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1. BEVEZETES

Szadmos tanulmany a gyermekkori tumorok - koztiik a majtumorok - novekvo
incidencidjarol szamol be. Ezeknek a majtumoroknak kétharmada malignus és 70%-a
hepatocellularis eredetii, mely hepatoblastoma (HB), vagy hepatocellularis carcinoma
(HCC). A HB a leggyakoribb primer gyermekkori malignus majtumor a nyugati
orszagokban, incidencidja 1.6-2 eset/millidé gyermek, szemben a HCC 0.29-0.45
eset/millié gyermek incidencidjaval. Magyarorszagon évente 2-3 eset fordul el6 (Magyar
Gyermek Tumor Regiszter). A hepatoblastoma az esetek 80%ban unifokalisan jelenik
meg, klinikailag altalaban tliinetmentes, nagy hasi terimeként jelentkezik, hepatomegalia
észlelhetd, ritkan akut has formajaban jelentkezik, lazzal egyiittesen. Az alfa-fetoprotein
(AFP) szint a betegek 90%-ban emelkedett, Gjsziilottek esetében viszont a fiziologiasan
magasabb AFP szint megtévesztd lehet. Egy nemrég leirt diagnosztikus marker, a DLK1,
specifikus és szenzitiv markernek bizonyult HB-ban.

A HB feltételezhetéen olyan hepatocyta prekurzor sejtekbol ered, melyek a
majfejlédés kiilonbozo stddiumait reprezentaljak. A tumor szovettani megjelenése
alapjan képzett csoportok tiikkrozik ezen stadiumokat, melyekhez eltéré prognoézis tarsul.
Az epithelidlis HB a leggyakoribb tipus, melyben éltalaban tobb szdvettani komponens
lathato, igy ezen beliil leggyakoribb a kevert fetdlis/embrionalis tipus, azonban a két
komponens elkiilonitésére kevés marker all a rendelkezésiinkre.

A sejtkapcsolatok megvaltozasa a daganatok kialakulasanak és a tumoros
progresszionak alapvetd torténése. Munkacsoportunk korabban mar leirta a tight junction
(TJ) fehérje claudin -1, 2 eltérd expressziojat HB kiillonb6zd szovettani szubtipusaiban.
Nem rendelkeziink azonban adattal a nemrégen leirt, harom epithelialis sejt kapcsolddasi
pontjanal elhelyezkedd fehérje, a tricellulin (TRIC) expresszidjarol human HB-ban.
Ugyanakkor,  hepatocellularis  carcinomaban,  fibrolamellaris HCC-ben  és
cholangiocarcinomaban (CC) eltéré iranyu expressziojat irtak le és a kiilonbozo
expresszios szintek Osszefliggést mutattak a taléléssel is.

Az epigenetikus szabalyoz6 mechanizmusok koziil a hiszton metiltranszferaz
aktivitassal rendelkezé enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) fehérje fokozott
kifejezddését szamos ham- és nem ham eredeti daganatban is leirtak, expresszios szintje

és a kimenetel kozott szoros Osszefliggés volt igazolhato. Az EZH2 emelkedett szintje és



a rosszabb kimenetel kozott Osszefiiggést talaltak HCC-ben és CC-ban. Nem

A HCC diagnosztikdjaban az argindz-1 fehérje nagyon specifikus és szenzitiv
hepatocyta specifikus markernek tekinthetd, mely segit a primer HCC és a metasztatikus
adenocarcinomak elkiilonitésében is. Nem rendelkeziink adattal azonban arrol, hogy ezen

marker a HB-ban is expresszalodik-e.



2. CELKITUZESEK

A daganatok pathogenezisében fontos szerepet jatszd sejtkapcsolatok
megvaltozasat munkacsoportunk kordbban szamos daganatban leirta. Nincs viszont
informécié az Ujonnan felfedezett tight junction fehérje, a tricellulin expresszidjara
vonatkozoan HB-ban, mely adattal szolgalhat ezen daganat patogenezisére vonatkozoan.
Ugyancsak nincs ismeretiink a szamos tumorban leirt epigenetikus szabalyozo
molekulanak, az EZH2 fehérjének a hepatoblastoma kiilonboz6 szovettani tipusaiban
valo kifejez6désérdl. Szintén nincs adatunk a HCC-ben nagy szenzitivitassal és
specifitassal expresszalodo arginaz-1 fehérje kifejez6désérél sem a HB-ban.

A fenti szempontok figyelembe vételével a kdvetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk
meg:

e A tricellulin expresszidjanak vizsgdlata humén epithelialis hepatoblastoma kiilonb6z6
differencialtsaga szovettani tipusaiban.

e Az EZH2 fehérje expresszidjanak vizsgalata human epithelialis hepatoblastoma
kiilonboz6 differencidltsagh szovettani tipusaiban.

e Az arginaz-1 fehérje kifejez0désének vizsgalata human epithelidlis hepatoblastoma
kiilonb6z6 differencidltsagl szovettani tipusaiban.

¢ A [-catenin expresszidjanak vizsgalata a két epithelialis komponensben.

e Az immunhisztokémiai vizsgalatokkal kapott eredmények ¢és a tulélési adatok
Osszevetése, elemzése, kiértékelése.

e A HB tisztazatlan eredetének megértése céljabol vizsgaltuk a tight junction proteinek
(claudin-1 és TRIC) és EZH2 expressziojat az egyedfejlodés kiilonbozo idészakaiban

human fetalis majmintakon.



3. MODSZEREK

3.1. Betegek és szovetmintak

Mintainkat a Semmelweis Egyetem II. szamt Patologiai Intézetének és az I. sz.
Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetének archivumaban 21, tisztan epithelidlis HB
diagnozissal lezart esetekbdl valasztottuk. A 21 tumoros beteg életkora 3.6-189.8 honap
(atlagosan 45.9 honap), a fiu/lany arany 11/10 volt. A 21 eset mindegyike a SIPOEL
nemzetkozi protokollnak megfeleléen pre-operativ kemoterapian esett at. 12 fetalis és 9
embrionalis/fetalis tipus megoszlasban. Az utdbbi 9 esetbdl 5- ben a fetalis komponens
aranya kevesebb, mint 5% volt, mig 4 esetben ez az arany elérte a 30-50%- ot. Az el6bbi
esetekbdl csak embriondlis teriiletet, mig az utobbiakbol mind embrionélis, mind fetélis
teriiletet tudtunk értékelni és a kiértékelésbe bevonni. Igy osszesen 16 fetalis, 9
embrionalis illetve 16 tumormentes, kornyezé majminta allt rendelkezésiinkre. Az 57
abortum atlag kora 19 hét volt, a legkorabbi terhességi hét 13 hetes volt, a legidsebb 23

hetes.

3.2. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A beérkezett mintdk feldolgozasa a rutin laboratériumi protokoll szerint tortént. A
paraffin blokkba dgyazott (FFPE) mintakbdl 3-5 pum-es metszetek késziiltek, amelyeket
haematoxylin eosinnal festettiink meg. Az immunhisztokémiai reakciokat HRP Multimer
alapu biotin mentes detektalasi technikaval miikodé Ventana Benchmark XT (Ventana
Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA) automatizalt immunfest6 automataban a gyarto
protokolljanak megfeleléen allitottuk be. Az altalunk vizsgalt primer antitestek: arginaz-
1 (poliklonalis nytl, Sigma);, B-catenin (monoklonalis egér, Millipore); claudin-1
(poliklonalis nytl, Cell Marque); EZH2 (monoklonalis egér, BD Transduction

Laboratories™); tricellulin (poliklonalis nyul, Invitrogen).

3.3. Szoveti multiblokk (tissue microarray-TMA) készitése

A magzati majakon végzett immunhisztokémiai reakcidokat 50 fér6helyes TMA
blokkokon vizsgaltuk. Vizsgalatunkban a 3D Histech (1122, Budapest, Hungary) cég
automatizalt TMA Master késziilékét hasznaltuk.



3.4. Szemikvantitativ kiértékelés
Az immunreakciodk kiértékelésénél 10 random kivalasztott nagy nagyitasu latétérben
(400X) 100-100 sejtet vizsgaltunk. A TRIC ellenes antitesttel végzett vizsgalatokban a
reakciot linearis vagy pontszeri membrandzus festddés estében értékeltiik pozitivként.
Az EZH2 esetében a nukledris reakcidt értékeltiik. Hasonldé modon vizsgalva az
el6zéekhez, a B-catenin esetében a nuklearis, illetve a citoplazmatikus kifejezédést is
értékeltiik. Az Arg-1 értékelésénél a nuklearis vagy citoplazmatikus festodést tekintettiik
pozitivként. A reakciderdsség pontértékei a kovetkezok voltak: O pont — negativ reakcio;
1 pont — gyenge reakcio; 2 pont — kdzepes reakcid; 3 pont — erds reakcio. A pozitivan
fest6do sejtek szazalékos aranyat a kovetkezok szerint adtuk meg:
3 pont = 66-100%
2 pont = 31-65%
1 pont = 6-30%
0 pont =< 5%.
Az Osszesitett pontértékek (intenzitds+szazalék) 0-6 kozott mozogtak. A O pontot

negativnak tekintettiik immunhisztokémiai szempontbol.

3.5. Sejttenyésztés

Az altalunk vizsgalt sejtvonalak az American Type Culture Collection (Manassas,
VA) cégtél szarmaznak: Hep3B hepatocellularis carcioma (ATCCe HB-8064), HepG2
hepatocellularis carcioma (ATCCe HB-8065™), HEK-293 embrionalis vese (ATCC-
1573) és HUH-7 (ATCC HB- 8064) hepatocellularis carcinoma sejtvonal.

3.6. Immunfluoreszcens vizsgalatok

5 HB esetbdl és 10 foetalis mdjmintan végeztiink immunfluoreszcens vizsgalatot
Alexa Fluor 488 (donkey anti mouse 1gG, donkey anti rabbit IgG, Invitrogen, Eugene,
Oregon, USA, LOT: 41225A, 556439) és Alexa 568 (goat anti rabbit IgG, goat anti mouse
IgG, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA, LOT: 633194, 84E1-1) jelolt szekunder

antitestekkel.

3.7. Statisztikai analizis



A kiilonboz6 csoportok kozotti immunhisztokémiai score értékek dsszehasonlitasara
Kruskal-Wallis ANOVA tesztet alkalmaztuk. A hepatoblastoma mintak és a kornyezd,
nem tumoros mintak kozotti kiilonbséget a Mann-Whitney U teszt segitségével
értékeltiik. A klinikai paraméterek vizsgalata esetén Fisher- féle exact tesztet
alkalmaztunk. A talélési analizist (teljes talélés és eseménymentes talélés) Kaplan-Meier
modszerrel végeztikk, a kapott talélési gorbék Osszehasonlitasahoz log-rank tesztet
végeztiink. A statisztikai analiziseket a STATISTICA 9.0 segitségével végeztiik (StatSoft
Inc., OK, USA). Az eredmények értékelésekor p <0,05 valtozast tekintettiink
statisztikailag szignifikans kiilonbségnek.



4. EREDMENYEK

4.1. Arginaz-1, B-catenin, EZH2 és tricellulin vizsgalata a tumormentes,
kornyezé majmintakon immunhisztokémiai médszerrel. Az arginaz-1 erds nuklearis
¢és/vagy citoplazmatikus festddést mutatott a hepatocytak 100%-ban, jelezve ezzel a
nagymértéki specificitdsat ezen sejtekre. A portalis traktus képletei (beleértve a biliaris
traktust, artériakat és vénakat) nem mutattak festédést.

A B-catenin  a tumormentes, kornyez6 ~majban nem  mutatott
nukledris/citoplazmatikus festddést, a hepatocyakban és a bilidris képletekben egyforma
erdsségli membrandzus expressziot lattunk.

Az EZH2 elleni antitesttel sem a hepatocytak, sem a bilidris traktus képletei nem
mutattak festddést az altalunk vizsgalt majmintak egyikében sem.

A tricellulin membrandzus expresszidjat a mintak 100%-ban észleltiik, leginkabb
pontszeri akkumuldcidként megjelenve hdrom sejt taldlkozésanal. A tricellulin
immunreakcidk intenzitdsa valtozoé volt a kiillonb6zd tumormentes, kérnyezé majmintak
kozott. Ugyanakkor altalaban a hepatocytak apikalis poélusa és a bilidris hamsejtek

intenzivebb reakciot mutattak.

4.2. Arginaz-1, B-catenin, EZH2 és tricellulin vizsgalata hepatoblastoma
kiilonb6z6 differencialtsagi komponenseiben immunhisztokémiai modszerrel. Az
Arg-1 esetében nem mutatkozott kiilonbség a fetalis €és embriondlis komponens kozott,
mindkét tipusban a tumorsejtek sejtmagjaban és/vagy citoplazmajaban expresszalddott a
fehérje. Szintén nem volt kiillonbség az immunreakcid szézalékos ardnya vagy az
intenzitasa tekintetében a hepatoblastoma tumoros mintak és a tumormentes, kdrnyezo
majmintak kozott.

Citoplazmatikus és/vagy nuklearis B-catenin expressziot a mintak 95%-ban
(20/21 eset) talaltunk, szemben a tumormentes, kornyezd méjmintakkal, ahol csak
membrandzus reakcidt tapasztaltunk. A nuklearis B-catenin expresszio tekintetében
szignifikans eltérést talaltunk a két komponens kozott: az embrionélis komponens sejtek
szignifikdnsan magasabb immunhisztokémiai pontértékkel (nagyobb szazalékos
pozitivitassal) rendelkeztek a fetalis sejtekhez viszonyitva. Mindkét komponensben

diffuz citoplazmatikus festddés 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 taldltunk
szignifikans kiilonbséget. Mivel a tumormentes, kornyezé majmintakban nem talaltunk a
szignifikans kiillonbség jelenléte a normal majmintak és a tumoros komponensek kozott.

Nuklearis EZH2 reakciot mind az embriondlis, mind a fetdlis sejtekben
¢észleltlink, a hepatoblastoma mintdk mindegyikében (21/21 eset). Mindkét
komponensben a reakcid intenzitdsa a kozepes €s nagyon intenziv kozott mozgott.
Ugyanakkor, a tumormentes, kornyez6 majmintak egyikében sem taldltunk festédést az
EZH2 elleni antitesttel. Ezekben a mintdkban sem a portalis triaszt alkotd hepatikus
artéridkat és portalis véndkat béleld endothél sejtek, sem pedig a biliaris epithelilalis
sejtek nem mutattak festddést. Mind a fest6do sejtek szazalékos aranya, mind a festddés
intenzitasa szignifikdnsan magasabb volt az embrionalis sejtekben a fetalis sejtekkel
Osszehasonlitva. Mindkét tumor szubtipus szignifikdnsan magasabb immunhisztokémiai
score értéket mutatott a tumormentes, kornyezd majhoz viszonyitva.

Membrandzus vagy pontszerli TRIC expressziét a mintak 90%-ban talaltunk
(19/21 eset). A jol differencialt fetalis szubtipus sejtjeiben intenziv és kiterjedt expressziot
lattunk a tumorsejtek membranja mentén, néhol linearis membran6zus, mashol pedig
pontszerli megjelenés formajaban. Az embrionalis komponens sejtjeiben kevésbé
intenziv reakciot talaltunk, illetve a festddd sejtek szézalékos aranya is kevesebbnek
bizonyult a fetalis sejtek TRIC expressziojahoz képest. Az embrionalis sejteken pontszerti
akkumulacioként expresszalodott a fehérje, a festddés leginkabb a sejtek altal alkotott
pszeudorozettdk luminalis polusara terjedt ki. Megfigyeltik tovabba, hogy a 21
hepatoblastoma minta kis részében, 5 esetben (24%) az elvart membrandzus TRIC
expresszio helyett a tumorsejtek 2-3%-ban nukleéris lokalizaciét mutatkozott. A mintdk
megoszlasat tekintve 4 fetalis és 1 embrionalis szubtipusuak voltak.

4.3. EZH2 és tricellulin vizsgalata hepatoblastoma tiidoattétjében. EQy
esetlink rendelkezésre allo tavolt tiidoattétjében az EZH2 ¢és tricellulin fehérjék
expresszidja kimutathatdo volt, a festddési mintazat a primer tumorban latottakkal
megegyezett.

4.4. Tricellulin vizsgalata hepatoblastoma mintikon immunfluoreszcens

moédszerrel. A rendelkezésre all6 6t fagyasztott HB mintank, melyek mind tisztan fetalis



szubtipusunak bizonyult, a tumorsejtek membranjuk mentén, féleg az apikalis poluson
expresszaltdk a fehérjét.

HB mintdk 100%-ban, mig nukleéris B-catenin expresszidt a mintadk 81%-ban talaltunk.
Mindkét fehérje esetében a teriilet szazalékos pozitivitas és a festddés intenzitasa is az
embrionalis komponensben mutatkozott magasabbnak. Mindkét esetben a fehérjék
expresszioja szignifikansan magasabb volt a jol differencialt fetalis komponenshez
viszonyitva. Szintén hasonldé modon, egyik fehérje sem mutatott festodést a tumormentes,
kdrnyez6 majban.

4.6. Utankovetéses vizsgalat. A 21 betegbdl a vizsgalatunk lezarasanak
idépontjaig 5 beteg (24%) hunyt el, minden betegnél a betegség progredialasat
allapitottak meg a halal okaként. Csak a szdvettani tipust tekintve, nem volt szignifikans
kiilonbség a fetalis (n=12) és az embrionalis/fetalis (n=5) esetek teljes tulélésében (OS)
¢és az eseménymentes tulélés (EFS) tekintetében sem. A tricellulint alacsonyan, azaz a
median alatt expresszald hepatoblastoma esetek szignifikansan rovidebb OS-el
rendelkeznek Kaplan-Meier analizisben a tricellulint magasan, a median folott
expresszalo esetekhez képest. Az EZH2-magas csoportban az OS 87.14, az EFS 63.98
honap volt, mig az EZH2-alacsony csoportban az OS 98.88, mig az EFS 94 honapnak
bizonyult, a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak, feltehetleg az alacsony
mintaszam miatt. Az arginaz-1 és 3-catenin expresszié nem mutatott dsszefiiggést az OS-
el és az EFS-el sem.

4.7. Tricellulin vizsgalata sejtvonalakban. A hepatoblastoma mintakban észlelt
nuklearis TRIC lokalizacio tovabbi vizsgalata révén immunfluoreszcens festéssel
vizsgaltunk 4 kiilonboz0 sejtvonalat, melyekben jol ismert a tricellulin jelenléte.

A HUH-7 és HEK 293 sejtekben nem taldltunk erés TRIC membrandzus
festddést, leginkabb gyenge, citoplazmatikus lokalizaciot lattunk. A citoplazmatikus
festddés a HEK 293 sejtvonal esetében erdsebbnek bizonyult. A Hep3B hepatocellularis
carcinoma sejtvonalon szintén nem lattunk membranézus TRIC expressziot, a
tumorsejtek citoplazméjukban expresszaltak a fehérjét. Ezzel szemben, a sokak altal
hepatoblastoma sejtvonalnak is mondott HepG2 sejteken a sejtek 100%-ban erds, diffuz,

egyenletes intranukleéaris TRIC festddést tapasztaltunk.



4.8. Fetalis majak vizsgalata immunhisztokémiai moédszerrel. A claudin-1
fehérje esetében minden mintankban a 14. héttdl kezdddden erds, illetve kdzepes
festddési intenzitdsu membrandzus festddést kaptunk, a fetalis majakban is az epeutak és
a hepatocytak apikalis polusa kifejezetten erdsen festédtek az antitesttel. A reakcio
kiterjedésében nem mutatkozott kiilonbség a kiilonb6z6 idés foetus-okban, a CLDN-1
minden esetben linedrisan koriilrajzolta a hepatocytdkat, annak ,Iépesméz-szerii”
mintazatot adva.

Az EZH2 megjelenése a legkorabbi, 14 hetes mintaban is mar megfigyelhet6 volt,
a hepatocytak és a hemopoetikus sejtek is nagymértékben kifejezték a fehérjét. A fetélis
majmintakban —hasonldan a gyermek és felndtt majakhoz- nem mutattak festodést az
eputi képletek. Megfigyelhetd volt a 23 hetes mintdkban a pozitivan festddd hepatocytak
szdmanak csokkenése. A felndtt és gyermek mdjak teljesen negativnak bizonyultak az
antitesttel

Sikeriilt kimutatni a TRIC membrandzus mintazatat a 14, 18, 19, 20, 21, 22 és 23
hetes foetus-okban. A legkorabbi mintaktol kezdve mind a hepatocytak, mind az epeuti
képletek expresszaltak a fehérjét.

4.9. Fetalis majak vizsgalata immunfluoreszcens modszerrel. 10 esetben
végeztiink immunfluoreszcens vizsgalatot EZH2 és TRIC fehérjékkel. Az EZH2
vizsgalatakor a fetalis majmintakon jol latszik a fehérje egyenletes eloszlasa a nucleus-
ban. Jol lattuk a TRIC membrandézus megjelenését a kiilonbozd kori magzati

majmintakon.
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5. Kovetkeztetések és uj megallapitasok

Els6ként mutattuk ki a TRIC expresszidjat human epithelidlis hepatoblastomaban.
Igazoltuk, hogy a TRIC fehérje a HB két eltérd differencialtsagh 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 mintakhoz képest. igy a TRIC
expresszios szintje segithet a progndzis eldrejelzésében.

Kimutattuk a nuklearis TRIC jelenlétét human hepatoblastoma mintakon, és
hepatocelluléris sejtvonalon.

Elsoként mutattuk ki az EZH2 fehérje eltérd expressziods szintjét a fetalis, és az
embriondlis szubtipusban. Az embriondlis sejtek szignifikdnsan magasabb
mértékben fejezték ki a fehérjét, mely az EZH2-nek az epigenetikus szabalyozo
mechanizmusokban betdltott szerepét hangsulyozza. Az EZH2 a két epithelialis
szubtipus differencidcidos markerének tekinthethetd.

Mas szerz6khoz hasonldan a B-catenin abnormalis expressziojat észleltik HB
eseteinkben, mely megerdsiti és igazolja mintainkban is az ismert Wnt/B3-catenin
utvonal karosodasat. A B-catenin nuklearis expresszidjaban kiilonbséget talaltunk
a HB két szubtipusa kozott, mely szignifikdnsan magasabb volt az. embrionalis
sejteben.

Eszleltiik a nuklearis B-catenin és EZH2 fehérjék egyiittes expressziojat a mintak
nagy szazalékaban. Ez jelezheti és utalhat a Wnt/3-catenin utvonal epigenetikus
Elséként irtuk le az arginaz-1 fehérje igen magas expressziojat a fetlis és az
embriondlis szubtipusban. Nem talaltunk kiilonbséget a fehérje kifejezédésében 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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9. Elsoként irtuk le human foetusok majmintain a tight junction fehérje claudin-1 és
tricellulin expressziojat. Mindkét fehérje a magzati fejlodés korai idészakéaban, a
14. gesztacios héten mar kimutathat6. Ez jelzi mindkét fehérje fontos funkciojat a
maj normalis fejlédésének biztositasaban.

10. Elsdéként irtuk le az EZH2 human foetusok majmintaiban valoé expresszidjat. A

fehérje is az egyedfejlodés korai, 14 hetes idészakaban mar megjelenik.
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