje tartozik: az occludin
(MARVELDI1), a tricellulin (MARVELD2) és a MARVELD3. A csalad tagjai
négytranszmembran MARVEL doménnel rendelkeznek. Ez a domén a lipid-protein
interakciokban jatszik fontos szerepet. Elsdnek a mielinhez és limfocitdkhoz asszocialt
fehérjékben (MAL) irtak le, és jelenleg err6l a MARVEL-domént tartalmazo6 proteinrdl
tudunk a legtobbet (Sanchez-Pulido és mtsai 2002). A MAL fehérjék elsésorban a sejtek
apikalis felszinén helyezkednek el, de folyamatosan vandorolnak a transz-Golgi késziilék,
a sejtmembran és az endoszoma kozott. Fontos szereplik van az apikalis transzport
mechanizmusokban. A MARVEL domén olyan fehérjékben talalhatd, melyeknek a
membranok rétegzédésében ¢és fuzidos folyamatokban van szerepiik, altalaban
koleszterinben gazdag mikrodoménekben vannak jelen (Furuse 2014, Puertollano és
mtsai 1999).

Csill6sz6rés sejt Tight junction fehérjék négy f6 tipusa
-*1" ., Mucosa Occludin
b Nem csillészéros sejt T"ce"}'llm
N Claudinok (1-27)

Kehelysejt Paracellularis JaMfeheriek
Apikalis utvonal
— oIdaI
Tight junction
fehérjék

Kapillarisok

Sejtmembréan

4. abra. A TJ szerkezete. A struktara transzmembran (claudin, occludin, junkcionalis
adhézidos molekuldk, tricellulin, lipolizis-stimuldlt receptor), citoplazmatikus
(zonula occludens-1, 2, 3, cingulin, symplekin) ¢és szignal transzdukcios
fehérjékbdl all (Schulzke és Fromm 2009).
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3.3.2  Occludin (OCLN)

A TJ-k 1993-ban Furuse altal patkanyban els6ként felismert tagja az occludin
(OCLN) volt. A legaltalanosabban el6forduld TJ protein, és a legmegbizhatobb
immunhisztokémiai markere a TJ-nek (Tsukita és Furuse 1999, Westphal és mtsai 2010).
Magas mRNS szintjét talaltdk herében, vesében, tiidében, mdajban, agyi epithelilis

sejteken. Legijabban a HCV egyik receptoraként irtak le (Benedicto és mtsai 2009).

3.3.3 Tricellulin (TRIC)

Mikroarray analizissel egér Eph4 epithelialis sejtvonalakat tanulmanyozva 2005-
ben Ikenouchi és mtsai leirtak egy, harom epithel sejt talalkozasi pontjanal (tricellularis
TJ, tTJ) elhelyezked6 fehérjét, melyet TRIC-nak neveztek el (Ikenouchi és mtsai 2005).
Ez volt a gerincesek tTJ-ben elséként leirt fehérje. A TRIC a szervezetben altalanosan
eléforduld fehérje, hasonloan az OCLN-hoz, szamos szervben ¢és szovetben
expresszalodik: emésztérendszer, vese, epidermis, vesztibularis és cochlearis epithelium,
dendritikus sejtek, mikroglia sejtek (Mariano és mtsai 2011, Riazuddin és mtsai 2006,
Schluter és mtsai 2007). Hasonléan a MARVEL domént tartalmazé fehérjékhez, négy
transzmembran régiobol, a 2-es és 3-as transzmembran domén kozott talalhatd rovid
intracellularis hurokbol és két extracelluldris hurokbol all. Az Ikenouchi altal leirt egér
TRIC 555 aminosavbdl allo, 63.6 kDa tomegl tetraspan doménbdl allt. Riazuddin 2006-
ban irta le els6ként a human TRIC jellemz6it (Riazuddin és mtsai 2006). Human
speciesben 558 aminosavbol all, az elsé extracellularis hurok 40, a masodik 31
aminosavat tartalmaz. A C-terminalis vég 32%-os homologiat mutat az OCLN ugyanezen
részével, mely az OCLN-ELL doménjét tartalmazza. Jelenleg a fehérje négy izoformajat
ismerjiik (Riazuddin és mtsai 2006). A TRIC-a a leghosszabb, hét exonnal és az OCLN-
ELL doménjével, TRIC-al-bél hianyzik a 3-as exon, a TRIC-b pedig nem tartalmazza az
OCLN-ELL domént, a TRIC-c pedig csak két transzmembran régioval rendelkezik. Az
OCLN-hoz hasonl6an a TRIC is foszforilalt forméaban fordul el6 a sejtekben, ugyanakkor
a TRIC foszforilacios helyekrdl még meglehetdsen kevés informacio all rendelkezésre
(Dorfel és mtsai 2009). A protein kinaz C Gtvonalon at a peroxiszoma proliferator aktivald
receptor gamma agonistdk human nasalis epithél sejteken megndvelik a TRIC barrier

funkciojat (Ogasawara és mtsai 2010).
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5. abra. A TRIC modellje. A piros vonal az OCLN-ELL doménjét jelzi, a nyilak a
mutaciok gyakori eléfordulasat mutatjak (Riazuddin és mtsai 2006).

A TJ-ben val6 elhelyezkedésében mind a C-, mind az N-terminalis fontos szerepet
jatszik, az eldbbi a bazolateralis elhelyezkedésben, az utdbbi pedig a tricellularis
kapcsolatoknal valo megjelenésben (Westphal és mtsai 2010). Westphal és mtsai a TJ
fehérjék egymassal val6 kapcsolatat vizsgalva leirtak a heterometrikus OCLN-TRIC és a
homometrikus TRIC-TRIC komplexek jelenlétét. Ezzel szemben, mas vizsgalatok nem
volt azonosithato a 2 fehérje. Az OCLN immunprecipiticios komplexében a
MARVELD3 fehérje volt azonosithatd (Raleigh és mtsai 2010). A TRIC Kkisebb
mennyiségben megtalalhatd a bTJ-ben,- az OCLN kiiitése vagy nagymértékii
kifejezOdése révén- ahol az ionok transzportjat modulalja (Furuse és mtsai 2014). Az LSR
a TRIC mellett a tTJ-ben nagy mennyiségben eléfordulo fehérje, fontos szerepe van a tTJ
kialakitasaban. Emlésokben leirtak két, a LSR-al nagyfoka hasonlosagot mutato fehérjét,
az immunoglobulin-like domain-containing receptor (ILDR) 1-t és 2-t. Az ILDR 1
génjének mutacioja familiaris non szindromas siiketséget (DFNB42) okoz, €s kimutattak,
hogy sziikséges az epithelialis sejtek barrier funkciojanak mitkodéséhez (Higashi és mtsai

2013). A TRIC C-terminalis citoplazmatikus doménjével kapcsolodik a LSR
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citoplazmatikus részével, és igy a TJ vertikalis szalat alkotjak a tTJ-ben. A TRIC
eltavolitasa az OCLN ujrarendezddését valtja ki a bTJ-ben, mivel a konnycsepp-szerii
elhelyezkedése révén kozel all a tTJ-hoz.

A fehérje kititése csokkenti a transzepithelialis ellenallast, ¢s méret-szelektiven egy
megnovekedett permabilitast eredményez, ami jelzi, hogy a tTJ nagyon fontos az
epithelialis barrier kialakitdsa szempontjabol, és a TRIC-nak ebben direkt szerepe van
(Ikenouchi és mtsai 2008). Az OCLN kiiitése MDCK 1I sejtekben a TRIC atrendez6dését
eredményezi a bTJ-be, vagyis a TRIC részben kompenzéalja az OCLN némelyik
funkcidjat. A tumor nekrozis faktor (TNF) hatasara a TRIC és MARVELD3 TJ-ben
megnovekedett expresszidjat lehet megfigyelni, amig az OCLN szintje nem valtozott, ami
jelzi, hogy ezeknek a fehérjéknek szerepiik van a pro-inflammatoérikus stimulusra adott
epithelialis valasz kialakitasaban is (Raleigh és mtsai 2010). A bTJ-ben fizikalisan a
TRIC jelenléte csokkenti a sejtek kozotti hianyt, megndveli a paracellularis elektromos
ellenallast, csokkenti az ionok és nagyobb oldott anyagok szamara a permeabilitast, de
nem valtoztat az ion szelektivitdson. A tTJ-ben az epithelialis sejtek taldlkozésanal
lehetdvé teszi makromolekuldk transzportjat, viszont az ionok atjutdsat nem engedi.
(Krug és mtsai 2009). Ugyanakkor, human nazalis epithelialis sejteken a tricellularis
kapcsolatok talalkozasi pontjanak lezarasaval fontos szerepe van a belélegzett virusok és
antigének bejutasanak megakadalyozasaban (Ohkuni és mtsai 2009). A TRIC bizonyitott
szerepe a belso fiilben a Corti-féle szervben az epithel barrier kialakitasa, mely sziikséges
a normal hallas fizioldgiai folyamatdhoz, kordbban a CLDN-11 és -14 ilyen jellegli
szerepét is leirtak (Gow és mtsai 2004, Riazuddin és mtsai 2006). A TRIC génjének négy
kiilonb6z6 recessziv mutacidja siiketséget okoz (DFNB49), a négy DFNB49 allél olyan
fehérjéket kodol, melyek nem tudnak kapcsoldédni a ZO-1, 2, 3 fehérjékkel, mivel
hianyzik a C-terminalison 1évé OCLN-ELL domén.

3.4 Epigenetikus regulacio

A sejtkapcsolo strukturdk megvaltozasahoz hasonldan az utobbi idében elétérbe
keriiltek az epigenetikus szabalyozdé mechanizmusok, melyeknek egyre nagyobb és
szertedgazobb szerepet tulajdonitanak a daganatképzddés soran. A DNS és a hiszton

fehérjék modositasain alapuld epigenetikai mechanizmusok fontos szerepet jatszanak a
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génexpresszio szabalyozasaban a szoveti differenciacio soran (Berger 2007). A kromatin
szerkezetét megvaltoztatd modositdsok kdvetkeztében a sejthalalban €s a proliferacidban
résztvevd gének kifejez6dése valtozik (Ballestar és Esteller 2008). A hiszton fehérjék
allapotanak megvaltozasa miatt pedig tumorszupresszor gének inaktivalodnak, az
onkogének pedig aktivalédnak (Baylin és Ohm 2006). Korabban két {6 szabalyozasi
format kiilonitettek el a DNS metilaciot, mely a DNS citozin- guanin dinukleotidjainak
(CpG) citozinjat érinti, valamint a hiszton modifikaciokat, melyek hiszton fehérjék
aminosav oldallancainak acetilacioja, metilacidja, foszforilacidja, ubiqitinacidja és
szumolacodja lehetnek. A kis, szabalyozdo RNS-ek, a mikroRNS-eknek felfedezése ota
kitint, hogy az ebbe a csoportba tartozoknak is jelentds szerepe lehet az epigenetikai
szabalyoz6 folyamatokban, mind a kdzvetlen transzkripciondlis szabalyozassal, mind a
polycomb represszor fehérje komplexek a géncsendesitésben jatszanak szerepet, amiket

szintén epigenetikus szabalyozoknak tekintenek.

3.4.1 Hiszton modifikaci6 és EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) szerepe

A hisztonok fontos funkcidt latnak el, a kromatin struktarajat ellendrzik, a rajtuk
végbemend modositdsok altaldban az N-termindlis farki rész lizin aminosavait érinti
(Verdone és mtsai 2005). A moddositasok leggyakrabban metilaciot, acetilaciot,
ubiqitinaciot jelentenek. Ezen modisitasokat végzo fehérjék komplexek formajaban
vannak jelen, melyek koziil legfontosabb a polycomb represszor (PcG) és a trithorax (Trx)
fehérje csalad. Az utdbbi csaladrol kimutattak, hogy a transzkripcios aktivitast fokozzak
a harmas hiszton 4-es lizin oldallancanak (H3K4me3) metilalasaval, szemben a PcG-ek
harmas hiszton 27-es lizin oldallincanak (H3K27me3) trimetiladlasaval, ami gatolja a
transzkripciot (Nagarajan és mtsai 2013). A fent emlitett két hiszton modifikacio fontos
szerepet jatszik a proliferacid és differenciacio epigenetikus szabalyozasdban. A
H3K27me3 trimetilaciojat a polycomb represszor koplex 2 (PRC2) végzi. A polycomb
represszor komplex 1 a kettes A hiszton 119-es (H2AK119) lizin oldallancanak
ubiqitindcidjat végzi, mely egy kompakt kromatin szerkezetet eredményez, gatolva a

transzkripciot (6. dbra).
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6. abra. Polycomb represszor komplexek és aktivitaisuk. Az EZH2 a SET
doménjén at képes trimetilalni a H3K27-et, mig a RING1A-B a RING doménjével
monoubigitinalja a H2AK119-t, mely mindkét esetben a kromatin

crer

2012).

A PRC2 4ltali hiszton modifikaciot kovetéen a PRC1 monoubigqitinalasa kovetkezik,
melyek altal az RNS polimeraz II altali transzkripcids elongacié €s atirddas akadalyozott
lesz (Sauvageau ¢és Sauvageau 2010). A gatolt gének szamos cellularis folyamatban
vesznek részt: apoptozis, sejtciklus ellendrzése, sejt differencidcio és daganatképzddés.
Szamos kutatés iranyult az enzimatikus aktivitassal rendelkez6 EZH2 (mas néven ENX
1) tag felé, melynek a tumorok keletkezésében és progresszidjaban fontos szerepet
tulajdonitanak.

A human EZH2 génje a 7q35 pozicoban talalhatd, 20 exonbol all, melyek 746
aminosavbol allo fehérjét kodolnak. négy konzervalt régiobol épiil fel: domén 1-2,
ciszteinben gazdag régio és a C-terminalis végen talalhatdo SET domén, melyhez a hiszton
metiltranszferdz aktivitds kotddik. Szabalyozdsa megvalosulhat transzkripcids, poszt-
transzkripcids és poszt-transzlacios szinten. Az EZH?2 lehetséges regulatorait és targetjeit

a 4 tablazatban foglaltam Gssze.
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4. tablazat. Az EZH2 regulatorai, direkt targetjei és funkcioik (Chang és mtsai 2011).

Regulator Mechanizmus Target Target funkcidja
E2F transzkripciot aktival | DKK1 Wnt inhibitor
EWS-FLI1 transzkripciot aktival | INK/ARF sejtciklus regulator
SNF5 kromatin elnyoméasa | CDH1 EMT inhibitor
HIF1la transzkripciot aktival | DAB2IP Ras inhibitor
miR-26/101 transzkripciot gatol | ADRB2 metasztazis inhibitor
AKT foszforilacio VASH1 angiogenezis

inhibitor
CDK1/2 foszforilacio RADSI DNS repair

A szerzett EZH2 mutaciok koziil leggyakoribb a follikuléris és diffiz nagy B-
sejtes limfomakban az Y641 aminosavban bekdvetkez6 misszensz mutacio, mely a SET
doménen beliil helyezkedik el. Meglepdé modon, az Y641 mutacio funkcidonyeréssel jar
(Morin és mtsai 2010). Mieloid daganatokban -mielofibrozis, mieloproliferativ
szindromak, mielodiszplazia- nem lehet egyértelmli mutdcidés forropontot taldlni,
gyakoriak a stop kodon €s nonszensz mutdciok, melyek a metiltranszferaz aktivitas
csokkenésével jarnak (Nikoloski és mtsai 2010). Mivel a daganatok keletkezésében az
epigenetikus modositasoknak nagy szerepe van, igy a célzott terapia néhany tumorban
segithet a gyogyuldsban. Cutan T-sejtes limfomaban elérhetd a hiszton deacetilaz
inhibitor vorinostat, mielodiszplasztikus szindromaban pedig a DNS demetilald
azacitidin és decitabin (Fenaux és mtsai 2010, Olsen és mtsai 2007). Az EZH2
aktivitasanak gatlasara alkalmazzak a karbociklin adenozin analég 3-deazaneplanocint

(DZNep), mely a természetesen eléforduld neoplanocin-A antibiotikum szarmazéka. A
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DZNep gatolja az S-adenozil-homocisztein hidrolazt, a molekula felszaporodasa gatolja
a metiltranszfer reakciokat. Megemlitendd a kurkuma kivonat -melyet a gyombér
fliszernovénybdl nyernek ki-, EZH2 szintet csokkentd hatdsa, a mitogén aktivalt protein

kinadz utvonalon keresztiil (Hua és mtsai 2010).

3.5 Az Arginaz szerepe €s jelentdsége

Szamos daganatban a sejten beliili metabolikus folyamatok zavara ismerhet6 fel,
mely a kulcslépés a tumorok kialakuladsaban ¢és fejloddésében. Jelenleg elérhetd a Krebs
ciklus elemeinek mutécios vizsgalata (fumarat hidrataz, szukcinat dehidrogendz, izocitrat
dehidrogenat-1,2), melyekbdl kovetkeztetni lehet a normal €s tumoros sejteket felépitd
cukrok, lipidek és aminosavak eltéré biokémiai jellemzdire (Schiffman és mtsai 2011).
Az L-arginin aminosavat nagy érdeklddés dvezi, hiszen terapids célpontként hasznalhatod
fel. Ismert tény, az arginin dnmagaban is fokozza a tumorsejtek ndvekedését, ezt igazoltak
sejtvonalakon, in vivo tumor modellben, ex vivo tanulmanyban is (Scott és mtsai 2000).
Az arginin az urea ciklus egyik metabolitja, szdmos cellularis metabolikus utvonalban
jatszik szerepet, példaul a poliaminok, kreatin, nitrogén oxid, nukleotidok, prolin és
glutamat bioszintézisében (Morris 2006). Az arginaz (Arg) enzim hasitja az L-arginint L-
ornitinné €s Ureava, melybdl az ornitin-karbamoil transzferaz citrullint alakit ki. Az L-
ornitin a poliaminok bioszintézisének prekurzora, melyek a sejtek novekedését
stimulaljak (Witte és Barbul 2003).

Az enzimnek két funkciondlisan és strukturalisan eltérd izoformaja létezik,
melyeket mas-mas gén kodol, és ezek a gének mas kromoszoéman helyezkedik el. Az Arg-
1-t majspecifikusnak tekintik, legnagyobb mennyiségben itt talalhato- a periportalis
hepatocytdk citoplazmdjaban-, az ammonia lebontasaban jatszik szerepet az urea ciklus
utols6 enzimeként. Génje a 6q23 pozicoban talalhatd. Az Arg-2 kisebb mennyiségben
talalhato a majban -a perivenozus hepatocytak mitokondriumaiban-, viszont magas
szintjét mérhetjiik extrahepatikus szovetekben, szervekben, igy a vesében, prosztataban,
pancreasban, vékonybélben ¢s laktalo emléallomanyban. Génje a 14q24.1-24.3
lokalizacioban talalhat6. Szerepe az L-prolin és poliaminok szintézisében van. Az L-
prolin a kollagén fontos alkotorésze, ennek a szintézise mellett a nitrogén-monoxid (NO)

szintetizalasaban is részt vesz (Toya és mtsai 2014).
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Az enzimnek az elmult par évben szdmos betegségben betdltott szerepérdl
szamoltak be: vaszkularis, pulmonalis, infekcidozus és daganatos elvaltozasokat is
beleértve (Mori 2007). Szamos daganatban leirtak magas arginaz expresszios szintet:
gyomor, colon, emld, prosztata, tiidé és majtumorokban (Singh és mtsai 2000). Erdekes
modon, gyomor carcinomas mintdkban a diszplasztikus és a daganatos sejtek is
nagymértékben erds, citoplazmatikus mintazatot mutattak (Wu és mtsai 1996). A
daganatok kialakuldsaban betoltott szerepe a ndvekedés segitésében van, hiszen az Arg
poliaminokat szintetizal, illetve csokkenti @ NO medialt tumor citotoxicitast (Bronte és
Zanovello 2005). Az Arg-1-t nagyon szenzitiv és specifikus hepatocyta markernek
tekintik. Mind a benignus-, mind a malignus hepatocytakban kimutathat6, kiilonosen az
alacsonyabban differencialt HCC-k és a metasztatikus adenocarcinomak elkiilonitésében

van fontos diagnosztikai szerepe (Timek és mtsai 2012).
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4 CELKITUZESEK

A gyermekkori majtumorok viladgszerte ndvekvd incidencidt mutatnak, a
hepatoblastoma is egyre gyakrabban keriil diagnosztizalasra. A hepatoblastoma 6t éves
talélése a multiplex terdpianak koszonhetéen 70% felett van napjainkban. A
hepatoblastoma kialakuldséval kapcsolatban szdmos etiopatologiai tényezdt leirtak, de az
etiologidja a mai napig sem teljesen tisztdzott. A daganatok pathogenezisében fontos
szerepet jatszd sejtkapcsolatok megvaltozasat munkacsoportunk korabban szadmos
daganatban leirta. Nincs viszont adat az Gjonnan felfedezett tight junction fehérje, a
tricellulin  expresszigjara  vonatkozdéan a  korabban mar tanulmanyozott
hepatoblastomakban, illetve a tumor kiilonb6z6 differencidltsdgu komponenseiben valod
expresszidjara. Szintén nem rendelkeziink adattal a szamos tumorban leirt epigenetikus
szabalyozé molekuldnak az EZH2 fehérjének a hepatoblastoma kiilonbdzd szdvettani
tipusaiban valo kifejezddésérdl és Osszefliggésérdl egyes prognosztikai faktorokkal.
Szintén nem szerepel adat a hepatocellularis carcinoméban nagy szenzitivitassal és
specifitassal expresszalodo argindz-1 fehérje kifejez6désérdl sem a hepatoblastomakban.

A fenti tényezOk alapjan a kovetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

o Az ujonnan felfedezett sejtkapcsolo fehérje, a tricellulin (TRIC) expresszidjanak
vizsgélata human epithelidlis hepatoblastoma kiilonboz6 differencialtsaga
szOvettani tipusaiban.

o Az enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) expresszidjanak vizsgalata human
epithelidlis hepatoblastoma kiilonboz6 differencialtsagi szovettani tipusaiban.

o Az argindz-1 fehérje kifejez0désének vizsgalata human epithelialis
hepatoblastoma kiilonb6z0 differencialtsagu szovettani tipusaiban.

o A B-catenin expressziojanakvizsgalata a két epithelialis komponensben.

o Az immunhisztokémiai vizsgalatokkal kapott eredmények és a talélési adatok
osszevetlse, elemzése, kiértékelése.

. A hepatoblastoma kiilonboz6é differencialtsagti epithelidlis komponenseinek
tisztazatlan eredete vizsgalatanak céljabol tight junction proteinek (claudin-1 és
TRIC) és EZH2 vizsgalata az egyedfejlodés kiilonbozd iddszakaiban human

fetalis majmintakon.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Betegek és szovetmintak

Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem II. szamu Patoldgiai Intézetének és az I.
szamu |. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetének archivuméban 1995-2010
kozott megtalalhaté hepatoblastoma (HB) diagndzissal lezart esetekbdl valasztottuk. A
21 eset formalin fixalt, paraffinba &agyazott blokkjaibol retrospektiv vizsgalatokat
végeztiink a Semmelweis Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaganak engedélyével (#192).
Az Osszes eset sebészi rezekatumbol szarmazott.

Kisérleteink tovabbi kiegészitése céljabol a Semmelweis Egyetem 1. és 1. szamu
Noégyogyaszati Klinikajarol 2014.januar-junius honapig bezardlag 57 spontan abortum
formalin fixalt, paraffinba adgyazott és -80°C-on tarolt, eldzdleg folyékony nitrogénben
rogzitett mintajat is vizsgaltuk.

A 21 tumoros beteg ¢letkora 3.6-189.8 honap (atlagosan 45.9 honap), a fiv/lany
arany 11/10 volt. A 21 eset mindegyike a SIPOEL nemzetkzi protokollnak megfeleléen
pre-operativ kemoterapian esett at. A standard kockazati csoportba tartozd betegek
cisplatin monoterapiaban, mig a magas kockazati csoportba tartozok carboplatin és
doxorubicin (PLADO) terapiaban részestiltek. A protokoll szerint ajanlott a kemoterapia
megkezdése el6tt a biopszids mintavétel, és mindenféleképpen sziikséges, ha hat
honapnal fiatalabb vagy harom évnél idésebb gyermekrdl van sz6, vagy ha normal AFP
szint tarsul hozza. A hat honap- harrom éves korti gyermekek esetében, szolid hepatikus
massza és emelkedett AFP szint jelenléte mellett nem sziikséges a preoperativ mintavétel.
Intézeteink archivumdban nem allt rendelkezésre a biposzias anyag, amire magyarazat,
hogy a mitét el6tti mintavételt nem Budapesten, illetve nem a fent emlitett két intézetben
végezték. Igy a betegek a megfeleld képalkotd vizsgalatok, az életkor és az emelkedett
AFP szint alapjan lettek bevalasztva a vizsgalatba, és a kemoterapia utani mitéti
anyagokon hepatoblastoma diagnodzist allitottunk fel. hét esetben lokalis recidivat, hat
betegnél tiidobe adott metasztazist taldltunk, melyeket egy eset kivételével a rezekcio utan
észleltek. A vizsgalat lezarasanak idején (2013. marcius) a 20-bdl 6t beteg meghalt. A
betegek klinikai adatait az 5. tabldzatban foglaltam Gssze.
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5. tablazat. A vizsgalt betegek jellemzéi nem, kor, szdvettani tipus és klinikai
paraméterek szerint. f: fia, l:1any, F: fetalis tipus, E: embrionalis tipus, NT: nem tumoros

kornyezd maj.

Dominal6  Kornye- Minta- Oldal Meta-  Recidiva Halal

szovettani z6 mij szam sztazis
komponens

1 f 036 F 1 jobb igen igen

2 1 1,44 E NT 2 jobb

3 f 10,14 F NT 2 jobb igen

4 f 514 F NT 2 jobb,  tiid6 igen igen
bal

5 1 544 F NT 2 jobb

6 1 030 F NT 2 jobb

7 f 645 F NT 2 jobb

8 1 216 F E 2 jobb

9 f 312 F NT 2 jobb,
bal

10 f 2,40 E 1 jobb

11 f 076 F NT 2 jobb

12 f 098 F NT 2 jobb  tiidé igen

13 1 1,13 F E 2 jobb

14 f 7,66 F NT 2 jobb

15 1 4,76 E 1 jobb  tiidé igen igen

16 1 1582 F NT 2 bal tiido igen igen

17 f 039 F E NT 3 bal

18 1 1,19 E NT 2 bal

19 1 1,54 F NT 2 jobb  tiidd

20 1 098 F E NT 2 bal

21 f 2,16 E NT 3 jobb  tidé igen igen

Ossze- 16 9 16 4 6 7 5

sen
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Az altalunk vizsgalt hepatoblastoma mintdk tisztdn epithelidlis tipusunak
bizonyultak 12 fetalis és kilenc embrionalis/fetalis tipus megoszlasban. Az utobbi kilenc
esethbdl otben a fetalis komponens aranya kevesebb, mint 5% volt, mig négy esetben ez
az arany elérte a 30-50%- ot. Az el6bbi esetekbdl csak embrionalis teriiletet, mig az
utobbiakbol mind embrionalis, mind fetalis teriiletet tudtunk értékelni és a kiértékelésbe
bevonni. Igy osszesen 16 fetalis, 9 embrionalis illetve 16 tumormentes, kornyezé
majminta allt rendelkezésiinkre.

A fetalis majak estében eltéré ido telt el az exitus és a boncolas megkezdése el6tt,
ez atlagban 6t nap volt, igy kiilon kezeltiik azon eseteket, amelyeknél haromnal tobb,
vagy kevesebb nap volt ez az id6. A magzatokat az abortusz elvégzése utan +4 °C-on,
htitékamraban taroltdk a boncolas elvégzéséig. Az 57 abortum atlag kora 19 hét volt. A
fetalis majak ¢€letkorat a 6. 7. tablazatban tiintettem fel.

6. tablazat. Fetalis majak, melyeknél négy-hat nap telt el a boncolasig (a boncolasig
+4°C-n tarolva)
Terhességi hét Mintaszdm

14 hét
15 hét
16 hét
17 hét
18 hét
19 hét
20 hét
21 hét
22 hét
23 hét

O UITNO1TWOIWEF W

D
~

Osszesen

7. tablazat. Fetalis majak, melyeknél harom vagy annal kevesebb nap telt el a boncolasig
(a boncolasig +4°C-n tarolva)

Terhességi hét Mintaszdm
18 hét
19 hét
20 hét
21 hét
22 hét
23 hét

PR, RN

[EEN
o

Osszesen
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5.2 Szovettani €s hisztokémiai vizsgalatok

A beérkezett mintak feldolgozasa a rutin laboratériumi protokoll szerint tortént.
A szovetmintakat beérkezésiik utan 10%-0s, neutralis (pH 7,4) PBS-ben beallitott
formalinban fixaltuk 24 6ran 4t szobahdmérsékleten, majd alkoholsorban (70%, 90%,
100%) ¢és xylolban torténd dehidralast kovetden paraffinba agyaztuk. A paraffin blokkba
agyazott (FFPE) mintakbol 3-5 pm-es metszetek késziiltek, amelyeket haematoxylin-
eosinnal festettiink meg. Kiegészitésként picrosirius festést is alkalmaztunk a

kot6szovetes atalakulas detektalasara.

5.2.1 Immunhisztokémia
5.2.1.1 Immunhisztokémiai reakciok

Az immunreakciok elvégzéséhez a FFPE blokkokbdl frissen metszett, 3-5 pm
vastagsagi mintakat készitettiink Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific,
Gerhard Menzel GmbH&Co., Braunschweig, Germany) targylemezekre. Az
immunhisztokémiai reakciok soran felhasznalt primer antitestek jellemzéit, gyartoikat és
az alkalmazott higitasaikat az 7. tdbldzatban tiintettem fel. A reakciokat HRP Multimer
alapu biotin mentes detektalasi technikaval miikodé Ventana Benchmark XT (Ventana
Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA) automatizalt immunfesté automataban a gyartod
protokolljanak megfelelden allitottuk be. Az automataban a felhasznalt reagenseket és a
masodlagos antitestet a Ventana Medical Systems gyartdo altal ajanlott UltraView
Universal DAB Detection Kit (LOT: B03403, REF: 760-500) tartalmazta. A gyarto leirasa
alapjan a kit a kovetkezdket tartalmazza: 3% alapi DAB inhibitort, < 50 pg/mL HRP
Multimert, 0,2% DAB- ot (3,3'-diaminobenzidine) chromogénként, 0,04% H20,-t
tartalmazo DAB és 5 g/ CuSOs. Hattérfestésként hematoxylint (REF: 790-2208) és
bluing (kékitd) reagenst (REF: 760-2037) alkalmaztunk.
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8. tablazat. Elsddleges antitestek ¢és jellemzdik

Primer Klonalitas Gyarto Higitas  Pozitiv
antitest species/ kontroll
Arginaz-1 poliklonalis Sigma 1:1000  hepatocellularis
nyul carcinoma
B-catenin  monoklonalis  Millipore 1:100 colorectalis
egér carcionoma
Claudin-1 poliklonalis Cell Marque 1:100 colorectalis
nyul carcinoma
EZH2 monoklondlis BD 1:50 nyirokcsomo
egér Transduction
Laboratories
™
Tricellulin  poliklonalis Invitrogen 1:50 normal
nyul duodénum

Katalogus
szam
B41533
MAB2081
359A-16

612667

488400

A negativ kontroll készitésénél kihagytuk a primer antitestek alkalmazasat és

helyette a primer antitestnek megfeleld higitasban nem-immun nytl illetve egér savokkal

inkubaltunk. Pozitiv kontrollként a kovetkezd szoveteket alkalmaztuk: a B-catenin

esetében colorectalis carcinoma, TRIC estében normal duodenum, EZH2 esetében

nyirokcsomo és az Arg-1 esetében hepatocellularis carcinoma szolgalt kontrollként. Az

automatan végzett immunreakciok részletes lépéseit a 9. tabldzat tartalmazza.

9. tablazat. A Ventana Benchmark XT automataban végzett immunreakciok részletei
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1. Paraffinos metszet, 3-5 pm

2. Deparaffinalas Ez Prep Concentrate (10X) 76°C
REF: 950-102
3. Antigén feltaras Protedz-1 emésztés (TRIC 4
esetében)
CC1 (cell conditioning) pH 8.5, 100°C,
60’
4. Blokkolas Inhibitor, 3% DAB
REF:253-4291
5. Primer antitest manualisan Ventana Antibody Diluentben  42°C, 32°, 40°,
pipettazva (100 pl) higitva (251018) 56’
6. Amplifikalas (csak a TRIC Ventana Amplification Kit 37°C, 8’
esetében) (Amplifier A+B)
REF: 760-080
7. El6hivas UltraView Universal DAB
Detection Kit
LOT: B03403, REF: 760-500
8. Szekunder antitest <50 pg/mL HRP Multimer-el 37°C, 8
konjugalt
REF: 253-4290
9. Vizualizalas 0.04% DAB H>0> 8’
REF: 253-4293
5 g/L CuSO4 DAB Copper 8
REF: 253-4294
10. Magfestés, hattérfestés Hematoxylin Il 12’
REF: 790-2208
Bluing Reagent 4
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REF: 760-2037

11. Dehidralas Abszolut etanol I-11-111 5’-5’-5°
Xylol I-11 5°-5
12. Lefedés Sakura Tissue TEC GLC
Mounting medium
REF: 1408

5.2.1.2 Szoveti multiblokk (tissue microarray-TMA) készitése

A magzati majakon végzett immunhisztokémiai reakciokat 50 fér6helyes TMA
blokkokon vizsgaltuk. A folyamat 1épései: fénymikroszkop segitségével torténik a
reprezentativ teriiletek kijeldlése a donor blokkokbol késziilt HE metszeteken, majd
ennek alapjan a megfelel6 szovethengerek kisztrasa és azok behelyezése az lires recipiens
blokkba. Kiilon blokkokba keriiltek azok az esetek, melyeknél az exitus és a boncolas
kozott kevesebb, illetve tobb mint harom nap telt el.

Vizsgalatunkban a 3D Histech (1122, Budapest, Hungary) cég automatizalt TMA
Master késziilékét hasznaltuk. A tumorszovetet tartalmazé paraftin un. donor blokkbol az
automatizalt technika segitségével két-két kettd mm vastag reprezentativ szovethengert,
un. core-t helyeztiink egy eldre elkészitett paraffin standard méretii 5x10 féréhelyes un.
recipiens blokkba, a core-k ko6zott 0.75 mm tavolsagot hagyva. Rogzitettik a
koordinatakat, a konnyebb t4jekozodas érdekében jelzéanyagot (agyat, nyalmirigyet)
helyeztiink el a blokkokon el6zdleg rogzitett pozicidba. Ezutan a multiblokkot 70-72°C-
os folyékony paraffinban Osszeolvasztottuk, igy a core-k a megfeleld pozicioban
rogziiltek és kell6 mértékben Osszeolvadtak a recipiens blokk paraffinjaval. A szdvet
multiblokk ezutan ugyantigy kezelendd, mint az egyszeri szovetblokk.

A multiblokkok 6sszeallitasanal minden TMA blokkba beépitettiink két-két core-t az
alabbi mintdkbol: 11 honapos, egy éves és harom éves gyermek mdj és normal felndtt
maj.

5.2.1.3 Sejttenyésztés

Immunfluoreszcens vizsgalatainkhoz négy sejtvonalat hasznaltunk: Hep3B,
HepG2, HEK-293 ¢és HUH-7. A sejtek tenyésztése és kezelése az 1. szamu Patologiai és

Kisérleti Raékkutatdo Intézet Molekuldris Patologiai Laboratoriuméban tortént. A
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sejtvonalak az American Type Culture Collection (Manassas, VA) cégtdl szarmaznak:
Hep3B hepatocellularis carcioma (ATCC®HB-8064""), HepG2 hepatocelluldris carcioma
(ATCC®HB-8065"), HEK-293 embrionélis vese (ATCC-1573) és HUH-7 (ATCC HB-
8064) hepatocarcinoma sejtvonal. A sejtek mindegyike Dulbecco’s Modified Eagle’s
médiumot (DMEM) hasznalva nétt, mely 10% FBS-t (fetal bovine serum), 100 U/ml
penicillint és 100 pg/ml streptomycint (Sigma) tartalmazott. A sejteket kozel 90%-0s
konfluencianal tripszin-EDTA segitségével passzaltuk, majd hat féréhelyes plate-be
helyeztiik at a tovabbi immunfluoreszcens festések elvégzése céljabol. A festéseket a

plate-be tortént athelyezés utan 24 6ra mtlva végeztiik el.

5.2.1.4 Az immunreakciok értékelése (szemikvantitativ analizis)

Az immunreakciok erdsségét és kiterjedését két, egymastol fiiggetlen vizsgald
értékelte. A TRIC ellenes antitesttel végzett vizsgalatokban a szemikvantitativ analizis a
kovetkezok szerint zajlott: tiz random kivalasztott nagy nagyitasu latotérben (400X) 100-
100 sejtet vizsgaltunk. A reakcidt linearis vagy pontszerli membranozus festddés estében
értékeltiik pozitivként. Az EZH2 esetében tiz random kivalasztott nagy nagyitast
latotérben (400X) 100-100 sejtet vizsgalva a nuklearis reakciot értékeltiik. Hasonlo
modon vizsgalva az el6zéekhez, a B-catenin esetében a nuklearis, illetve a
citoplazmatikus kifejezodést is értékeltiik. Az Arg-1 értékelésénél a nuklearis vagy
citoplazmatikus fest6dést tekintettiik pozitivként. Minden metszet kapott pontértéket,
mely a pozitivan festédd sejtek szdzalékos ardnydbdl, illetve a festédés intenzitdsanak
0sszegeébdl tevodott dssze.

A reakcioerdsség pontértékei a kovetkezOk voltak: 0 pont — negativ reakcio; 1
pont — gyenge reakcio; 2 pont — kdzepes reakcid; 3 pont — erds reakcio. A pozitivan
festddo sejtek szazalékos aranyat a kovetkezok szerint adtuk meg:

3 pont = 66-100%
2 pont = 31-65%
1 pont = 6-30%

0 pont =< 5%.

Az Gsszesitett pontértékek (intenzitas+szazalék) 0-6 kozott mozogtak. A O pontot
negativnak tekintettiik immunhisztokémiai szempontbol.

A mintak elemzésekor a megel6zé kemoterapia eredményeképpen fennalld

nekrozist, esetleges vérzéseket €s a nagymértékii kotdszovet jelenlétét nem értékeltiik.
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5.2.2 Immunfluoreszcens vizsgalatok

A HB mintdkon a pontosabb detektalds érdekében tricellulin, a fetdlis
majmintdkon pedig a tricellulin és EZH2 primer antitestekkel fluoreszcens
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink. A mintdk a beérkezést kdvetden azonnal
feldolgozasra keriiltek, a kivagas utan folyékony nitrogénben (-147°C, Messer
Hungarogaz Kft) rogzitettiik 6ket, majd a feldolgozasig -80°C-on taroltuk a mintakat. A
vizsgalathoz 6t HB esetbdl (7, 11, 12, 13, 16) allt rendelkezésiinkre minta. A magzati
majak esetében tiz esetbdl végeztiink immunfluoreszcens vizsgalatot.

Fagyasztokamras mikrotom késziilékben (Shandon Cryotome® Cryostat, Thermo
Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, USA) -23°C —on 4-5 um vastagsagu
metszeteket készitettiink. A metszeteket kiengedés utan 70%-os etanolban szobahén 10
percig fixaltuk, majd szaritottuk szobahén 6t percig. 3X5 perces, szobahémérsékleten
10%-0s PBS-el torténd atmosas utdn a nem specifikus protein kétdhelyek blokkolasa
céljabol Protein Block Serum-Free oldattal (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark, kod:
X0909) inkubaltunk szobahdn, 30 percig, nedves kamraban. A protein blokkold oldatot
nem mostuk ki, csak korbeitattuk a mintat. Ezutan az 5. tablazatban leirt tricellulin és
EZH2 antitestekkel - a leirt koncentraciokban Ventana Antibody Diluentben higitva- egy
¢jszakan at (overnight), 4°C-on inkubaltuk a mintdkat. 2x5 perces 10%-0s PBS-s
atmosast kovetéen Alexa Fluor 488 (donkey anti mouse 1gG, donkey anti rabbit 1gG,
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA, LOT: 41225A, 556439) és Alexa 568 (goat anti rabbit
IgG, goat anti mouse 1gG, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA, LOT: 633194, 84E1-1)
jelolt antitesteket alkalmaztunk (1:200 higitasban) 45 percig szobahémérsékleten. A
magfestéshez és lefedéshez 4°,6-diamino-2 phenylindole-t (DAPI) tartalmazo Mounting
Medium for fluorescence with DAPI fed6anyagot alkalmaztunk (Vectashield, Vector
Labs., Burlingame, CA, USA, LOT: H-1200). A reakciokat Leica DM-RXA
sz¢leslatoteres fluoreszcens mikroszkop segitségével értékeltiik és fotoztuk (Leica,
Wetzlar, Germany), a képeket Leica CW4000 FISH Visualisation and Documentation
Software (Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Wetzler, Germany) segitségével
dokumentaltuk.

A Hep3B, HepG2, HEK-293 és HUH-7 sejtvonalakon végzett immunfluoreszcens
vizsgalatok lépései a fixalasi lépéstdl eltekintve megegyeznek a human mintakon

leirtakkal. A sejtek esetében négy kiilonbozo fixalasi technikat alkalmaztunk a
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legmegfeleldbb és legjobb eredményt ado technika kivalasztasa érdekében: 70% etanol,

metanol-propanol 1:1, metanol-ecetsav 1:1, metanol aceton 1:1 aranyu keverékével.

5.3 Statisztikai modszerek

Mintaink nem kovették a normal eloszlast, igy a kiilonbozé csoportok (fetalis,
embrionalis  hepatoblastoma ¢és a kornyez6, nem tumoros maj) kozotti
immunhisztokémiai score értékek Osszehasonlitdsara a nem parametrikus Kruskal-Wallis
ANOVA tesztet alkalmaztuk. Hasonl6 okbol kifolydlag a hepatoblastoma mintak (fetalis
¢s embrionalis komponenst egyiitt értékelve) és a kornyezd, nem tumoros mintak kdzotti
kiilonbséget a Mann-Whitney U teszt segitségével értékeltiik. A klinikai paraméterek
vizsgalata esetén Fisher féle exact tesztet alkalmaztunk. A kilenc embrionalis/fetalis
esetnél négyben a fetalis sejtek aranya 30-50% volt, igy ezt a négy esetet nem vontuk be
a tulélési analizisbe, hiszen nem lenne egyértelmi és mérvado a szovettani besorolasuk.
A teljes tulélésen (overall survival) a diagnézis felallitasatol 2013 marciuséig vagy a halal
bekovetkezéséig eltelt idot vettiik honapokban kifejezve. Az eseménymentes ttlélés
(event free survival) alatt pedig a diagnozis és a recidiva/metasztazis kialakulasaig eltelt
idét értjiik. Ha nem kovetkezett be recidiva/metasztdzis kialakuldsa, akkor az utolsé
kontroll és a diagnozis felallitasa kozott eltelt 1dot szamitottuk honapokban kifejezve. A
tulélési analizist (teljes tulélés és eseménymentes tilélés) Kaplan-Meier modszerrel
végeztiik, a kapott tulélési gorbék Osszehasonlitdsdhoz log-rank tesztet végeztiink. A
statisztikai analiziseket a STATISTICA 9.0 segitsegével végeztiik (StatSoft Inc., OK,
USA). Az eredmények értékelésekor p <0,05 valtozast tekintettiink statisztikailag

szignifikans kiilonbségnek.

5.4 Egyéb mddszerek

A hepatoblastoma minték vizsgalatdnak kezdetekor a manapsag sokat vizsgalt kis

crer

kevés adattal rendelkeztiink. Igy kiilon indult vizsgalat a HB mintidk microRNS és
immunhisztokémai profiljanak felderitése céljabol. Ezen molekularis vizsgalatok soran

magam a munkafazis egyes stadiumaiban vettem részt; igy az anyaggyajtésben, a mintak
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pontos szovettani diagnoézisanak atnézésében, RNS izoldlasban, a kapott eredmények
tuléléssel vald vizsgdlatdban és kiértékelésében. A disszertdciomban eddig leirt
immunhisztokémai vizsgalatok képezték az alapjat a mar Onallonak tekinthetd
munkdmnak. A molekularis médszertannal kapcsolatos kézleményben, munkatarsként
vettem részt (Gyugos és mtsai 2014). Mivel az ezen cikkben ismertetett molekularis
patologiai vizsgalatokkal kapcsolatos munka a tovabbiakban nem keriil a disszertacid
soran elemzésre, €s értékelésre, bar alapjat képezte a jelen munkénak, az értekezésemben
a Gyugos és mtsai (2014) cikkben részletesen ismertetett metodikai részletekre nem térek

Ki.

46



DOI:10.14753/SE.2015.1832

6 EREDMENYEK

6.1 Immunhisztokémiai vizsgalatok ¢€s statisztikai analizis eredményei

6.1.1 Arginaz-1, B-catenin, EZH2 és tricellulin fehérjék expresszidjanak vizsgalata
immunhisztokémiai mddszerrel a tumormentes, kornyez6 majmintdkon

Az immunreakcioknal a kovetkezd festddési mintazatot taldltuk: az arginaz-1
esetében nukledris/citoplazmatikus, a B-catenin esetében membrandzus, az EZH2-nél
nukledris, mig a tricellulinndl membrandzus mintazatot talaltunk. A vizsgalt fehérjék
expresszids mintdzata hasonlonak bizonyult az irodalomban mér kordbban kozolt
adatokkal.

Az arginaz-1 50-50%-ban mutatott erés nuklearis és/vagy citoplazmatikus
festddést a hepatocytdk 100%-ban, jelezve ezzel a nagymértékii specificitasat ezen
sejtekre. A portalis traktus képletei (beleértve a biliaris traktust, artériakat és vénakat)
nem mutattak festédést (7. a dbra).

A B-catenin a tumormentes kornyez6 majban nem = mutatott
nuklearis/citoplazmatikus festoédést, a hepatocyakban ¢és a biliaris képletekben egyforma
erdsségli membrandzus expressziot lattunk (7. b dbra).

Az EZH?2 elleni antitesttel sem a hepatocytak, sem a biliaris traktus képletei nem
mutattak festédést az altalunk vizsgalt majmintak egyikében sem (7. € dbra).

A tricellulin membrandzus expresszidjat a mintak 100%-ban észleltiik, leginkabb
pontszerti akkumulacioként megjelenve harom sejt talalkozasanal. A tricellulin
immunreakcidk intenzitasa valtozé volt a kiilonb6z6é tumormentes, kornyezé majmintak
kozott. Ugyanakkor altalaban a hepatocytak apikalis polusa és a biliaris hamsejtek
intenzivebb reakciot mutattak, igy az eputi pozitivitast egyfajta belsd kontrollként

értékeltiik és tekintettiik a reakciok elemzésénél (7. d dbra).
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7. abra. Argindz-1, B-catenin, EZH2 ¢é&s tricellulin expresszidja tumormentes,
kornyez6 majmintakon. Intenziv nuklearis/citoplazmatikus  Arg-1 (),
membran6zus B-catenin (b), negativ EZH2 (c) és pontszeri TRIC (d)
immunhisztokémiai festédése (600Xx).

6.1.2 Tricellulin expresszidjanak vizsgalata human hepatoblastomaban

Membranozus vagy pontszerli TRIC expressziot a mintak 90%-ban talaltunk
(19/21 eset). A tumormentes, kornyez6 majmintak mindegyike (16/16 eset) expresszalta
kiilonb6zé mértékben a fehérjét. A jol differencialt fetalis szubtipus sejtjeiben intenziv és
kiterjedt expressziot lattunk a tumorsejtek membranja mentén, néhol linearis
membran6zus, mashol pedig pontszerli megjelenés formdjdban. Az embrionalis
komponens sejtjeiben kevésbé intenziv reakciot talaltunk, illetve a festodd sejtek

szdzalékos aranya is kevesebbnek bizonyult a fetalis sejtek TRIC expressziojahoz képest.
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Az embrionalis sejteken pontszerti akkumulacioként expresszalddott a fehérje, a festddés
leginkdbb a sejtek altal alkotott pszeudorozettdk apikalis polusara terjedt ki. A TRIC

expresszidjat a hepatoblastoma kiilonboz6 komponenseiben a 8. dbra szemlélteti.

T

8. abra. Tricellulin expresszidja human hepatoblastomaban. A fetalis sejtek (a)
membranjuk mentén nagymértékben expresszaljak a fehérjét, kiilondsen az
apikalis polus mentén. Az embrionalis sejteken (b) pontszerii akkumuléacioként, a
pszeudorozettak apikalis polusan fejezik ki a fehérjét. A két komponens eltérd
TRIC expresszidja (c) abran lathat6. A (d) abran jol lathaté a nuklearis TRIC
expresszio (nyilak) (600x).

Megfigyeltiik tovabba, hogy a 21 hepatoblastoma minta kis részében, 5 esetben (24%)
az elvart membran6zus TRIC expresszid helyett a tumorsejtek 2-3%-ban nuklearis

lokalizaciot mutatkozott. A mintak megoszlasat tekintve négyfetalis és egy embrionalis
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szubtipustak voltak. Ezekben a sejtekben a nuklearis lokalizacié mellett altalaban nem
mutattak mebrandzus reakciot. A TRIC nuklearis lokalizaciojat a 8.d dbra mutatja.

A TRIC lokalizacidjanak pontosabb meghatarozdsahoz immunfluoreszcens
festéseket végeztiink (9. a és b dbra). A rendelkezésre allo 6t fagyasztott mintank mind
tisztan fetalis szubtipustinak bizonyult, a tumorsejtek membranjuk mentén, féleg az

apikalis poluson expresszaltak a fehérjét.

9. abra. TRIC immunfluoreszcens képe human hepatoblastoma mintdkon. A
tumorsejtek kozott (a, b) jol lathatd SpectrumRed jeldléssel a tricellulin
membrandzus expresszioja. Alexa 568: SpectrumRed (piros); DAPI (kék)
magfestés. Eredeti nagyitas 600x.

Az immunreakcid intenzitasa €s festddo sejtek aranya is szignifikdnsan magasabbnak

(p=0.04) bizonyult a HB tumoros mintdkban a tumormentes, kornyez6 majhoz
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viszonyitva. A fetalis szubtipus szignifikansan (p=0.023) magasabb IHC score értéket
mutatott az embrionalis komponenshez képest. A tumormentes, kornyezé majhoz képest
is a fetalis sejtek szignifikansan magasabb (p=0.001) score értéket mutattak. Az
embrionalis komponens TRIC expresszidja szignifikdnsan nem tért el a tumormentes
mintdk TRIC expressziojadhoz képest. A statisztikai analizis eredményeit a 10. tablazat
szemlélteti.

10. tablazat. Tricellulin immunreakci6 szemikvantitativ értékelése. A megadott értékek
az elsd harom oszlopban a Kruskal-Wallis ANOVA teszt, az utols6 oszlopban a Mann-
Whitney U teszt sordn kapott szignifikancia értékeket (p értéket) mutatja. A szignifikans

értékeket vastagon szedve jeleztem. vs= viszonyitva (versus).

Tricellulin 0.023 0.001 >1 NS 0.04

Az TRIC expresszid vizsgalatanak eredményeit hepatoblastoma mintakon grafikonok

segitségével - a kozépérték és a standard hiba (SEM) megadasaval- a 11. dbra mutatja.
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Tricellulin Tricellulin

IHC score

IHC score

Tumor Kornyezo Fetdlis ~ Embriondlis Kornyezd méj
n=16 n=9 1=16

11. abra. A tricellulin fehérje expressziojanak vizsgalata hepatoblastoma fetalis és
embriondlis  komponenseiben a  szemikvantitativ = immunhisztokémiai
pontrendszer fliggvényében. a), A tumormentes, kornyez6 majban szignifikansan
alacsonyabb (p< 0.04) score értéket kaptunk. b), A fetalis komponensben
szignifikdnsan magasabb értéket (p= 0.023) kaptunk az embriondlis
komponenshez és a kdrnyez6 majhoz (p= 0.001) viszonyitva. Az embrionalis
komponensben nem talaltunk szignifikansan eltér6 értéket a kdrnyezé méajhoz
viszonyitva (p <0.001). A * jeldlés a szignifikans kiilonbséget jelzi. Mean és SEM

Az egyik hepatoblastoma eset rendelkezésiinkre allo tavoli, tiid6 attétjében is pozitiv
TRIC reakcidé mutatkozott (12. dbra). Az attétes eset embrionalis/fetalis szubtipusnak
bizonyult, a két komponens egymassal nagymértékben keveredve fordult eld. Mindkét
szubtipus sejtjei pozitiv reakciot mutattak TRIC elleni antitesttel, hasonléan a primer

tumorhoz.
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12. abra. A Tricellulin  expresszidja  hepatoblastoma  tiidé  attétjében.
fetalis/embrionalis szubtipusi daganatszovet sejtjei nagymértékben kifejezik a
fehérjét. A daganatszovet mellett az alveolusok is latszodnak (nyil) (200x).

6.1.3 Tricellulin vizsgalata sejtvonalakban

A hepatoblastoma mintdkban észlelt nuklearis TRIC lokalizacié tovabbi
vizsgalata révén immunfluoreszcens festéssel vizsgaltunk négykiilonbdzé sejtvonalat,
melyekben jol ismert a tricellulin jelenléte. Az ,,Anyag és modszerek” fejezetben
ismertetett modon a sejtvonalak kiilonb6zé modon lettek fixdlva minden esetben, de a
kiilonboz6 fixalasi eljarasok nem befolyasoltdk a reakciok kimenetelét, a festddés
jellegét.

A HUH-7 és HEK 293 sejtekben nem taldltunk erés TRIC membrandzus
festddést, leginkabb gyenge, citoplazmatikus lokalizacidt lattunk. A citoplazmatikus
festddés a HEK 293 sejtvonal esetében erésebbnek bizonyult. A 13. dbra mutatja a HEK
293 ¢és a HUH 7 sejtek TRIC expresszojat. A Hep3B hepatocellularis carcinoma
sejtvonalon szintén nem lattunk membrandézus TRIC expressziot, a tumorsejtek
citoplazmajukban expresszaltak a fehérjét (14. a dbra). Ezzel szemben, a sokak altal
hepatoblastoma sejtvonalnak is mondott HepG2 sejteken a sejtek 100%-ban erds, diffuz,
egyenletes intranuklearis TRIC festédést tapasztaltunk (14. b dbra).
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abra. HEK 293 ¢s HUH-7 sejtek TRIC expresszioja. A HEK 293 sejtvonal (a)
erds citoplazmatikus és gyengébb nukledris SpectrumGreen jelet adott. A HUH-
7 sejtek (B) gyenge citoplazmatikus SpectrumRed jelet adtak (nyilak). Egyik
sejtvonal sem mutatott membrandézus TRIC mintdzatot. Alexa 488:
SpectrumGreen (z61d); Alexa 568: SpectrumRed (piros); DAPI (kék) magfestés.
Eredeti nagyitas 600x.

abra. Hep3B ¢és HepG2 sejtvonal TRIC immunfluoreszcens festddése. A
hepatocellularis Hep3B (a) sejtvonalon citoplazmatikus SpectrumRed jelet adott
a TRIC (nyilak). A HepG2 sejtvonal (b) erds, pontszerli diffuz eloszlast nuklearis
SpectrumGreen TRIC jelet mutatott. Egyik sejtvonal sem mutatott membrandzus
TRIC mintazatot. Alexa 568: SpectrumRed (piros); Alexa 488: SpectrumGreen
(zold); DAPI (kék) magfestés. Eredeti nagyitas 600x.

54



DOI:10.14753/SE.2015.1832

6.1.4 EZH2 immunreakcié human hepatoblastomaban

Nuklearis EZH2 reakciot mind az embrionalis, mind a fetalis sejtekben észleltiink,
a hepatoblastoma mintak mindegyikében (15. dbra) (21/21 eset). Mindkét komponensben
a reakcio intenzitasa a kozepes ¢és nagyon intenziv kozott mozgott. Ugyanakkor, a
tumormentes, kornyez0 méjmintdk egyikében sem talaltunk festédést az EZH2 elleni
antitesttel. Ezekben a mintakban sem a portalis tridszt alkotdé hepatikus artériakat és
portalis vénakat béleld endothél sejtek, sem pedig a biliaris epithelilalis sejtek nem
mutattak festddést. Mind a festddo sejtek szdzalékos aranya, mind a festddés intenzitasa
szignifikdnsan magasabb volt az embrionalis sejtekben (p= 0.047) a fetalis sejtekkel
Osszehasonlitva. Mindkét tumor szubtipus szignifikdnsan magasabb immunhisztokémiai
score értéket mutatott a tumormentes, kdrnyezd majhoz viszonyitva (p< 0.001). A

statisztikai analizis eredményeit a 11. tabldzat tartalmazza.

15. abra. EZH2 immunrakci6 hepatoblastoma mintakon. A fetalis (a) €s embrionalis
(b) sejtek is nagymértékben expresszaljak a fehérjét (600x).

11. tablazat. EZH2 immunreakcid szemikvantitativ értékelése. A megadott értékek az
elsé harom oszlopban a Kruskal-Wallis ANOVA teszt, az utolsé oszlopban a Mann-
Whitney U teszt soran kapott szignifikancia értékeket (p értéket) mutatja. A szignifikans

értekeket vastagon szedve jeleztem. vs= viszonyitva (versus).
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Fetalis vs Fetalis vs Embrionalis vs Tumor vs
embrionalis kornyezéo maj  kornyezé maj kornyezo maj
EZH2 0.047 <0.001 <0.001 <0.001

Az EZH2 expresszid vizsgalatinak eredményeit hepatoblastoma mintdkon
grafikonok segitségével - a kzépértek és a standard hiba (SEM) megadéséaval- a 16. abra

mutatja.
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16. abra. Az EZH2 fehérje expresszidjanak vizsgalata hepatoblastoma fetalis és
embriondlis  komponenseiben a  szemikvantitativ = immunhisztokémiai
pontrendszer fliggvényében. a), A negativ, tumormentes, kérnyezé majban
szignifikansabb alacsonyabb (p< 0.001) score értéket kaptunk. b), Az embrionalis
komponensben szignifikansan magasabb értéket (p= 0.047) kaptunk a fetalis
komponenshez ¢és a kornyez6 majhoz (p< 0.001) viszonyitva. A fetalis
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komponensben szintén magasabb EZH?2 expresszios értéket kaptunk a kdrnyezd
makhoz viszonyitva (p <0.001). A * jelolés a szignifikans kiilonbséget jelzi. Mean
és SEM

Az egyik hepatoblastoma eset rendelkezésiinkre allo tavoli, tiid6 attétjében is pozitiv
EZH2 reakcié mutatkozott (17. dbra). Az éttétes eset embrionalis/fetalis szubtipusnak
bizonyult, a két komponens egymassal nagymértékben keveredve fordult eld. Mindkét
szubtipus sejtjei pozitiv reakciot mutattak EZH?2 elleni antitesttel, hasonldéan a primer

tumorhoz.

szubtipusi daganatszdvet sejtjei nagymértékben kifejezik a fehérjét. A
daganatszovet mellett az alveolusok is latszodnak (nyil) (100x).

6.1.4.1 EZH? és nuklearis [5-catenin asszocidcioja

Elemezve a fent emlitett két fehérje expresszidjat a hepatoblastoma kiilonbdzd
epithelidlis szubtipusaiban, a kovetkez0 megallapitasokat tehetjik. Az EZH2
expresszidjat a HB mintak 100%-ban, mig nukledris B-catenin expressziot a mintak 81%-
ban talaltunk. Mindkét fehérje esetében a teriilet szazalékos pozitivitds és a festddés
intenzitasa is az embrionalis komponensben mutatkozott magasabbnak. Mindkét esetben
a fehérjék expresszidja szignifikansan magasabb volt a jol differencialt fetalis
komponenshez viszonyitva. Szintén hasonl6 modon, egyik fehérje sem mutatott festédést
a tumormentes, kornyez0 majban. A két fehérje egyiittes expressziojat a 18. abra

szemlélteti.
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18. abra. EZH2 és nuklearis B-catenin  fehérje  egylittes  kifejezodése
hepatoblastomaban, dot plot. Mindkét fehérje szignifikdnsan magasabb értéket
mutatott az embrionalis komponensben a fetalishoz képest, és egyik fehérje sem
volt kimutathat6 a tumormentes, kérnyezé méjmintakon.

6.1.5 Arginaz-1 és 3-catenin expresszidja human hepatoblastomaban

A hepatoblastoma mintakban mind az Arg-1, mind a B-catenin fehérjék
nukledris/citoplazmatikus festddési reakcigjat észleltiik. Az Arg-1 reakcido mind a 21
esetben erdsen pozitiv volt, mig B-catenin festddését a mintdk 95%-ban talaltunk (20/21
eset).

Az Arg-1 esetében nem mutatkozott kiilonbség a fetalis és embrionalis
komponens kozott, mindkét tipusban a tumorsejtek sejtmagjdban  és/vagy
citoplazmajaban expresszalodott a fehérje (p> 1). Szintén nem volt kiilonbség az
immunreakcid szazalékos aranya vagy az intenzitasa tekintetében a hepatoblastoma
tumoros mintak és a tumormentes, kornyez6 majmintak kozott (p= 0.175). A
nukledris/citoplazmatikus argindz-1 festddése az epithelidlis hepatoblastoma fetalis és
embrionalis komponensében a 19. dbran lathatd. Az immunhisztokémiai
szemikvantitativ scoring alapjan felallitott statisztikai analizis eredményeit a 12. tabldzat

tartalmazza.
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19. abra. Intenziv arginaz-1 fest6dés hepatoblastomaban. Nem mutatkozott
kiilonbség a nuklearis/citoplazmatikus festodés tekintetében a fetalis (a) és
embrionalis (b) szdvettani szubtipusban (600x).

12. tablazat. Arginaz-1 immunreakcid szemikvantitativ analizise A megadott értékek az
els6 harom oszlopban a Kruskal-Wallis ANOVA teszt, az utolsé oszlopban a Mann-
Whitney U teszt soran kapott szignifikancia értékeket (p értéket) mutatja. vs= viszonyitva

(versus), NS= nem szignifikans.

Arginaz-1 >1.00 NS 0.67 NS 0.15NS 0.17 NS

Citoplazmatikus és/vagy nuklearis B-catenin expressziot a mintak 95%-ban
(20721 eset) talaltunk, szemben a tumormentes, kornyezé méjmintdkkal, ahol csak
membrandzus reakciot tapasztaltunk (20. abra). Csak nuklearis fest6dést a mintak 81%-
ban (17/21) talaltunk. A nuklearis B-catenin expresszio tekintetében szignifikans eltérést
talaltunk a két komponens kozott: az embriondlis komponens sejtek szignifikansan
magasabb (p= 0.016) immunhisztokémiai pontértékkel (nagyobb szazalékos

pozitivitassal) rendelkeztek a fetdlis sejtekhez viszonyitva. Mindkét komponensben
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diffaz citoplazmatikus festédés is észlelhetd volt a nuklearis festddés mellett, az
embriondlis tumor sejtek nagyobb ardnyban és intenzitdssal expresszaltdk
citoplazmajukban is a B-catenint, ugyanakkor statisztikai analizissel nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. Mivel a tumormentes, kdrnyez6 majmintdkban nem talaltunk a
szignifikans kiilonbség jelenléte a normal méjmintdk és a tumoros komponensek kozott
(p <0.001 és p = 0.006). A statisztikai analizis eredményeit a 13. tdbldzatban tiintettem
fel.

20. abra. B-catenin fehérje expresszi6 human hepatoblastoméaban. A fetalis (a) és
embrionalis (b) tumorsejtek is expresszaltak nuklearis/citoplazmatikus 3-catenint.
A nukledris festédés szignifikansan magasabbnak mutatkozott az embrionalis
komponensben (600x).

13. tablazat. 3-catenin immunreakcio szemikvantitativ értékelése. A megadott értékek az
els6 harom oszlopban a Kruskal-Wallis ANOVA teszt, az utolsé oszlopban a Mann-
Whitney U teszt soran kapott szignifikancia értékeket (p értéket) mutatja. A szignifikans

értékeket vastagon szedve jeleztem. vs= viszonyitva (versus), NS= nem szignifikans.

Nuklearis 0.016 0.006 <0.001 <0.001

B-catenin
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Az arginaz-1 és -catenin expresszid vizsgalatanak eredményeit hepatoblastoma
mintdkon grafikonok segitségével - a kdzépérték és a standard hiba (SEM) megadasaval-

a 21. és 22. dbra mutatja.
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21. abra. Arginaz-1 fehérje expresszidja tumoros mintdkon ¢és tumormentes,
kornyez6 méajon az immunhisztokémiai score értékek fliggvényében. Nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a két csoport kozott, kozel azonos mértékii
score értékeket kaptunk a két vizsgalt csoportban. Mean és SEM
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22. abra. Arginaz-1 és B-catenin fehérjék expresszioja human hepatoblastoma
fetalis és embrionalis komponensében az immunhisztokémiai score értékek
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fiiggvényében. Az Arg-1 esetében nem talaltunk szignifikans eltérést a két
epithelialis komponens, illetve a tumormentes, kornyez6 méajmintak kozott. A B-
catenin esetében az epithelidlis komponensben szignifikdnsan magasabb (p=
0.016) score értéket kaptunk a fetalis komponenshez viszonyitva. A tumormentes,
kornyezé méajmintdkon nem talaltunk abnormalis B-catenin expressziot, mindkét
tumor komponens nukledris B-catenin expresszidja szignifikansan magasabb volt
(p= 0.006 ¢és <0.001) a mintakon a tumormentes, kdrnyez0 majhoz képest. A *
jelolés a szignifikans kiilonbséget jelzi. Mean és SEM

6.1.6 Hepatoblastoma esetek utankovetése

A 21 betegbdl a vizsgalatunk lezarasanak idopontjaig 6t beteg (24%) hunyt el,
minden betegnél a betegség progredialasat allapitottdk meg a halal okaként. A talélési
analizisbe a 21 betegbdl 17 esetet vontunk be, mivel a kilenc embrionalis/fetalis esetbol
a fetalis komponens aranya négy esetben 30-50% kozott volt. Ezt a négy esetet nem
vontuk be a talélési analizisbe, hiszen félrevezetd lenne vagy csak a fetalis, vagy csak az
embrionalis THC score eredményeket figyelembe venni. Igy 12 tisztan fetalis és ot
embrionalis/fetalis eseten végeztiik el a talélési analizist. Csak a szovettani tipust
tekintve, nem volt szignifikans kiilonbség a fetalis (n=12) és az embrionalis/fetlis (n=5)
esetek teljes tulélésében (OS) és az eseménymentes talélés (EFS) tekintetében sem (23. a
abra). Az atlag OS 97.35 honapnak (20-209 honap), az EFS 76.29 honapnak bizonyult
(11-209). Recidivat hét esetben (33%), mig tavoli metasztazist hat esetben (28%)
talaltunk.

A Kaplan-Meier modszerhez az egyes csoportokat kettévalasztottuk az arginaz-1,
3-catenin, EZH2 és tricellulin expresszi6 alapjan: az egyik csoport, amelyik magasan, a
median folott expresszalja a fent nevezett fehérjéket, mig a masik csoport, amelyik
alacsonyan, a medidn alatt expresszalja a négy vizsgalt fehérjét.

A tricellulint alacsonyan, azaz a median alatt expresszalo hepatoblastoma esetek
szignifikansan rovidebb OS-el rendelkeznek Kaplan-Meier analizisben (log-rank teszt,
p=0.034) a tricellulint magasan, a median folott expresszalo esetekhez képest (23. b
abra). A TRIC-t magasan expresszald esetekben az atlag OS 122.37, mig a TRIC-
alacsony csoportban 75.11 honapnak bizonyult. A TRIC-magas csoportban tovabba nem
tortént halalozas, az EFS tekintetében nem bizonyult kiilonbség a két csoport kozott (log-
rank teszt, p=0.112). Az arginaz-1, B-catenin és EZH2 expresszi0 nem mutatott

Osszefliggést az OS-el és az EFS-el sem (23. d-i dbra).
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Az EZH2-magas csoportban az OS 87.14, az EFS 63.98 hénap volt, mig az EZH2-
alacsony csoportban az OS 98.88, mig az EFS 94 honapnak bizonyult, a kiilonbség nem
bizonyult szignifikansnak (log-rank analizis, p=0.307). Fisher- féle exact teszttel
vizsgalva a magasabb (medidn feletti) EZH2 értékek és a tdvoli metasztazis jelenléte
kozott kapcesolat all fenn (p= 0.013). A tobbi, altalunk vizsgalt fehérje nem mutatott

Osszefliggést a klinikai paraméterekkel.
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23. abra. A HB-s betegek tulélési analizisének eredményei. a), Nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a szovettani tipusok és az OS, EFS ko6z6tt. b), ¢), A TRIC-
t magasan kifejezd esetekhez szignifikansan jobb OS tarsult, az EFS tekintetében
nem volt kiilonbség. d), e), Nem volt &sszefliggés az EZH2 és a vizsgalt talélési
paraméterek kozt. f), g), Nem volt 6sszefliggés a B-catenin és a vizsgalt talélési
paraméterek kozt. h), i), Nem volt Osszefiiggés az Arg-1 és a vizsgalt talélési
paraméterek kozt. Komplett esemény. a paciens meghalt vagy recidiva alakult ki.
Cenzordlt esemény: a beteg egyéb okbol kifolyolag elhunyt, vagy véget ért az
utankovetési iddszak.

6.2 Fetalis majak immunhisztokémiai és immunfluoreszcens vizsgéalata

Az 57 vizsgalt fetalis majmintaban TMA multiblokkokon vizsgaltuk a claudin-1,
tricellulin és EZH2 expresszidt, nézve az emlitett fehérjék expresszidos mintizatat a
gesztacio kiilonbozd heteiben. A kiilonb6zd korth magzati méajak HE képe a 24. dbran
lathato.

A claudin-1 fehérje esetében minden mintankban a 14. héttél kezdédden erds,
illetve kozepes festddési intenzitdsi membranozus festddeést kaptunk, a fetalis méajakban
is az epeutak és a hepatocytak apikalis polusa kifejezetten erésen festddtek az antitesttel.
A reakcio kiterjedésében nem mutatkozott kiilonbség a kiilonboz6é idés foetus-okban, a
CLDN-1 minden esetben linedrisan koriilrajzolta a hepatocytakat, annak ,,l1épesméz-
szerli” mintazatot adva. A boncolasig eltelt id6 nem befolyasolta a fehérje kifejezddését.
A vizsgalt felndtt normal majakban és a kisgyermek majakban is minden esetben linearis

membranodzus reakciot tapasztaltunk. A magzati majmintdk CLDN-1 expressziojaval
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kapcsolatosan nem végeztiink morfometrias vizsgalatokat. A kiilonb6z6 kora magzati
majak CLDN-1 expresszidjat a 25. abra szemlélteti.

Az EZH2 megjelenése a legkorabbi, 14 hetes mintaban is mar megfigyelhetd volt,
a hepatocytak és a hemopoetikus sejtek is nagymértékben kifejezték a fehérjét. A
boncolasig eltelt id6 nem befolyasolta az EZH2 fehérje kifejez6dését. A fetalis
majmintadkban —hasonldan a gyermek ¢és felndtt majakhoz- nem mutattak festodést az
eputi képletek. Egy 15 hetes mintank negativnak bizonyult az antitesttel, ez valdszini
technikai hiba miatt lehetett, hiszen a hemopoetikus sejtek sem mutattak festédést.
Megfigyelhet6 volt a 23 hetes mintdkban a pozitivan fest6édd hepatocytdk szamanak
csOkkenése. A felnétt és gyermek majak teljesen negativnak bizonyultak az antitesttel. A
magzati majmintak EZH2 expresszidjaval kapcsolatosan nem végeztiink morfometrids
vizsgalatokat. A kiilonb6z6 korti magzati majak EZH2 expresszidjat a 26. és 27. dbra
szemlélteti.

Sikeriilt kimutatni a TRIC membran6zus mintazatat a 14, 18, 19, 20, 21, 22 és 23
hetes foetus-okban, fliggetleniil a boncolasig eltelt id6t6l, mely nem befolyasolta a fehérje
expresszigjat. A legkorabbi mintdktol kezdve mind a hepatocytdk, mind az epetti
képletek expresszaltak a fehérjét. A magzati mintak tricellulin expresszidjaval
kapcsolatban morfometrias vizsgalatokat nem végeztiink. A kiilonb6z6 koru magzati

majak tricellulin expresszigjat a 28. és 29. dbra szemlélteti.
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25. abra. Claudin-1 expresszioja human abortumok majmintain. Erés festédés latszik
a 14 hetes (a) mintatdl kezdve, a reakcio intenzitasa legerGsebb az apikalis
pOluson. Hasonldan erds expresszid lathatoé a (b) 15 hetes, (c¢) 16 hetes, (d) 18
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hetes, (e) 20 hetes, (f) 23 hetes human abortumok és (g) 1 éves és (h) 3 éves
gyermekek majmintaiban A gyermek majmintakon kevésbé kiterjedt a reakcid
intenzitasa (400x).
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26. abra. EZH2 reakci6 human abortumok majmintain. A fehérje kimutathat6 volt
minden mintan a vizsgaltak koziil, a gyermek majmintdk azonban negativnak

bizonyultak. Erés/kdzepes nuklearis reakciot talaltunk a (a) 14 hetes, (b) 15 hetes,
(c) 16 hetes, (d) 18 hetes, (e) 20 hetes, (f) 23 hetes humén abortumok majmintain.
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Negativnak bizonyultak az (g) 1 éves és (h) 3 éves gyermekek majmintai. (400x).
A human abortumok majmintain az eputak nem mutattak festédést (400x).

27. abra. Immunfluoreszcens EZH2 reakciéo human abortumok majmintain. A 16 (a)
¢és 22 hetes (b) majmintakon jol latszik a fehérje egyenletes eloszlasa a nucleus-
ban SpectrumRed és SpectrumGreen jeloléssel. Alexa 568: SpectrumRed (piros);
Alexa 488: SpectrumGreen (z61d); DAPI (kék) magfestés. Eredeti nagyitds 600x
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28. abra. Tricellulin  kimutataisa human abortumok majmintain. A fehérje
membranodzus expresszidja a 14 (a), 18 (b), 20 (c) és 23 (d) hetes majmintakon. A
hepatocytak kozott kiterjedt volt a reakcio. (600x).
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29. abra. Tricellulin fluoreszcens festdédés human abortumok majmintéin. Lathat6 a
TRIC membrandzus megjelenése SpectrumRed jellel a 20 (a, b), 21 (c) és
SpectrumGreen jellel a 22 hetes (d) magzati majmintakon (nyilak). Alexa 568:
SpectrumRed (piros); Alexa 488: SpectrumGreen (zold); DAPI (kék) magfestés.
Eredeti nagyitas 600x
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7 MEGBESZELES

Az elmult 30 évben amerikai, japan és eurdépai munkacsoportok is évrdl-évre
jelentdsebb novekedést irtak le a hepatoblastoma incidencigjaban (Czauderna és mtsai
2014).

Napjainkban szamos adattal rendelkezilink a tight junction fehérjék bizonyitott
prognosztikus szerepér6l human daganatokban (MA, Kyunt, Virman, bouchagier, shi). A
tight junction fehérje csaldad nemrégen felfedezett tagjarol, a tricellulinr6l nem
vizsgalta a sejtkapcsold strukturak, a tight junction fehérjék expressziojat a
hepatoblastoma Kkiilonb6z6 epithelialis komponenseiben (Holczbauer és mtsai 2013).
Magasabb claudin-1 és 2 fehérje és mRNS szintet talaltak a fetalis komponensben az
embrionalishoz képest. A tight junction fehérje csalad nemrégen felfedezett tagjarol, a
a TRIC vizsgalatat HB mintékon, kiilondsen az egyes hamkomponensekben.

Hepatoblastomaban els6ként irtuk le a tricellulin expressziojat.
Tanulmanyunkban megallapitottuk, hogy a vizsgalt 21 tumoros eset egy kivételével
expresszalta a fehérjét. A TRIC fehérje expresszidjanak mértéke jelentds eltérést mutatott
a hepatoblastoma fetalis és embrionalis komponense k6zo6tt. A TRIC az érettebb fetalis
komponensben szignifikansan magasabb expressziét mutatott az embrionalis
komponenshez képest. Az embrionalis komponens a festédé sejtek szazalékos
aranyaban ¢és a festodés intenzitasaban is alacsonyabb score értékeket mutatott. A
tumoros mintakban szignifikansan magasabb értéket kaptunk a kornyezo,
tumormentes mintakhoz viszonyitva. Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeit
immunfluoreszcens vizsgalatunkkal is megerdsitettiik, a vizsgalt mintdkban detektalhatd
volt a fehérje. Tulélési vizsgalatainkban a TRIC-t nagymértékben expresszalo
tumorok szignifikansan jobb teljes tuléléssel rendelkeztek, mint a fehérjét
alacsonyan expresszalo csoport. Az eseménymentes tulélést vizsgalva nem talaltunk
kiilonbséget a két csoport kozott. Mivel a teljes tilélés nem mutatott Osszefiiggést a
szubtipusokkal, igy a TRIC expresszié mértéke elore vetitheti a betegség kimenetelét,
és befolyasolhatja a prognozist az epithelialis hepatoblastomaban. Tanulményunkban

a hepatoblastoma egyéb szOvettani tipusait nem vizsgaltuk.
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A TRIC az egyetlen olyan TAMP fehérje, melyet mind a bicellularis-, mind a
tricellularis TJ-k felépitésében megtalalunk (Furuse és mtsai 2012, Takasawa €és mtsai
2013) A tTJ-ben a fehérje kilitése a transzepithelilalis rezisztencia csokkenésével, és
megnovekedett paracellularis transzporttal jar egylitt (Ikenouchi és mtsai 2005). A fehérje
overexpresszidja a tTJ-ben a makromolekuldris permeabilitast csdokkentette, mig a bTJ-
ben ionok (Na* és CI") transzportjat csokkentette (Krug és mtsai 2009). Ismert, hogy a TJ
fehérjék masik nagy csoportja, a claudinok szerv-és szovetspecifikus moddon
expresszalodnak, ¢€s nagy szerepilk van a differenciacid ¢és sejtproliferacio

szabalyozasaban is (Escudero-Esparza és mtsai 2011). Ez a jellegzetes mintazat altalaban

crer

crer

az intesztinalis traktusban, a gyomorban és a vesében eldszor Ikenouchi és mtsai kdzolt
adatokat. Ezutdn beszdmoltak egyéb szovetek epithelidlis sejtjeinek TRIC
epithelialis sejteken (Kojima és mtsai 2010, Korompay és mtsai 2012, Schluter és mtsai
2007). Ismert a TRIC mRNS jelenléte human koldokzsinor véna endothel sejtjein,
dendritikus sejteken, mikroglia sejteken, asztrocitakon és neuronokon ((Beese és mtsai
2010, Mariano ¢és mtsai 2013). Az agyi erek endothel sejtjein a TRIC kolokalizaciot
mutatott a CLDN-5 fehérjével (Mariano és mtsai 2013).

Tonsillaris squamous sejtes carcinomaban a TRIC szintje alacsonyabbnak
bizonyult a normal mucosa epitheliumahoz viszonyitva, a kiilonb6z6 grade-t 6sszevetve
a carcinomak kozott nem talaltak eltérést TRIC expresszio tekintetében (Kondoh és mtsai
2011).

Hat kiilonb6zd gyomor carcinoma sejtvonalat és human carcinoma mintéakat is
elemezve irtak le lecsokkent TRIC expressziot a kevésbé differencialt tumorokban, mig
magasabb szintet a jol differencialt mintakban észleltek (Masuda és mtsai 2010). A HSC-
45 sejtvonalban (rosszul differenciélt tipus) a gyenge TRIC expresszid mellett annak
citoplazmatikus lokalizacidjat is leirtdk, a membrandzus festddés hidnya mellett. A
tricellularis kapcsolatok felbomlasa tehat magyardzza a tumor agressziv viselkedését és a
rosszabb kimenetel lehetGségét. Az epithelidlis-mezenchymalis tranzicio (EMT)
kulcsfontossagu a carcinogenezis soran, ilyenkor az epithel sejtek polarizacidja

megsziinik, a sejtek elvesztik apiko-bazalis polaritasukat, az E-cadherin altal kialakitott
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sejtkapcsold strukturdk megsziinnek, az aktin citoszkeleton atszervezddik, a sejtek
migracios és invazios képességre tesznek szert (Bryant és mtsai 2012). Masuda és mtsai
megallapitottak gyomor carcinoma esetében, hogy az EMT szoros korrelacioban van a
TRIC szintjének csokkenésével €s diszlokalizacidjaval, melyet a Snail transzkripcios
faktor indukal. mRNS szinten igazoltadk a Snail indukalt TRIC csokkenést, melyhez a
vimentin expressziojanak megnovekedése tarsult. Korompay és mtsai leirtdk a TRIC
expressziojat normal ¢és tumoros exocrin pancreasba, ugyanakkor az endogén
pancreasban nem talaltak expressziot (Korompay és mtsai 2012). Tovabb vizsgalva 44
pancreas ductalis adenocarcinoma (PDCA) esctet, a differencialatlan esetekben
szignifikansan alacsonyabb TRIC expresszios szintet talaltak a jol differencialt esetekhez
képest. mRNS szinten vizsgalva is latszott a tendencia, a csokkend TRIC expresszid és a
novekvd grade kozott. A TRIC-t nagymértékben kifejez6 grade 1 esetekhez
szignifikansan jobb tulélés is tarsult. A TRIC kiilonb6z6 expresszids mintazata utalhat az
exocrin és endokrin pancreas kiilonbozo fejlédési utvonalara, és potencialis targetként
funkcionalhat jol differencialt PDCA esetében.

A TRIC kiilonb6zd majtumorokban val6 lokalizaciojarol kevés irodalmi adat all
rendelkezésre. Somoracz és mtsai 32 HCC-t vizsgalva megallapitottak, hogy a magasan
¢és kozepesen differencialt tumorokban magasabb TRIC expresszié mérhetd (Somoracz
¢és mtsai 2014). A TRIC-magas esetekhez szignifikansan rovidebb teljes talélés tarsult.
Osszességében a HCC-s esetekben magasabb TRIC expressziot mértek a kdrnyezé, nem
tumoros majmintakhoz képest. 20 cholangiocarcioma (CC) esetet vizsgalva pedig
forditott eredményt kaptak a HCC-ben latottakkal szemben. Itt a TRIC-magas esetekhez
-hasonldéan a hepatoblastomahoz- jobb teljes tulélés tarsult. A grade I CC esetekben
szignifikdnsan magasabb értéket kaptak a grade III esetekhez képest. Az epithelialis HB-
s mintdkban szignifikdnsan magasabb TRIC expressziot talaltunk a kornyezd, nem
tumoros majmintakhoz képest. Szamos kozlemény bizonyitja, hogy a tight junction
proteinek overexpresszioja, vagy down-regulacidja is egyarant bekovetkezhet a
carcinogenezis, igy a hepatocarcinogenezis folyamataban is (Higashi és mtsai 2007,
Huang és mtsai 2011). Patonai és mtsai mRNS szinten magasabb TRIC expressziot irtak
le HCC-s mintakon, mig 11 fibrolamellaris HCC (FLC) esetben alacsonyabb TRIC
expressziorol szamoltak be normal majhoz viszonyitva (Patonai és mtsai 2011). A

tumoros mintdkban latott magasabb TRIC expresszid arra kovetkeztett, hogy a HB
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carcinogenezise a TRIC megnovekedett expresszidjaval tarsul. A TRIC expresszidjanak
csokkenése felbontja az intracellularis kapcsolatokat és megvaltoztatja a paracellularis
permeabilitast, ¢s eredményezheti a dedifferencialt tumorkomponens kialakulasat.
Pancreas ductalis adenocarcinoma és cholangiocarcinoma esetében tapasztalt TRIC
expresszid csokkenést a dedifferencidltsaggal egyiitt is feltételezhetéen ezzel
magyarazhat6. Pozitiv TRIC expresszid mutatkozott egy hepatoblastoma esetiink
tiidoattétjeiben.

Kiilon érdekes azon megfigyelésiink, hogy 6t tumoros mintaban nuklearis
TRIC expressziot talaltunk, melyekben az érintett tumorsejtekben nem talaltunk —vagy
csak nagyon gyenge- membrandzus festédést. Ezek az esetek nem fliggtek Gssze a
szOvettani tipussal, nemmel, életkorral, és a kimenetellel sem. Hasonl6 megfigyelést
tettlink munkacsoportunk egy korabbi TRIC-rol sz6l6 tanulméanyaban, ahol szintén a
mintdk par szazalékaban a HCC-s eseteknek nuklearis TRIC expresszid volt
megfigyelheté (Somoracz és mtsai 2014). Egy masik tight junction protein, a CLDN-1
szintén nuklearis akkumuléciot mutatott FLC-s és HCC-s mintdk par szazalékaban
(Patonai és mtsai 2011). Az altalunk vizsgalt HepG2 sejtvonalban a tumorsejtek 80%-
a intranuklearis TRIC immunfluoreszcens festodést mutatott, a hepatocellularis
Hep3B és HUH-7 sejtvonalakban pedig gyenge citoplazmatikus festédést lattunk.
Neuralis vaszkularis endothelialis sejteken immunfluoreszcens vizsgalattal ¢s Western
blottal megfigyelték a membrandzus expresszid mellett a nuklearis és perinuklearis
régioban is a TRIC kifejezOdését (Mariano és mtsai 2013). Megfigyeléseik szerint, a
sejtek tobbségében a lokalizacio nukledris és perinuklearis volt. A tight junction fehérjék
koziil tobbrdl is ismert nuklearis diszlokalizacigja. Human melanoméakban nuklearis
CLDN-1 festddést a primer tumorban ¢és a dermalis metasztazisok mutattak, mig a
subcutan ¢és viscerdlis metasztdzisban a citoplazmatikus festddés dominalt, igy
Osszefiiggést talaltak a fehérje lokalizacidjara ¢€és a metasztatizalo képességre
vonatkozoan. A kisebb metasztatikus potenciallal rendelkezd melanomakban vagy
lecsokkent, vagy nem volt nuklearis CLDN-1 volt detektalhato (Leotlela és mtsai 2007).
Melanoma mintdkban a diszlokalizacio létrejottét foszforilacios modositasokkal hoztak
Osszefiiggésbe, feltehetéleg PKC aktivalodéasa okozza, kiilondsen az a, 3 €s y izoformak.
(French és mtsai 2009). Vastagbél tumorokban is leirtak CLDN-1 nuklearis és

citoplazmatikus festddést a maj metasztazist addo mintdk 58%-nal, illetve a nyirokcsomo
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attétet ado mintak 35%-nal (Dhawan és mtsai 2005). Legtijabb adatok szerint a CLDN-2
nukledris lokalizacioja és az ezzel jard fokozott proliferacids készség is kimutathato tiido
adenocarcinomakban (Ikari és mtsai 2014). A CLDN-2 a sejtmagban ZONAB és cyclin
D1 fehérjékkel kapcsolodik a sejtmagban, mely fokozott sejtproliferaciot eredményez. A
Z0-1 és -2 TJ fehérje nukledris lokalizacidja révén onkogénként miikodnek és a
sejtproliferaciot segitik el6 (Islas és mtsai 2002). A TJ proteinek kulcsszereppel birnak az
epithelidlis mikrokdrnyezet szabalyozasaban, ami szamos folyamatban, mint példaul a
sejt proliferacioban kritikus jelent6séggel bir (Tsukita és mtsai 2008). Ezen kiviil, szamos
TJ fehérjének kettés szerepe van: strukturdlis komponensei az intracelluléris
kapcsolatoknak, illetve szignal transzdukcios folyamatokban is részt vezsnek, melyek az
befolyasoljak (Bauer ¢és mtsai 2011). Mivel a TJ fehérjék kapcsolatban allnak az
extracellularis matrixal, ezért annak barmilyen okbol torténé megvaltozasa a fehérjék
lokalizacigjanak megvaltozasat jelentheti. A TRIC tobb munkacsoport altal is leirt
nukledris lokalizacio sugallja, hogy a fehérjének —az intercelluléris junkciok felépitésén
kiviil- szdmos mas funkcioja is felderitésre var.

Munkankban kimutattuk a tight junction fehérje, tricellulin eltérd epxresszidjat a
fetalis és embrionalis komponensben, igazolva, hogy a kiillonb6z6 szovettani szubtipusok
altal meghatarozott HB molekularis heterogenitdsahoz a TJ fehérjék eltérd expresszioja
is tarsul.

A hepatoblastomas eseteket vizsgalata -melynek soran eltéré differencialtsagu
embrionalis és fetalis tipusu daganatsejteket vizsgaltunk- felvetette, hogyan alakul a
TRIC és a TJ fehérjék legtobbet tanulmanyozott tagja; a CLDN-1 expresszioja a
majfejlddés egyes szakaszaiban. Ennek figyelembevételével és HB ismeretlen eredetének
tisztazasa céljabol fetalis majmintakat vizsgaltunk, spontan abortus soran boncolasra
kertilt esetekbdl.

Munkénk soran kimutattuk a kiilonb6z0 gesztacidés korokban a majsejtekben
észlelt tricellulin expresszidjat, melyre vonatkozoéan eddig nem rendelkeztiink adatokkal.
Megallapitottuk, hogy mar a fejlédés korai szakaszdban, a 14. gesztacidos héten
megjelenik a TRIC a hepatocytak kozott és az epe canaliculosokban;
membranozus/pontszerii reakciot adva. Ezzel igazoltuk a TJ proteinek fontos szerepét a

vér-bilidris gat kialakitdsdban és a majfunkciok megfeleld fenntartdsdban. A CLDN-1
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fehérje tiidobeli expresszidjanak vizsgalatakor human abortumokon leirtdk a 12 hetes
abortum bronhusok ¢€s nagyobb bronchiolusok epitheliumaban vald kifejezodését
(Kaarteenaho és mtsai 2010). A CLDN-1 epitheliumban val6 expresszidja a 12-36.
gesztacios hét kozott megfigyelhetd volt. Ugyanakkor, az alveolusokban a vizsgalt
mintakban semmilyen idépontban nem volt detektalhat6. Magunk is kimutattuk a CLDN-
1 fehérje expresszidjat human abortumok majaban. A fehérje mar a 14 hetes foetushan
nagymértékben expresszalodott, €s minden altalunk vizsgalt gesztaciés héten hasonlo
intenzitassal detektalhato volt. A reakcidt a hepatocyték és az epeuti képletek is mutattak.
Ez jelzi a CLDN-1 kiemelten fontos szerepét a maj normalis fejlédése soran, a megfeleld
millid biztositdsa végett. Ismert, hogy a CLDN-1 mutacidgja az ¢élettel
Osszeegyeztethetetlen, ichthyosissal jaro neonatalis sclerotizalé cholangitishez vezethet,
mely a jellegzetes bér mellett az epeutak gyulladasaval és kiillonb6z6 mértékd
sclerosisaval jar (Hadj-Rabia és mtsai 2004).

A hepatoblastoma prognozisa szempontjabol rosszabb kimenetelt jelent a
PRETEXT IV stadium, metasztazis jelenléte, alacsony AFP szint, multifokalités,
makrovaszkularis invazio, extrahepatikus kiterjedés, magasabb életkor (Maibach és mtsai
2012). Napjainkban mar szamos elvaltozast leirtak, melyek a fent emlitett klinikai
paramétereken kiviill megfigyelhetéek hepatoblastomdban, és hatdssal vannak a
kimenetelre. A sejtek magasabb PAS tartalmét jobb tuléléssel hoztak Osszefiiggésbe.
Hasonloképpen, a DNS ploiditas is befolyasolja a talélést, a diploid sejtek szignifikdnsan
jobb tulélést mutattak (Chopra és mtsai 2010). A PLK1 onkogén RT-PCR vizsgalattal
mért magasabb expresszidja hepatoblastomaban rosszabb taléléssel jart (Yamada és mtsai
2004). A DNS metilacios allapotat real-time kvantitativ metilacio-specifikus PCR-el
(OMSP) vizsgalva megfigyelték hepatoblastomaban az MT1G gén promoterének
hipermetilaltsagat, és az ehhez tarsuld szignifikansan rovidebb OS-t (Sakamoto és mtsai
2010). Az MT1G gén egy metallotionein fehérjét kodol, melynek a réz, vas és egyéb
nehéz fémek megkdtésében van szerepe. Fehérje szinten vizsgalva, alacsonyabb MT1G
szintet talaltak hepatoblastoma tumorokban, mint normal majakban (Nagata és mtsai
2003). Leirtak a Cyclin D1 ¢és a Ki-67 prognosztikus szerepét is hepatoblastomaban
(Purcell és mtsai 2011). Mikroarray adatok alapjan Cairo és mtsai leirt egy 16 gént
magaba foglalo szignalizacios utvonalat, melyek expresszidja jelzi a progndzist és eldre

vetiti a tumor agressziv viselkedését (Armengol és mtsai 2011).

81



DOI:10.14753/SE.2015.1832

A klinikai stadium, illetve a fent emlitett prognosztikus faktorok jelenléte mellett
a mai napig a szovettani besorolasnak alapveto szerepe van a prognozist és kezelést
illetoen. Az epithelialis komponensek aranya meghatarozza a hepatoblastoma
differencialtsagi fokat. A hepatoblastomdk 7% a tisztan, jol differencialt fetélis
epithelialis tipusba tartozik, 100%-os esemény mentes tulélés érhetd el megfeleld
kezeléssel (Malogolowkin és mtsai 2011). Ebben a szubtipusban nincs sziikség
kemoterapia adasara, a komplett sebészi rezekcid képzi egyediil a kezelést. Ugyanakkor,
a fetalis szubtipus leggyakrabban a masik epithelidlis komponenssel, az embrionalis
szubtipussal keveredve jelenik meg. A két, eltéré Kkimenetellel jaré szubtipus
morfologiai elkiillonitésére azonban jelenleg is kevés marker all a rendelkezésiinkre.
A Sal-like fehérje 4 (SALL4) transzkripcios faktort leirtak az embrionalis szubtipusi HB-
ban, ugyanakkor a fetalis és mezenchymalis elemek negativnak bizonyultak (Gnemmi és
mtsai 2013). A HepPar 1 erds festddést mutat a fetalis szubtipusban, mig az embrionalis
¢s a mezenchymalis szubtipusban negativ, hasonléan a CEA és glutamin szintetdz is
nagyobb mértékben expresszalodik a fetalis szubtipusban (Armengol és mtsai 2011) A
heparan-szulfatot tartalmaz6 proteoglikanok csoportjaba tartozé glipikan 3 eltérd
fest6dési mintazatot mutat az epithelialis komponensekben: a jol differencialt fetalis
sejtek granularis, citoplazmatikus fest6dést adnak, mig a mitotikusan aktiv fetalis sejtek,
¢s az embriondlis szubtipus durva, rogos, diffuz citoplazmatikus rajzolatot mutatnak
(Lopez-Terrada és mtsai 2014). A fest6dés szignifikinsan magasabb mérték a fetalis
szubtipusban. A glipikdn 3 génjében torténd muticido eredményeképpen kialakuld
Simpson-Golabi-Behmel szindromaban pedig az esetek 10-20%-ban tarsul embrionalis
malignitas, igy HB is (Zynger és mtsai 2008). A PCNA és a Bax apoptotikus fehérje
nagyobb mértékli expresszidja mutathatd ki az embrionalis szubtipusban, mig a Bcl-xL
apoptotikus fehérje a fetalis szubtipusban expresszalédik nagyobb mértékben (Chopra és
mtsai 2010). Chopra és mtsai leirtdk a CK-19 fokalis citoplazmatikus fest6dését
embrionalis sejtekben, ahol a konvenciondlis szovettani megjelenés helyett duktularis
formaciét mutattak a sejtek. A kordbban emlitett PLK1 fehérje is eltéré mRNS
expresszids szintet mutatott a két komponensben: a kevésbé differencialt szovettani
tipusban magasabb expresszios értéket mutatott (Yamada és mtsai 2004). Nemrégen

szdmoltak be egy nonhiszton high mobility kromoszomalis fehérjének, a high mobility

crer
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kulcsszerepe van a kromatin re-modellingben, és géntranszkripcid szabalyozasaban.
Onkogénként funkcional, szamos human tumorban leirtak overexpressziojat (Mahajan és
mtsai 2010, Wang és mtsai 2011). A Lee és mtsai altal vizsgalt 16 HB eset 100%-an
pozitivan fest6dott, nem volt kiillonbség a két szubtipus festédését illetéen. (Lee és mtsai
2013). Tobb proliferacios marker expresszioja is eltér a két szubtipusban: magas TGF-a
¢és alacsony PCNA, illetve cyclin A expresszid jellemzi a fetalis sejteket (Kiss és mtsai
1998). Sejtfelszini markerek tekintetében az E-cadherin fokozott expresszidjat talaltak a
fetalis komponensben (von Schweinitz és mtsai 1996).

Nem rendelkeziink adattal az epigenetikus szabalyoz6 mechanizmusok szerepérdl
a HB kialakulasaban. Igy célul tiiztik ki az EZH2 fehérje expresszidjanak vizsgalatot
human HB mintakon. Tanulményunkban els6ként irtuk le az epigenetikus modulator
EZH2 expresszidjat humén epithelidlis hepatoblastoma kiillonb6zd szubtipusaiban. A
mintak mindegyike nagymértékben expresszalta a fehérjét, ugyanakkor a kdrnyezd,
tumormentes m4j teljesen negativnak bizonyult. Egy madsik tanulmanyunkban 31
hepatoblastoma esetet vizsgdlva megallapitottuk, hogy az epithelidlis elemek
nagymértékben festddtek, mig a mezenchymalis elemek negativnak bizonyultak (Hajosi-
Kalcakosz és mtsai 2012). Egyéb vizsgalt embrionalis tumorok (Wilms tumor,
neuroblastoma, embrionalis rhabdomyosarcoma) is erés festédést mutattak EZH2-vel.
Tovéabb vizsgalva jelen munkank sordn megallapitottuk, hogy az éretlenebb sejteket
tartalmaz6 embrionalis szubtipusu sejtek EZH2 expresszioja szignifikdnsan magasabb
volt a fetdlis szubtipushoz képest. Szdmos hdm- és nem-hadm eredetli daganatban leirtak
az EZH2 nagymértékil kifejez0dését: els6ként hormonterapia rezisztens metasztatizalo
prosztatatrakban és emlé tumorban (Kleer és mtsai 2003, Varambally és mtsai 2002).
Gyomor tumorban, majtumorokban, hugyholyag tumorokban, tiid6 tumorokban,
limfomakban, vastagbél tumorokban, endometrialis tumorokban, pancreas tumorokban,
Ewing sarcomaban is emelkedett EZH2 szintet talaltak (Arisan és mtsai 2005, Bachmann
és mtsai 2006, Dukers és mtsai 2004, Matsukawa és mtsai 2006, Richter és mtsai 2009,
Sudo és mtsai 2005, Wang és mtsai 2010). Nemcsak a primer tumorokban mutat magas
szintet a fehérje, hanem az expresszioja korreldl az agressziv fenotipussal, a metasztazis
kialakulasaval és rosszabb kimenetellel. Kisérleti modelleken is bizonyitottdk onkogén
hatasat: emlé6 H16N2 sejtvonalon tumorigenezist és €rinvazid kialakulasat valtotta ki in

vitro (Kleer és mtsai 2003). Egér embrionalis fibroblasztok proliferaciot eredményezi
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(Bracken és mtsai 2003). Ugyanakkor, normalisan a centrum germinativumban nagy
mennyiségben expresszalodik felndttekben, a B-limfocitak normalis fejlédését iranyitja a
hisztonok metilaciojan és az immunglobulin nehéz lanc moédositasan keresztiil (Su és
mtsai 2003). Igy érthetévé vélik fontos szerepe a limfomak kialakuldsaban is.
Bizonyitottan fontos szerepet jatszik a hematopoetikus és kdzponti idegrendszer normalis
fejlédésében.

Tobb munkacsoport is beszdmolt HCC-s mintadkban mért magasabb EZH2 szintrdl
a normal mintakhoz viszonyitva (Sudo és mtsai 2005) (Cheng és mtsai 2011). A portalis
¢s tavoli invaziok jelenléte asszocialt az EZH2-magas szintjével. Ezekbdl a
tanulmanyokbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az EZH? szintje szoros 0sszefliggést mutat
a hepatocarcinogenezissel. Az EZH2 a PRC rendszer tagjaként regulatora a sejtciklusnak,
igy alland6 aktivaciéja abnormadlis proliferdciochoz és a sejtek malignus
csokkent EZH?2 szint csokkeni a sejtek novekedésének mértéket, csokkenti a malignus
proliferacios ratat, gatolja a sejtek migracios képességét (Zhao és mtsai 2013). Az EZH2
gén tehat egy jovobeli, lehetséges terapids célpontnak tlinik a mdjtumorok kezelése
tekintetében (Melnick 2012, Popovic és mtsai 2013).

Osszefiiggést taldltunk az EZH2-t nagymértékben expresszalo tumorok és a tavoli
metasztazis jelenléte kozott. Az egyik esetlink ismert tavoli, tiid attétjében is kimutattuk
az EZH2 expresszidjat. Az attétben a fehérje expresszios mintazata megegyezett a primer
tumorban latottakkal melyben az embrionalis sejtek nagyobb mértékben fejezték ki a
fehérjét. Oralis squamous sejtes carcinomaban is hasonld Osszefiiggést kaptak a magas
EZH2 expresszio és a metasztazisok kapcsolata tekintetében (Wang és mtsai 2013). Wang
és mtsai tulélési vizsgalatokkal megallapitottdk, hogy az EZH2 overexpresszioja
szignifikdnsan rovidebb tuléléssel tarsul. Eredményeinket elemezve nem kaptunk
szignifikans Kkiilonbséget az EZH2-magas és alacsony csoportban, ugyanakkor a
talélési gorbéken latszik a tendencia, miszerint az EZH2-alacsony esetekhez jobb
tulélési adatok tartoznak. Az EZH2-magas esetekben négy haldlozas, illetve hat
recidiva tortént. Az EZH2-alacsony esetekben ugyanakkor egy-egy halalozas és recidiva.
Az EZH2 egyike lehet azon géneknek, melyek a maj (esetlegesen egyéb szovetekben,
szervekben is) carcinogenezis soran eldsegiti invazidt és a mesztazisok kialakuldsat.

Oralis squamous sejtes carcinoméban az EZH2 és E-cadherin szintje forditottan valtozott,
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a nyirokcsomo6 metasztazist add esetekhez magas EZH?2 és alacsony E-cadherin tarsult
(Wang és mtsai 2010). Ezt magyarazza az EZH2 overexpresszidja esetén létrejovo
hiszton trimetilacio altali E-cadherin tumor szupresszor génjének csendesitése. In vitro

vizsgalatokban az EZH2 kiiitése révén normal E-cadherin expressziot talaltak (Fujii és

s

--------

utal arra, hogy az E-cadherin szintjének csokkentésén kiviil mas EZH2 altal regulalt
faktorok is részt vesznek a migracid szabalyozasaban.

Az EZH?2 szdmos, a daganatok progressziojaban fontos szerepet jatszé utvonallal,
igy a Wnt, Ras, NF-k B, BMP ¢és Notch ttvonallal kapcsolatban all (Tsang és Cheng
2011). Molekularis és funkcionalis vizsgalatokkal megallapitottak és igazoltak HCC-s
mintdkban és sejtvonlakban is a Wnt/B-catenin utvonal antagonistdinak EZH2-medialt
transzkripcids gatlasat, mely altal aktivva valik az utvonal, és a hepatocarcinogenezis
soran nagy szerepe van az EZH2 altali sejtproliferacio kivaltasaban (Cheng és mtsai
2011). Tovabba, leirtak a B-catenin és EZH2 ko-expressziojat is 179 human HCC-s
mintan, mely az esetek 34%-ban jelen volt. Mindkét fehérje a kevésbé differencialt
mintakban mutatott er6sebb expressziot, €s egyik fehérje sem volt kimutathat6 a kérnyezo
vagy a normal majmintdkban. Tovabb vizsgdlva a ko-expresszidt mutatd eseteket,
megallapitottak, hogy CTNNBI1, AXIN1 és AXIN2 génekben minddssze két esetben (25
esetet vizsgaltak) talaltak misszensz mutaciot. Ez arra utal, hogy a HCC-s mintdkban a
Wnt Gtvonal aktivalodasa nem genetikai mutacio eredménye, hanem lehet az EZH2 altali
epigenetikus modositas eredménye. Hasonld ko-expressziot emld tumorokban is leirtak
(Li és mtsai 2009). A HB etiopatogenezisében a Wnt titvonal aktivalodasa az esetek 70-
90%-ban kimutathat6. Ugyanakkor, mutaciot magaban a CTNNBI génben, vagy az
AXINI1, AXIN2 és APC génben csak az esetek 22-33%-ban lehet talalni (Zimmermann
2005). Ez alapjan a HB kialakulasa soran is feltehet6leg mas mechanizmusok is részt
vesznek a Wnt tutvonal aktivalodasaban. Munkankban kimutattuk az abnormalis
(nuklearis/citoplazmatikus) B-catenin jelenlétét a mintaink 95%-ban. A nuklearis B-
catenin és az EZH2 fehérjék egyiittes expresszioja a mintak 81%-ban megfigyelheto
volt. Mindkét fehérje szignifikansan magasabb szintet mutatott a

differencialatlanabb embrionalis komponensben, és egyik fehérje sem volt
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kimutathaté a koérnyez6, tumormentes majmintakban. Ezen eredményilink —az
irodalmi adatokkal egybevagoan- alapjan felvethetjiik a HB kialakulasaban is egy EZH2
altali epigenetikus modositds szerepét ¢és jelentdéségét a Wnt/B-catenin utvonal
aktivalodasaban. Ez a megallapitas még tovabbi molekularis és funkcionalis vizsgalatokat
igényelne.

Az EZH2 expresszidjanak tanulmanyozasaval igazoltuk az epigenetikai
szabalyozd mechanizmusok szerepét a HB kialakuldsaban. Ugyanakkor, az eltérd
expresszios szint a két szubitpusban igazolja a HB molekularis heterogenitasat és a két
szubtipus eltéré kimenetélét is magyarazhatja.

Elsoként kimutattuk az EZH2 fehérje expressziojat human abortumok
majmintain. Az EZH2 a PCG komplex részeként fontos szerepet jatszik a sejtek
identitdsanak kialakitasaban, expresszidja domindns az embriondlis fejlédés soran, mig
szintjének csokkenése figyelhetd meg bizonyos differencialt szovetekben. Mintainkban
leirtuk fehérje jelenlétét az embriondlis fejlodés kezdeti iddszakaban, hiszen alapvetd
funkcidja a kromatin allapotanak kialakitdsa, a novekedésben fontos szerepet jatszo
gének regulaldsa, a hematopoetikus sejtek fejlodésének, differencidlodésanak és az X-
kromoszoma inaktivitasanak ellenérzésében van (Lessard és Sauvageau 2003). A fehérje
nélkiilozhetetlen a fetalis hemopoézis soran, ugyanakkor a csontvel6ben jelen 1évo
hemopoetikus Ossejtek onmegujulasi képességére nincs hatassal (Mochizuki-Kashio és
mtsai 2011). A normal hemopoézis soran szerepe bizonyos hemopoetikus stem cell

gének, igy az Evil és Ntrk3 gének reguldlasdban van. Az EZH2 null egerekben letalis

------

.....

2001). A fehérje delécidja a felnétt csontveldben nincs hatassal az eritropoezis
folyamatara, felndtt egerekben az EZH2 delécidja fokozza a thrombocyta képzodést. A
megakariocytas differenciacionak a csontvelében ugyanakkor negativ regulatora. A
fehérje génje a 7-es kromoszoman talalhatd, melynek delécidja szdmos hematologiai
korképben, mint myelodiszpldzids szindromaban vagy myeloproliferativ neoplazidkban
kimutathat6. Myelodiszplazids szindromaban vagy myeloproliferativ neoplazidkban
funkciovesztd mutaciojat irtak le, ami arra utal, hogy a fehérje nem csak onkogénként,

hanem tumorszupresszorként is viselkedhet (Nikoloski és mtsai 2010).
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A két epithelilalis szubtipus elkiilonitése céljabol vizsgaltuk a hepatoctya
Kimutattuk a hepatocyta specikikus marker, az arginaz-1 expressziéjat human
epithelialis HB mintikon. A tumoros mintdk 100%-a expresszalta a fehérjét, nem
mutatkozott kiilonbség a 2 szubtipus expressziojanak tekintetében. A tumormentes,
kornyez0 majmintdk mindegyike expresszalta a fehérjét, nem volt kiilonbség ezen
minték, és a tumoros mintak Arg-1 expresszidja tekintetében. Ez utal arra, hogy az Arg-
1 expresszio mértéke nem fiigg a szovettani szubtipustol, illetve nem tekintheto
differenciaciés markernek a HB-k diagnosztikajaban. Az Arg-1 mind a benignus,
mind a malignus hepatocytak szenzitiv és specifikus markere (Taylor és Haque 2011).
Szamos, a HCC-k diagnosztizalasara hasznalt markerek (AFP, HepPar-1, glypican-3)
koziil az Arg-1 bizonyult a legspecifikusabbnak és legszenzitivebbnek (Yan és mtsai
2010). 1222 mintat elemezve minddsszesen 1 prosztata adenocarcinoma volt Arg-1
pozitiv. Timek és mtsai ugyanakkor 1250 kiilonb6z6 eredeti -nem hepatocellularis -
sebészi rezekcids mintat vizsgalva egyben sem talaltak pozitiv Arg-1 festodést (Timek és
mtsai 2012). 61 metasztatikus adenocarcinomat vizsgalva 3 esetben talaltak pozitivitast:
pancreas, colorectalis és emld eredetii adenocarcinomakban (Fujiwara és mtsai 2012). A
HCC-k egy ritka formajaban, a schirrhosus HCC-ben is leirtdk az Arg-1 expressziot, a 20
minta 85%-ban (Krings ¢és mtsai 2013). Hilaris ¢és periférias intrahepatikus
cholangiocarcinoméaban (ICC) is leirtak Arg-1 kifejezddést, fliggetleniil a szdvettani
tipustol (lida és mtsai 2011). A periférias ICC-s esetekben a kevésbé differenecialt
adenocarcinomak ¢és a kozepesen-és jol- differencialt tubularis adenocarcinomak vagy
papillaris adenocarcinomak is egyarant, kiilonbség nélkiil kifejezték a fehérjét. A hilaris
ICC-k esetében ugyanakkor a pozitivitast ado esetek mindegyike kdzepesen vagy jol
differencialt tubularis vagy papillaris adenocarcinomanak bizonyult.

Mintdinkban nem talaltunk osszefiiggést az Arg-1 expresszids szintje és a
betegség kimenetele kozt. Mao ¢s mtsai HCC-s mintdkat vizsgalva megallapitottdk a
magasabb Arg-1 szint és az ehhez tarsulo portalis és mikrovaszkularis invazio6 ritkabb
el6fordulasat (Mao és mtsai 2013). A magasabb Arg-1 szinthez alacsonyabb TNM
statuszt, €s jobban differencialt szovettani felépitést asszocialtak. Tulélési analizissel a
fehérje magasabb szintje €s az alacsonyabb kiujulasi rata és megnovekedett talélés kozott

talaltak kapcsolatot. Ez a fehérje lehetséges tumorszupresszor szerepére utalhat.
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Eredményeinket Osszegezve szamos megallapitast tehetiink. Vizsgalatainkkal
igazoltuk, hogy a HB eltér6 szubtipusaiban a TJ fehérjék, illetve az epigenetikus regulator
fehérjék expresszioja is megvaltozott. Egy ujonnan leirt, kevésbé tanulmanyozott tight
junction fehérje, a tricellulin jellegzetes mintazatat eldszor irtuk le humén
hepatoblastomaban. Kimutattuk a fehérje, ezaltal a TJ eltérd szerkezetét a két epithelilais
szubtipusban, mely kiilonbség a tulélésben is kimutathato volt. Osszefiiggést mutattunk
ki a fehérje expresszids szintje €s a tulélés kozott. Mintainkban €s egy altalunk vizsgalt
sejtvonalban sikeriilt kimutatni a tricellulin nuklearis lokalizacidjat, ennek jelentOsége
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Elsoként irtunk le az epithelidlis hepatoblstoma két komponensének eltéré EZH2
expresszios mintazatat.

Szintén elsoként irtuk le a hepatocyta specifikus marker, argindz-1 nagy
specificitasu kifejezodését hepatoblastoma mintakon.

Igazoltuk és kimutattuk human magzati majmintakon a claudin-1, tricellulin és

EZH?2 fehérjék jelenlétét.
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8 KOVETKEZTETESEK

Elsoként mutattuk ki a TJ fehérje; a tricellulin (TRIC) expresszidjat human
epithelialis hepatoblastomaban.

Igazoltuk, hogy a TRIC fehérje a HB két eltéré differencialtsagn fetalis, és
embrionalis szubtipusaban is expresszalodik, a fetalis szubtipusban szignifikansan
magasabb expresszids szintet mutatott az embriondlis szubtipushoz viszonyitva. Ez
arra utal, hogy a TRIC fehérje a két epithelidlis szubtipus differenciacios
markerének tekinthetd.

A TRIC-t fokozottan expresszalo esetkhez szignifikansan jobb teljes talélés tarsult
a TRIC-t alacsony mértékben expresszalé mintdkhoz képest. Igy a TRIC
expresszios szintje segithet a progndzis eldrejelzésében.

Kimutattuk a nuklearis TRIC jelenlétét human hepatoblastoma mintdkon, €és
hepatocellularis sejtvonalon.

Elsoként mutattuk ki az EZH2 fehérje eltérd expresszids szintjét a fetalis, és az
embrionalis szubtipusban. Az embriondlis sejtek szignifikinsan magasabb
mértékben fejezték ki a fehérjét, mely az EZH2-nek az epigenetikus szabalyozo
mechanizmusokban betdltott szerepét hangstlyozza. Az EZH2 a két epithelilis
szubtipus differenciacids markerének tekinthethetd.

Mas szerzokhdz hasonloan a B-catenin abnormalis expressziojat észleltik HB
eseteinkben, mely megerdsiti és igazolja mintainkban is az ismert Wnt/3-catenin
utvonal kéarosodasat, mint jellegzetes molekularis eltérést. A B-catenin nuklearis
expresszidjaban kiilonbséget talaltunk a HB két szubtipusai kozott, mely
szignifikansan magasabb volt az. embrionalis sejtekben.

Eszleltiik a nuklearis B-catenin és EZH2 fehérjék egyiittes expressziojat a mintak
nagy szédzalékaban. Ez jelezheti és utalhat a Wnt/B-catenin Utvonal epigenetikus
regulacié miatt bekdvetkezd aktivaciojara hepatoblastoma mintédkban.

Els6ként irtuk le az arginaz-1 fehérje igen magas expresszidjat a fetdlis és az
embriondlis szubtipusban. Nem talaltunk kiilonbséget a fehérje kifejez6désében a
két szubtipus tekintetében, igy ez a fehérje nem alkalmas a két szubtipus
elkiilonitésére.  Ugyanakkor, hasznos marker lehet a hepatoblastoma

diagnosztizalasaban.
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Els6ként irtuk le human foetusok majmintain a tight junction fehérje claudin-1 és
tricellulin expresszidjat. Mindkét fehérje a magzati fejloddés korai idészakaban, a
14. gesztacids héten mar kimutathato. Ez jelzi mindkét fehérje fontos funkciojat a
ma4j normalis fejlédésének biztositasaban.

Elsoként irtuk le az EZH2 humén foetusok majmintdiban valé expresszidjat. A

fehérje is az egyedfejlodés korai, 14 hetes idoszakaban mar megjelenik.
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9 OSSZEFOGLALAS

A hepatoblastoma (HB) a gyermekkori malignitasok 1%-t teszi ki, 5 éves kor alatt
diagnosztizaljak leggyakrabban (atlagosan 18 honapos korban). A tight junction fehérjék
differencial-diagnosztikai €s prognosztikai szerepe szamos human daganatban
bizonyitott, ezentll ezen fehérjék terapids célpontként is szolgalhatnak.

Célunk a nemrég leirt tight junction protein, a tricellulin (TRIC) expresszidjanak
immunhisztokémiai vizsgalata human hepatoblastoma mintdkon. Leirtuk a TRIC
expresszidos mintazatait human HB mintakon, szignifikdns kiilonbséget mutattunk ki a
TRIC-t nagymértékben expresszalo fetalis epithelialis szubtipus, és azt kisebb mértékben
expresszald embrionalis szubtipus kozott. Immunfluoresszens vizsgalattal is igazoltuk a
fehérje expresszidjat. Kimutattuk, hogy a TRIC-t magasan expresszald esetekhez
szignifikansan jobb kimenetel tarsul, mint az azt kis mértékben expresszalo esetekhez.
Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a TRIC differenciacios markernek tekinthetd, és
hasznos marker lehet a prognozis elérevetitésében. Leirtuk a TRIC expresszids mintazatat
human abortumok méjmintain. A fehérje az egyedfejlodés 14. hetében mar
expresszalodott, és szintén kimuttatuk a 23. gesztacios héten is. Ez jelzi a TRIC fontos
szerepét a normal majfejlddés sordn. Hasonloképpen, leirtuk a claudin-1 fehérje

Kimutattuk, hogy az epigenetikus regulator fehérje, az EZH2, a hepatoblastoma
embrionalis tipusu sejtjeiben szignifikdnsan magasabb mértékben expresszalodik, mint a
fetalisban ¢s igy a két epithelidlis szubtipus differencidcios markerének tekinthetd.
Leirtuk az EZH2 expresszios mintdzatat human abortumok majszovetében. A fehérjét a
14-24. gesztacios hétig végig kimutathato.

A hepatocyta specifikus argindz-1 kifejez6dését vizsgalva kimutattuk, hogy a
hepatoblastoma mintdk mindegyikében expresszalodo fehérje nem mutatott kiilonbséget
a két epithelilalis komponens kozott.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a TRIC és EZH2 fehérjék eltérd mddon
expresszalodnak a két epithelialis komponensben, igy azok differenciacidos markerének
tekintheték. A két fehérje szintén hasznos, segité marker lehet a mindennapi rutin

diagnosztikdban a prognodzis és kimenetel eldrejelzése szempontjabol.
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10 SUMMARY

Hepatoblastoma (HB) is the most frequent malignant primary liver tumor in
infancy and early childhood, representing approximately 1% of paediatric solid tumours.
Expression pattern of tight junction (TJ) proteins might be an ancillary tool in case of
many human cancers as regards the differential diagnosis and prognosis.

Based on these data, we aimed to investigate the expression of a newly described
member of the TJ family, tricellulin (TRIC), in different epithelial types of HB. Fetal
epithelial type cells expressed higher TRIC IHC score than the embryonal epithelial cells.
Moreover, tricellulin expression was investigated by immunofluorescent staining. Our
study proved that high TRIC expression is associated with a considerably more
favourable overall survival of HB patients as compared with low TRIC expression. Based
on these data TRIC might have role in the differentiation, progression. aggressiveness.
Investigating 57 spontaneous abortions we concluded that TRIC is expressed in the
developing human liver from week 14 to week 23. These results indicate that TRIC has a
major role in the normal development of the liver. Similarly to TRIC, Claudin-1 (CLDN-
1) expression was investigating in developing liver from week 14 to week 23.

Enhancer of zeste homologue 2 (EZH2) -histonemethyl-transferase - was detected
in both embryonal and fetal cells in 100% of HB cases. The expression of EZH2 was
significantly higher in the embryonal component when compared with the fetal
component. EZH2 might be an ancillary marker available for the morphological
distinction between fetal and embryonal subtypes. We concluded that EZH2 is strongly
expressed in the developing human liver from week 14 to week 23.

Our further aim was to explore the highly hepatocyte specific marker Arginase-1
(Arg-1) expression in HB samples. All cases of hepatoblastomas showed
immunoreactivity for Arg-1 with strong, diffuse positivity. No significant differences
were detected between fetal and embryonal subtypes.

Taken together, this is the first report describing the expression of TRIC in HB
and based on the significant differences found in the expression patterns of TRIC and
EZH2 in both fetal and embryonal compartments, the proteins can be considered to be
differentiation markers of these two components. TRIC and EZH2 might well be ancillary
tools for the detection of HB and the prediction of survival of patients treated for HB.
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Asszonynak mindenre Kiterjed6 figyelmét és tanacsait, tovabba, hogy a patologiai
tudoméanyokban és ezen munkam sordn is folyamatosan segitett és iranyitott. Kiilon
koszondm, hogy lehetdséget teremtett tudomanyos eredményeink szamos, nivos
nemzetk6zi konferencian valo bemutatasara

Ezen tudomanyos munkam elvégzése soran Kiss Andras docens ur folyamatosan
mindvégig nagy odafigyeléssel irdnyitott, maximalisan tdmogatott és biztositotta a
lehetdséget, hogy a laboratériuméban dolgozzam. Kiilon koszonom segitségét a Doktori
Iskoldba valo6 jelentkezésem soran.

Szeretném megkdszonni Dr. Lendvai Gabor alapos és kitartd segité munkajat,
hasznos észrevételeit.

Koszonettel tartozom Dr. Lotz Gabor docens urnak az immunhisztokémiai és
immunfluoreszcens vizsgélatok kivitelezésében és értekelésében nyujtott segitségéert.

Ko6szonom Dr. Kenessey Istvannak a statisztikai szamitasokban nyujtott
irdnymutatast, segitséget.

Koszonet Dr. Garami Miklés docens turnak és Dr. Jakab Zsuzsanna
doktorndnek, hogy a betegek klinikai adatait rendelkezésemre bocsatottak.

Dr. Baghy Kornélia nagy segitséget nyujtott a mintaink kivalasztasaban, illetve
a sejtvonalakkal kapcsolatos vizsgalatok kivitelezésében, koszonet érte.

Hasonloéan halaval tartozom az intézet asszisztenseinek. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok kivitelezésében Sklanitzné Samodai Erikanak és Gregor Viktorianak
koszonom faradhatatlan segitségiiket €s tandcsaikat az immunhisztokémiai vizsgalatok
elvégzésével kapcsolatban. Koszonettel tartozom Pekar Zoltinné Magdinak ¢és
Horvath Csillanak is, akik mindig rendkiviil készségesen segitettek a vizsgalatok
elvégzése soran A rutin hisztologiai laboratoriumbol kdszonet a sok segitségért Tordainé

Szabé Hedvignek.
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Szeretném megkoszonni a forditasok, lektordldsok, az adminisztrativ teenddk
soran kapott segitséget Rigoné Kalé Elviranak.

Koszonet illeti a I1.sz. Patologiai Intézetben dolgoz6 PhD hallgato tarsaimat és
kollégaimat —Dr. Gyongyossy Benedeket, Dr. Haldsz Juditot, Dr. Kiss Orsolyat, Dr.
Imrédi Eleonoérat, Gyugos Monikat, Dr. Tékés Anna-Mariat, Vigh Esztert—, akikre
mindig tamaszkodhattam vizsgalataink kivitelezésekor, és akik hasznos tanacsokkal
lattak el, és nem utols6 sorban, akikkel sokszor egyiitt osztoztunk a PhD munka
nehézségeiben.

Végiil, szeretném megkdszonni csaladomnak és barataimnak biztatd szavaikat,
belém vetett bizalmukat és tiirelmiiket. K6szondm paromnak, Olah Gergelynek tiirelmét,
faradhatatlan segitséget munkdm megirasaban, elkészitésében, szerkesztésében.
Ko6szonom, hogy végig mellettem allt és tamogatott, lelkesitett és elviselte a munka

készitésével jaro sok lemondast.
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