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1. BEVEZETES — IRODALMI HATTER

1.1. Normal pancreasszovet és hasnyalmirigydaganatok
1.1.1. A normal pancreasszovet felépitése és miikiodése

Az emberi hasnydlmirigy retroperitonealisan, a gyomor €s a harant vastagbél mogott, a
duodenum gorbiiletébe illeszkedve helyezkedik el. Anatoémiailag harom részbdl all,
ezek a fej, test és farok. Sulya altaldban 60-140 g, mérete atlagosan 15x3 cm.
Tekintettel a hasiiregben vald viszonylag rejtett elhelyezkedésére, megbetegedései

leggyakrabban csak igen eldrehaladott fazisban okoznak tiineteket, panaszokat.

Szovettani felépitését tekintve két funkciondlisan elkiiloniild egységbdl, exocrin és
endocrin részbdl épiil fel, melyek fejlodéstanilag is eltérnek egymastol (1. abra). Az
exocrin mirigyallomany kifejezetetten dominans, a teljes pancreas kozel négyotodét
alkotja; az endocrin mirigyek mennyisége 1-2%. A maradék hasnyalmirigyszovetet

erek és az extracellularis matrix (stroma) alkotja.

Az exocrin vagy Kkiilsé elvalasztasi hasnyalmirigy lobulusokbodl, tubulo-acinaris
egysegekbdl épil fel, melyek legfobb alkotdi az acinusok. Az acinusokat felépitd, a
sejtek basalis részén intenziven basophil festddésti, piramis alaka hamsejtek apicalis,
eosinophil cytoplasmédja tartalmazza a PAS-pozitiv zymogen granulumokat, melyekben
az acinussejtek altal termelt tobb tucat emésztéenzim taldlhatd. Ezen granulumok
tartalma vegetativ idegrendszeri vagy endocrin hatdsra az acinusok lumenébe jut. Az
exocrin hasnyalmirigyszovet masik alkotorésze az acinusok tartalmat elvezetd ductalis-
ductularis rendszer, azaz a ductussejtek. A nagyobb ductusokban mucin termelddik, mig
a kisebb, ductularis sejtek bikarbonatgazdag nedvet szekretdlnak. Ezekbdl fiziologias
esetben naponta kozel két liter hasnyal’ termelddik, mely a duodenumban termel6d6
cholecystokinin és secretin hatdsara, a ductus- és acinussejtek felszini receptoraihoz
kotddve a Wirsung-vezetéken keresztlil, a Vater-papillanal jut a patkobélbe. A
hasnyalmirigy szekretalt emésztéenzimei inaktivak, proenzim formajaban termelddnek.
Koziliik a legfontosabbak a tripszin, kimotripszin, az amilaz és lipaz, az elasztaz, az

aminopeptidazok és a nukleazok.
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Az endocrin hasnyalmirigy alkotéi a Langerhans-szigetek, melyek szovettanilag
konnyen elkiilonithetdek, az exocrin pancreasnal joval halvanyabbak. Egy human
hasnyalmirigyben kozel egymillio Langerhans-sziget talalhato; ezek legfobb feladata a
szénhidrat-anyagcsere hormonalis szabalyozasa. Sejtjei 6t tipusba sorolhatok: a szigetek
15-20%-at alkoto ’a’-sejtek glucagont termelnek, a 60-80%-ban jelen 1évo ’f’-sejtek
felelések az inzulin és az amylin képzddéséért, a 3—10%-ban el6forduld ’d’-sejtek
somatostatint szekretdlnak, a ’61’-sejtek a vasoactiv intestinalis peptid termelddését

tartjak fenn, a Langerhans-szigeteket 3-5%-ban alkoté PP vagy ’y’-sejtek a pancreaticus

crer

Acinussejtek

Zimogén granulumok

Golgi

Intercellularis
canalicuiusok

Centroaciner sejtek

1. abra. A human pancreas felépitése (1)

A hasnyalmirigy leggyakoribb megbetegedései koziil kiemelenddk egyes anatomiai
jellegli eltérései, fejlodési rendellenességei (pancreas divisum, pancreas anulare,
pancreas  accessorius), velesziiletett  anyagcsere-zavarai  (cysticus  fibrosis,
haemochromatosis), akut és kronikus gyulladasai, illetve az exocrin, az endocrin vagy a

stromaallomany jo- és rosszindulati daganatai.

10
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1.1.2. Hasnydlmirigydaganatok
1.1.2.1. Ductalis adenocarcinomak

A hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomai az exocrin pancreas tumorainak kézel 90%-
at alkotjak, a maradék 10% cysticus eredetii tumor. Ez a daganatcsoport az Osszes
rosszindulati daganat 5—6%-at alkotja, incidenciaja fokozatosan ndvekszik. 2008-ban az
Eurdopai Unid orszagaiban kozel 70 000 ember esetében diagnosztizaltak a korképet;

incidenciaja a magyar és a cseh férfiak korében a legmagasabb (2).

A pancreasdaganatok 2012-ben vilagszerte az Gsszes daganatos megbetegedés koziil a
15. helyen alltak, incidenciajuk 2,4%, ez a férfiak kozott 178 161 regisztralt esetet
jelent, a nék korében pedig 159 711 diagnosztizalt betegséget (2). A hazai statisztikai
eredmények alapjan a pancreasdaganatok eléfordulasa évente 13,5/100 000 f6 (3).
Leggyakrabban 60 ¢év felett fordulnak eld, tobbnyire férfiak esetében. Bar etiologiaja
nagyrészt ismeretlen, a hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomainak kialakulasaban
szamos rizikofaktor is szerepet jatszik, ezek koziil a legfontosabbak a dohéanyzés, a
talzott alkoholfogyasztas, a diabetes mellitus, a kronikus pancreatitis és a csaladi
halmozo6das — pozitiv csaladi anamnézis esetén gyakran deriil fény egyes génmutéciokra
(p16, BRCA-2) (4). Lynch- és Peutz—Jeghers-szindromas betegek, valamint benzidinnel

¢és B-naftilaminnal dolgozdokban gyakran el6fordulé tumortipus (5).

A betegségcsoportra jellemzd az érintett szerv anatomai elhelyezkedésébdl és a késon
jelentkezd tiinetekbdl adodod nehéz diagnosztika, a szerény kezelési lehetdségek ¢€s a
kifejezetten rossz prognozis: a diagnozis utan egy évvel a betegek kozel 90%-at
elveszitjiik; a taléldk csak az operalt populaciobol keriilnek ki. Otéves tlélése a
National Cancer Institure SEER Program statisztikai eredményei alapjdn mindossze

6,7% (2. &bra).

= e
=
= e
= n
=

2. abra. A pancreasdaganatok tulélése

A z061d alakok reprezentaljak az 6t éves tulélék aranyat (5%) (6).

11
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Metastatizald hajlama igen magas; a kurativ céllal végzett miitétek szovettani
anyagaban gyakran észlelhetOk perineuralis €s lymphovascularis invazié jelei is. Az
exocrin pancreas daganatok dontd tobbségét, kozel 90%-at alkot6 ductalis
adenocarcinomak kialakuldsanak esetében igen fontos jelenség az un. ’adenoma-
carcinoma szekvencia’ (3. abra) (7). Ennek kezdeti Iépcséfoka a pancreas
intraepithelialis neoplasia (PanIN); magaba foglalja a hasnyalmirigy ductalis
hamsejtjeinek hyperplasids, metaplasids és dysplasias elvaltozéasait. Kiilonb6zo
fokozatai ismertek, melyek az invaziv ductalis adenocarcinoma eldalakjainak

tekinthetdk (8).

Normal PanIN-1A 1 PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3

3. abra. A pancreasdaganatok >adenoma-carcinoma’ szekvenciaja (9)

A ductalis adenocarcinoma progresszios modelljében korai elvaltozasként (PanIN 1-2)
gyakran észlelhetd genetikai eltérés a MUC5, a PSCA ¢és a pl6 hianya, illetve a
daganatok kozel 100%-ban eléforduld KRAS és
BRAF mutacio, illetve a HER2/neu overexpresszidja (10).  PanIN-3 esetében mar
egyes tumorszuppresszor gének inaktivacioja is detektalhatdé (p53, DPC4, BRCA2,
SMAD4, pl6INK4A, TP53, MYC, KRAS2, és AKT2) (11, 12). Eldrehaladott
pancreasdaganatok esetében mind allélvesztéssel, mind allélnyeréssel jaro

kromoszomalis aberracié 1étét igazoltak.

A daganatok mirigyes szerkezetének differencialtsdga alapjdn magasan (grade 1),
kozepesen (grade II) vagy alacsonyan (grade III) differencialt formaikat kiilonitjiik el.
Mindhérom altipusra jellemzd a kifejezett fibroplasia és a kotdszovetekben gazdag

tumoros stroma jelenléte. A ductalis adenocarcinomék tovabbi jellemzdje a

12
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mucintermeld képesség. Mig a normal pancreas az ismert 21 féle mucin koziil a MUC-
1, -6, -17, -20 és -21-tipust expresszalja, addig kiilonb6zé daganataiban a MUC-1
(szekretalt tipus), a MUC-2 (membranasszocialt tipus) és a MUC-5AC termelddik.
Pancreatitisekben MUC-1, -5B és -6 detektalhato. Ductalis adenocarcinomak és sulyos
pancreaticus dysplasticus elvaltozasok (PanIN-3) vizsgélata soran a MUC-1, -5AC, -5B,
-4, -6, -13, -16 és -17 expresszalodott (13).

Legjellemz6bb tiinetei a kronikus pancreatitisnek (is) megfeleld epigastrialis- ¢és
hatfajdalom, a hasi diszkomfort (étvagycsokkenés, hanyinger, hanyas), latvanyos
testsulycsokkenés. Sok esetben a massziv icterus a vezetd tiinet, mely leginkabb
pancreasfej carcinomaban segiti a diagnosztikat. Courvoisier-jel (icterust okozod, az
epehdlyag fajdalmatlan megnagyobbodasaval jard allapot) a ductus choledochus
tumoros elzarddasa esetén észlelhetd. Kimondottan a hasnyalmirigy daganatokra

jellemzd paraneoplasztikus tiinet a thrombophlebitis migrans.

Diagnosztikaja nem specifikus: képalkoté vizsgéalat (UH, CT-HRCT-MRI, MRCP-
ERCP) sziikségessége mellett kiegészitd vizsgalatok is segithetik a diagnozist: a
pancreasnedv cytoldgiai vizsgalata, tumormarkerek koziil a CA 19-9-szint mérése
(inkabb az 1igazolt malignoma utankovetésében van Iétjogosultsiga) és a CEA
meghatarozas (70-80%-ban emelkedett érték), illetve csaladi halmozddas esetén
genetikai vizsgalatok végzése. Lehetdség van aspiracids cytologiai vagy vastagtii-

biopszias mintavétel végzésére is.

Terapias lehetOségei sziikosek; amennyiben a daganat operabilis, egyértelmiien a
radikalis sebészi eltavolitas (Whipple-miitét/pancreato-duodenectomia, pylorus
preserving pancreato-duodenectomia) a valasztando lehetdség. Amennyiben kurativ
beavatkozas nem jon szoOba, palliativ lehetdségként — icterus esetén — endoscopos
stentbeiiltetés, drainage biztositdsa vagy biliodigestiv anastomosis képzése lehetséges.
A Dbetegség kezelése elsdsorban sebészi, azonban bizonyos esetekben gyodgyszeres
terapids lehetOségek is a palliativ kezelés részét jelenthetik. A daganattipus
agresszivitasat jol jellemzi, hogy az 5-FU/kapecitabin — gemcitabin alapi kemoterapias
kombinacidk alkalmazasa révén is csupan kozel 20-25% response-rate érheté el. Ujabb
vizsgalati eredmények alapjan a metastaticus pancreas ductalis adenocarcinomak

esetében a FOLFIRINOX-protokoll szerinti kombinacié (leukvorin, 5-FU, irinotekan,

13



DOI:10.14753/SE.2016.1932

oxaliplatin) is hatékony lehet (14). Radiokemoterapia, illetve intraluminalis

brachyterapia az inoperabilis esetekben hasznos palliativ kezelési forma.

Szamos vizsgalat folyik tovabbi kemoterapias készitményekkel, igy a glaukarubinon és
gemcitabin kombinacidjaval, peptid-alapi tumorellenes vakcinakkal (15), receptor-

tirozin kinaz-gatlokkal, albumin-kotott paklitaxellal.

A hasnyalmirgy ductalis adenocarcinomai a legrosszabb prognézisu daganatok kozé
tartoznak; a betegek 1 éves tulélése is csupan 20%, az 5 éves tulélés 5% koriili (16) .
Bar vilagszerte intenziv kutatdsok folynak a pancreasdaganatok gyogyszeres kezelési
lehetdségeinek bdvitése irdnyaban, egyelére az uj diagnosztikus és terapids modalitasok

sem eredményeztek jelentds javulast a tilélésben.

1.1.2.2. Endocrin pancreasdaganatok

A pancreas Langerhans-szigeteinek sejtjeib6l kiinduld funkcionalé vagy nem
funkcionalé  daganatok 1ényegesen ritkabban fordulnak el6 az exocrin
hasnyalmirigydaganatokhoz képest; az Gsszes pancreastumor 1-2%-a tartozik ebbe a
szovettani tipusba (17). A nem funkcionald tumorok specifikus tiineteket nem okoznak,
a funkciondld, hormonalisan aktiv daganatok azonban kiinduldsi sejttipustol fliggden
specialis endocrin-neuroendocrin tiineteket eredményeznek. Ez utdbbi csoport alkotja az

endocrin hasnyalmirigydaganatok legnagyobb csoportjat.

Kialakulasukat tekintve eltérnek az exocrin pancreasdaganatoktol, azon belil is a
ductalis adenocarcinomaktol. Mig a ductalis adenocarcinomék jellemzdje az *adenoma-
carcinoma’-progresszios modell, melyet specidlis genetikai eltérések is kisérnek, az
endocrin  hasnyalmirigydaganatok nem mutatnak szekvencialis kialakulédst, s
leggyakoribb detektalhatdo genetikai eltérésiik a MEN-1 gén mutacidja. E genetikai
eltérés soran a ’menin’-gén (kr 11q13) mutaldédik, azonban 1étét a sporadikusan
kialakult endocrin pancreastumorok csupan mintegy 20%-ban sikeriilt igazolni. Csaladi
halmozodas esetén felmeriil von Hippel-Lindau szindroma lehetésége is (kr 3p25.2)

(18).
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Az endocrin hasnyalmirigydaganatok osztalyozasa egyrészt hormondlis aktitivasuk
szerint, masrészt bioldgiai/szovettani viselkedésiik alapjan torténik. A funkcionald
endocrin tumorok koziil az insulinoma fordul el6 leggyakrabban (70%), ezt kdveti az a-
sejtekbdl  kialakuld  glucagonoma (20%), majd az 5-10%-ban igazolhato
somatostatinoma. A 51-sejtek altal képzett VIP-oma, a PP-sejtes tumor €s a szerotonin-

termeld carcinoid még ritkdbban észlelhetd (4. abra).

1. Insulinoma

(severe hypoglycaemia)

6
Increased blood [PP]

< | D-cells

Pancreatic
1\ Somatostatin

P-cells  polvpeptide
(inhibits neighbor: G»-;nsp lypeptide
| cells) ce

Gastrin ~ 5 s
A vIP - 5. Gastrinoma

: duces ale ~J (gastric hypersecre-
A2 a-cells | lCOgenO'ygSIUS tion, peptic ulcers)
_ Glucagon | e \/
alycaemia

4. Vipoma (severe
diarrhoea, hypo-
kalaemia, achlor-
hydria)

4. abra. A funkcionalé endocrin hasnyalmirigydaganatok megoszlasa (19)

Biologiai/szovettani  viselkedésiik alapjan a daganatok mindegyike potencialisan
malignus daganat. A WHO 2010-es beosztas alapjan jol differencialt (grade 1 és 2)
neuroendocrin tumorokat (NET) és rosszul differencidlt (grade 3) neuroendocrin
carcinomakat (NEC) kiilonboztetiink meg. A grade megadasa a *mitosis-szam’ és a Ki-
67 proliferacids index vizsgalatan alapszik (1. sz. tablazat). A UICC és AJCC TNM-
rendszer az adenocarcinomaknal hasznalatos beosztast alkalmazza. Tekintettel arra,
hogy kutatasunk soran még az el6zd beosztas volt érvényben (WHO 2000; benignus-
borderline-malignus endocrin daganatok), a vizsgalni kivant daganatokat e felosztas

alapjan osztalyoztuk.

1. tablazat. A malignus endocrin pancreasdaganatok osztalyozasa (2014) (20)

Grade Differencialtsag Ki-67 index (%) Mitosisszam/10 hpf
I (low) jo <2 <2

Il (intermediate) jo 3-20 2-20

I11 (high) rossz >20 >20

15



DOI:10.14753/SE.2016.1932

Tiineteiket tekintve az endocrin pancreasdaganatok rendkiviil heterogének, megfelelnek
az altaluk termelt hormon szisztémas hatasainak. A leggyakrabban eléforduld
insulinoma az esetek kozel 90%-ban benignus, azonban a hyperinsulinismusboél fakado
hypoglikaemia gyakran életveszélyes allapotot eredményez. Az agressziv viselkedésti,
tobbnyire malignus és konnyen metastatizalo glucagonoma diabetes tiineteit okozza,
kisérdtiinetei egyes nekrotizald, bullosus bdrelvaltozasok, stomatitis, fogyas és anaemia.
A somatostatinoma tulnyomorészt szintén rosszindulatl, zsirszékletet, diabetest,
cholelithiasist, hypoclorhydriat és sulycsokkenést okoz. Az igen ritkan eléforduld VIP-
oma eredményezi a Verner—Morrison-szindromat, melyre az excessziv mértéki, vizes

hasmenés és a hypokalaemia jellemzd.

A funkciondlo daganatok diagnosztikaja specifikus tiinetei miatt l1ényegesen konnyebb,
laboratoriumi  (hormonszint-mérések;  insulin-provokacios  teszt,  C-peptid,
chromogranin, kalcitonin, NSE, VIP, 5-HIAA) és a ductalis adenocarcinomaknal
részletezett képalkotd vizsgalatokat kiegészitd, specidlis lehetdségek (Octreoscan)

segitik a pontos koérismét.

Az endocrin pancreastumorok terapiaja els6dlegesen sebészi; ez, amennyiben felmeriil
malignitds lehetOsége, széles ép széllel és a regiondlis nyirokcsomok eltavolitdsaval
egyiitt torténd resectiot, egyéb esetben enucleatiot jelent. Gyodgyszeres kezelésiik
szerény, a hagyomanyos kemoterdpias szerekre leggyakrabban rezisztensek. Rosszul
differencidlt pancreas endocrin tumorok salvage-kezelése sordn gemcitabine
alkalmazasarol szamolnak be, mig eldrehaladott gastroenteropancreaticus endocrin
tumorokban capecitabine és doxorubicin +/- Cisplatin adasaval kapcsolatos kutatasok is
folynak. Bizonyitottan hatékony a somatostatin és szintetikus analdgjai (lanreotide,
octreotide), melyek a SSTR1-5 receptorokon keresztiil hatva egyrészt gatoljak a daganat
hormontermelését, masrészt érndvekedés-gatld hatdsuk révén a tumorprogressziot is
mérséklik. Az IFN specifikus sejtfelszini receptorokhoz vald kotddése révén szamos
szignaltranszdukcids Utvonalat aktival, hatdsara IFN-indukalt tumorszuppresszor gének
transzkripcidja kezdédik meg. Tovabbi antiproliferativ hatasa a sejtciklus-gatlas (GO-
G1). Mindezek alapjan jol differencialt, somatostatin-rezisztens endocrin daganatok

esetében szoba jon «-IFN adasa is (21).
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Tekintettel az endocrin daganatok altal excessziven termelt proangiogén molekulakra
(VEGF), az antiangiogenetikus hatasu, VEGF-gatl6 bevacizumab ¢és a VEGFR-target
tirozin-kinaz gatlé sunitinib, pazopanib és sorafenib alkalmazasa is 1étjogosultsagot
nyer e daganattipus gyogyszeres kezelése soran. Bar a célzott terapids lehetdségek
nyujtotta tulélés-ndvekedés jelentds; a molekuldkra intrinsic €s szerzett rezisztencia
kialakulésat is észlelték. Ezek hatterében egyes — feltehetden az intratumoralis hypoxia
és a hypoxia-okozta stressz hatasara — proangiogenikus faktorok fokozott expresszidja
allhat (VEGF, FGF, angiopoietin, ephrin). A pancreas endocrin tumoraiban észlelt
fokozott mTOR-aktivaci6 az mTOR-gatlason keresztiil (everolimus) tovabbi uj

tamadaspontot jelenthet a bioldgiai terapidk szamara (22).

Az endocrin hasnyalmirigy-daganatok tulélése lényegesen jobb, mint az exocrin
tumoroké; a sebészileg kezelt, jol differencialt daganatok 5 éves tulélése meghaladja a

60%-ot, mig a rosszul differencialt formak esetében ez 1ényegesen kevesebb (23).

1.1.2.3. Acinussejtes carcinoma

Ezen daganattipus a hasnyalmirigy-daganatok minddssze 1-2%-at alkotja.
Neuroendocrin eredetét igazolja a diagnosztika soran alkalmazott chromogranin-,
synaptophysin- és neuron-specifikus enolaz termeld képessége, emellett azonban az
exocrin differencidciot tamasztja ald acinusképzd természete. Gyakran zymogen
granulumok és o-1 antitripszin is kimutathatd benniik. Az esetek tobb mint felében a
pancreasfejre  lokalizalodnak (24). Agressziv, rossz progndzisi daganatok,
metastasisképz0 potencidljuk nagy, kordn adnak attétet a majba. Eldfordulasuk a
ductalis adenocarcinomakhoz képest fiatalabb ¢€letkorban gyakoribb, tobbnyire férfiak

esetében diagnosztizaljak.

Szovettani felépitésiikre a granularis cytoplasma jellemz6, a basophil, kerek, kissé
pleomorph sejtmag és a lobularis mintdzat desmoplasticus stroma nélkiill. A jol
differencialt neuroendocrin tumoroktdl a granularis, PAS-pozitiv cytoplasma ¢és a
nucleus basali elhelyezkedése, valamint immunfenotipusa révén (synaptophysin ¢€s
chromogranin  pozitivitas <25%) differencialhatdé (25). A pancreas solid

pseudopapillaris neoplasmai szintén differencialdiagnosztikai nehézséget okozhatnak,
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azonban mig az acinussejtes daganatok inkdbb férfiakban alakulnak ki, a
pseudopapillaris tumorok jellemzden ndkben fejlddnek. Immunhisztokémiai reakcidk
végzése 1is segiti a helyes diagndzis felallitdsat: az acinussejtes daganatok f-
katenin/CD56/CD10 negativak, a pseudopapillaris daganatok azonban pozitivitast
mutatnak. A pseudopapillaris neoplasmak altalaban jol koriilirtak, mig az acinussejtes

carcinoma leggyakrabban masszivan infiltralja kornyezetét (26).

Differencialdiagnosztikailag a legfontosabb elkiilonitendd entitds a pancreatoblastoma,
mely foképp gyermekkorban alakul ki, nincs anatoémiai predilekcids helye. Szovettani
képét tekintve két 0 sejttipusbdl all: az acinaris struktirakbol és a koztiik elhelyezkedo,
jellegzetes, fészkes elrendez6désii, organoid squamosus részbdl. Diagnosztikus, terapias
lehetdségei az acinussejtes carcinomaéhoz hasonloak, talélése teljes sebészi resectio

utan akar 80% is lehet (27).

Az acinussejtes carcinoma tiinetei részben hasonléak a ductalis adenocarcinomakéihoz,
azonban ebben a daganatcsoportban néhany jellegzetes eltérés is megfigyelheto:
tilnyomo részben a betegek mar a daganat korai stadiumaban erételjes hasi fajdalomrol
¢s puffadasrol szamolnak be. Tekintve, hogy az acinussejtes daganatok excessziv
lipaztermelésre képesek, gyakran a zsirnecrosis (panniculitis, bdrlaesiok, subcutan
csomok) a vezetd tiinet. Laboratdriumi eltérések koziil jellegzetes a magas serum lipaz-

szint és az eosinophilia, melyekhez olykor emelkedett AFP-szint is tarsulhat.

Terapiaja gyakorlatilag csak sebészi; a recurrens vagy inoperabilis esetekben
alkalmazott kezelési lehetdségek igen szerények. Tekintettel a daganattipus ritka
eléfordulasara és az ebbdl adodo kis esetszamra, egyértelmiien hatékony gydgyszeres
kezelési eredmények egyeldre nincsenek. Az alkalmazott kemoterapids kombinaciok
kozil jellemzben a ductalis adenocarcinomak soran hasznalt gyogyszerek jelennek meg,

igy a gemcitabin, oxaliplatin, docetaxel, kapecitabin és irinotekan (28, 29).

A lokalizalt esetek atlagos tulélése 56,9 honap, mig metastatizald formaiban 19,6 hénap
(24).
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1.2. Normal majszovet és majdaganatok
1.2.1. A normal madjszovet felépitése és miikodése

Az eldbél-eredetli hepatocytakbdl és a mesenchymalis kotdszoveti sejtekbdl felépiild
human ma4j jobb ¢€s bal lebenyre, 6sszesen 8 szegmentre oszthato, kiilon epe-elvezetési
¢és vérellatasi rendszerrel, melyet dominansan a vena portae rendszere, 30—40%-ban az
arteria hepatica biztosit. SzOvettani szerkezetét tekintve 1-2 mm, hatszogleti
egységekbdl, az un. ’klasszikus lobulusokbol’ all, a hepatocytdk altal képzett trabeculak
kozéppontjaban a vena centralis all. A periférian a portalis tridsz képletei (a. hepatica, v.
portae, epevezeték) azonosithatok, mig a Rappaport-féle acinus tekinthetd a ma4j

"funkcionalis lobulusok’-bol all6 elemi egységének (5. abra) (30).

Arteriolae hepatica és
Vena centralis A hepatica-ag ~ Epeit Portalis vena-ag portalis venuldk  Portalis tridsz

Majlobulus

Portalis lobulus Acinus Acinuson beliili
metabolikus zéna

5. abra. A majszovet felépitése (31)

Maguk a majsejtek 30—-40 pm atméréjli hamsejtek, sugarirdnyban elhelyezkedve,
trabeculakba rendezdédve épitik fel a majszovetet. Vascularis pdlusuk a Disse-térbe, a
sinusoidokat alkotd endothelsejtek és hepatocytak kozotti virtudlis teriiletbe ér. A

majsejtekben nagy mennyiségli endoplazmas retikulum és  Golgi-apparatus
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azonosithatd. Tovabbi fo alkotdjuk a glikogén, ez egyes szovettani reakciokkal jol
detektalhaté (PAS). A sinusoidokat bélelé endothel sejtek mellett itt talalhatok a
Kuppfer-féle fagocytak, melyek szamos korkép soran aktivalodnak. A perisinusoidalis
térben elhelyezkedd Ito-sejtek fiziologias esetben vitaminokat és zsirokat tarolnak;
egyes korallapotok soran azonban rosttermeld sejtekké transzformalodnak, s igy
hozzajarulnak a mdj kotdszovetes atalakulasdhoz bizonyos fibrosissal jard

majbetegségekben.

A majsejtek egymassal Osszefekvd oldalai alakitjak ki az epecanaliculusok, az ezeket
lezar¢ sejtkapcsolo strukturak akadéalyozzék meg a képzddott epe méjsinusoidokba vald
visszafolydsat. A csatornarendszer a tovdbbiakban a részben mar 06nallo,
kobhamsejtekbdl allo Hering-csatornakat képezi, majd az interlobularis ductulusokban,

ductusokban folytatodik.

A maj megbetegedései koziil kiemelendok a velesziiletett anyagcserezavarok, egyes
enzimopathidk, a méjat érintd virusfertézések, a toxikus majkarosodasok, a hepatikus
keringési zavarok, valamint az intrahepatikus epeutakat érinté korképek. Kiilon

emlitend6k a mdj primer vagy szekunder daganatos megbetegedései is.

1.2.2. Primer mdjdaganatok
1.2.2.1. Hepatocellularis carcinoma

A hepatocellularis carcinoma a masodik leggyakoribb daganatos halalok; a
leggyakoribb primer malignus méjdaganat. A legutobbi GLOBOCAN adatok alapjan
2012-ben 782 000 1;j esetet regisztraltak, melynek 83%-a a fejlédé vilagbol szarmazik; a
betegség eléfordulasa extrém magas Kindban, ahonnan az 6sszes bejelentett eset 50%-a

érkezett (2). Incidenciaja Magyarorszagon évente 4,7/100 000 fore tehet6 (3).

crer

a majcirrthosis, a hepatotrop virusok (HBV, HCV) altal okozott kronikus
majgyulladdsok, a talzott alkoholfogyasztas, az aflatoxin-expozicio, egyes gyogyszer-
toxicitasok €és a maj kiilonbozo tarolasi betegségei fokozzak kialakuldsanak lehetdségét

(32). Talnyomorészt cirrhosis talajan alakul ki. Megjelenését tekintve allhat egyetlen
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nagy gobbdl, észlelhetd tobb gdcban, noduldris formaban, ritkdbban megfigyelhetd az
un. ’cirrhosis carcinomatosa’ — ebben az esetben a cirrhotikus gobdkben, elszortan

alakul ki a daganat.

Szovettani tipusai koziil a leggyakrabban a trabecularis forma fordul eld, emellett ismert
a pseudoglandularis, compact és scirrhosus tipusa is. Differencidltsaganak megitélése

igen lényeges a beteg tovabbi sorsdnak szempontjabol.

Tiinetei a korai stddiumokban aspecifikusak, késobb tapinthatd hasi terime, ascites,
nagymértéki sulycsokkenés, vagy icterus hivja fel rd a figyelmet. Diagnosztikdjaban
alapvetd fontossagiiak a képalkotdé vizsgalatok (UH, CT, MRI), a részletes
laboratoriumi vizsgalatok (majenzimek, tumormarkerek — AFP) és az aspiracios

citoldgiai vagy vastagtii-biopszids mintavételi lehetdségek.

A primer és szekunder méjdaganatok kezelésében az elsddleges terapia sebészi ellatas,
lehetéség szerint az RO-resectio. 3 cm-nél kisebb, tobb szegmentumra kiterjedd,
végstadiumu majbetegséggel tarsuld primer majdaganatok esetén felmeriil a
majtranszplantacio sziikségessége is. Sebészeti megoldasa a daganat kiterjedtségétdl és
elhelyezkedésétdl  fliggben a  segmentectomiatél akdr a  lobectomidig,
hemihepatectomiaig is terjedhet; disszeminalt betegség esetén sebészeti beavatkozas
nem jon szoba. Egyéb terapids lehetdségei az intervencios radioldgia nyujtotta
lehetéségek koziil a radiofrekvencias ablacio (RFTA), a percutan ethanol infiltracio
(PEI), a transzartérias embolizacio (TAE) vagy kemoembolizacio (TACE) (33).
Gyodgyszeres kezelési lehetOségei az utdobbi években jelentdsen fejlédtek; az 5-FU,
doxorubicin és mitomycin-C mellett ma mar dominansan a bioldgiai tamadéspontq,
VEGFR, PDGFR ¢és Raf-kinaz gatlo sorafenib adasa javasolt (34); emellett azonban
szamos Uj target-terapiara alkalmas hatéanyaggal (anti-VEGFR, anti-FGFR, anti-
PDGFR és rapamycin) folynak aktiv kutatasok (35). A daganat a terapias lehet6ségek

boviilése ellenére is rossz progndzisy, 5 éves talélése 15-20% kozott alakul.
1.2.2.2. Fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma

A fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma (FLHCC) a HCC ritka variansa; leginkabb
fiatal korosztalyban alakul ki (36). Eldszor 1956-ban Edmondson és munkatarsai

azonositottak (37). Foldrajzi régiotol fiiggéen a HCC-k kozel 5%-at alkotja (38).
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Etiologidja ismeretlen; a klasszikus majsejtdaganatok esetében ismert rizikofaktorok
(virdlis ok, egyéb toxikus vagy metabolikus tényezd, cirrhosis) e daganattipus
kialakulasa soran nem jatszanak érdemi szerepet. Eddig egyetlen ismert rizikofaktora a
focalis nodularis hyperplasia (FNH) (39). Klinikai tiinetei a konvencionalis HCC-hoz
hasonld; fontos kiilonbség azonban a beteg életkora: a FLHCC jellemzéen a fiatal
felnottkor betegsége. Diagnosztikdja a hepatocellularis daganatokéval egyezd; a pontos
korisme kimondasahoz mindenképpen legalabb vastagtii-biopszids mintavétel, ennek
sikertelensége esetén feltarasos ékbiopszia végzése sziikséges. Néhany aspecifikus tiinet
is felhivhatja ra a figyelmet; igy paraneoplasids hyperthyreosis, magas laz, steril
endocarditis vagy hypoglikaemia. Ritkan eléfordulhat colitis ulcerosaval vagy primer
sclerotizald cholangitissel vald egyidejii megjelenése is. Laboratoriumi eltérései koziil
két félig-specifikus tdmpontot ismeriink; az egyik a 3 cm-nél nagyobb daganatok
esetében jellemzéen K-vitamin-hiany alakul ki; ennek kovetkeztében a szérum Des-y-
carboxy prothrombin (DCP) fehérje szintje magasabb lehet, a masik pedig a szérum
telitetlen Bio-vitaminkotdé képessége, mely a FLHCC tobb mint kétharmadaban
észlelhet6 (40).

Makroszkdpos megjelenésére jellemz6 a majszovetnél halvadnyabb, jol koriilhatérolt,
nodularis, heterogén szerkezet, illetve a daganatfészkeket elvalasztd, lamellaris
szerkezetli, fibrosus septumok ¢és a centralisan elhelyezkedd, csillagszerti hegszovet.
Gyakran eléfordul hyalinos degeneraci6 vagy meszesedés is. Mikroszkopos képe igen
jellegzetes; nagy, oncocytaer jellegli, granulalt cytoplasmaji tumorsejtekbdl all,
melyekben prominens nucleolus észlelhetd. Sok esetben réz, vagy réz-asszocialt fehérje

is kimutathat6 a daganatszovetben (41).

Immunhisztokémiai profilja hasonldé a konvencionalis majsejtrakokéhoz, azonban a
FLHCC AFP-t nem termel, ellenben a cholangiocarcinomak altal jellemzden termelt
CK-7 kifejezett expresszidja €szlelhetd. — Molekularis- és fehérjeszintli vizsgalata
alapjan e daganattipus vélhetéen olyan bipotens hepatoycta-progenitor sejtbol
szarmazik, mely hepatocyta €és cholangiocyta irdnyban is egyarant differencialdédhat.
Korai diagndézis esetén adekvat terapiaja sebészi; elérehaladott forméjaban

hemihepatectomia vagy majtranszplantacio is szoba jon. Inoperabilitas esetén szilikséges
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kemoterapids kezelés megkezdése; a leggyakrabban alkalmazott gyogyszerek a

cisplatin, az epirubucin és az 5-FU.

Korai, a lehetdségekhez mérten célzott terapia mellett prognodzisa 1ényegesen jobb a
HCC-csoporthoz képest 6t éves talélése; a 30%-ot is meghaladja (38) — ehhez
feltehetden a betegek fiatalabb életkora és az egyébként ’egészséges’ majszovet iS

hozzajarul.

1.2.2.3. Cholangiocarcinoma

E daganattipus a rosszindulatii primer méjdaganatok masodik leggyakrabban eléfordul6
formaja. Kiindulasi helyétdl fliggden extra- és intrahepatikus tipusa ismert (€CC, iCC),
az intrahepatikus cholangiocarcinoma incidenciaja napjainkban egyértelmiien
emelkedik (42). Etiologidja nincs pontosan tisztazva, ismert rizikofaktorai a primer
sclerotizald cholangitis, policystds majbetegség, egyes parazitafertdzések (majmétely),

epekovesség, illetve szamos méreganyag (dioxin, Thorotrast vagy nitré6zamin).

Hasonloan a pancreas ductalis adenocarcinomaihoz €s a hepatocellularis carcinomahoz,
korai stadiumban tiinetmentesek, esetleg aspecifikus hasi tiineteket okozhatnak. Erdekes
kiilonbség, hogy mig az eCC altalaban obstruktiv icetrus kialakuldsaval hivja fel a
figyelmet, addig az iCC vezet6é tiinete altalaban a hasi fajdalom. Elérehaladottabb
stddiumban a stlyvesztés, borviszketés, 1az és a biliaris obstrukcidé kovetkezményei

jellemzok.

A korisme felallitasa igen hasonlé a HCC diagnosztikus lehetdségeihez, azonban CC
esetében mindezidaig nincs specifikus klinikai gyakorlatban alkalmazhaté tumormarker.
Egyes kutatasok alapjan a MMP-7 a CA19-9 alacsony specificitasahoz ¢és
szenzitivitasahoz képest jobb hatdsfokkal differencidlja a benignus epeuti tumorokat és
a CC-t (43). Tovabbi perspektivikus biomarker lehet a jo- és rosszindulata epeuti
daganatok elkiilonitéséhez a NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin) is (44).
A CC hatterében sejthetok egyes genetikai eltérések is; egyes vizsgalatok alapjan a
MUCI13, EPCAM, TMC5, CEACAMS gének overexpresszidja, mig a CPS1, TAT és
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ITIH1 gének alulmiikddése is hozzajarulhat az ICC kialakulasahoz, akarcsak a miR-9

(45).

A pontos diagnozis feldllitdsdhoz és az operabilitds megitéléséhez komplex hasi
képalkoto diagnosztika sziikséges. A transcutan majbiopszia végzése mellett ma mar
lehetéség van endoscopos UH-vezérelt aspiracio végzésére is. Tekintettel arra, hogy a
CC madig leghatékonyabb és egyben egyetlen potencidlis kurativ terapids eszkoze a
sebészi eltavolitas, igen lényeges a daganat minél kordbbi stddiumban torténd
felfedezése. Az agressziv sebészeti megoldasok Iényegesen ndvelik a talélést.
Eldrehaladott betegség esetén preoperativ vena portac-embolizacidt, majd radikalis
resectiot vagy kemoterapiat kovetéen szoba jon majtranszplantacio is. Az inoperabilis
esetekben palliativ lehetéségek, mint az endoscopos vagy percutan stentbeiiltetés

javithatjak a talélési id6t és az életmindséget.

Kemoterapias kezelésében a gemcitabin/cisplatin mellett kapecitabin/oxaliplatin,
gemcitabin/kpecitabin és gemcitabin/oxaliplatin kombinaciok alkalmazhatéak (46).
Egyes vizsgalatok alapjan erlotinib ¢és bevacizumab-kiegészités ndvelheti a
progressziomentes tulélést. Az RO-rezekcion atesett betegek kozel 30%-a 5 év utan is
¢l, az Osszes diagnosztizalt CC esetében a betegek 5 éves tulélése nem haladja meg a
20%-ot. Az atlagos tulélési id6 15-28 honap (47).

1.3. Sejtkapcsolé struktiarak
1.3.1. Tight junction

A tight junction az epithelialis és endothelialis sejtek apicalis részén elhelyezkedd
multiprotein membrankomplex (48). F6 feladata a két, egymas szomszédsagaban 1évo
sejt kozott folyd paracellularis transzportfolyamatok és a permeabilitds szabalyozésa,
mindezek mellett szamos egy¢b cellularis mechanizmusban is fontos szerepet tolt be
(49).

Regulalja a folyadékok, egyes immunsejtek €s gydgyszerek paracellularis transzportjat,
fontos feladata van a fluidkompartmentek elhatarolasaban (50). A tight junction vagy

zonula occludens tipust sejtkapcsold struktirdk a hamsejtek apicalis részén, dvszerlien
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futnak korbe, 1étrehozva az n. ’kissing point’ jelenségét, mely a glikocalyx eltlinését, a

sejtek kozotti kapesolodas erdsségét szemlélteti.

Porusok

Tight junction

-

Transcellularisut Paracellularisut

6. abra. A ’tight junction’ két hamsejt kozotti elhelyezkedése (51)

Tovabbi feladatuk a sejtek polaritdsdnak létrehozasa és megdrzése, melyet az apicalis és
basolateralis sejtfelszin kozotti lateralis diffizid, illetve az apicalis membranon
végbemend receptormedialt endocytosis €s a basolateralis membranon keresztiil zajlo

exocytosis szabalyozasaval érnek el.

A TJ struktarak egyik f6 feladata a barrier vagy hatarold funkcid, azaz a para- és
transcellularis transzportfolyamatok szabalyozasa és a sejtek, illetve a lipidmembran
altal elkiilonitett kompartmentek integritdsdnak fenntartasa és megdrzése (vér-agy gat,
vér-here gat), mig a masik 1ényeges szerep a ’kerités-funkcid’, azaz a lateralis diffuzio

megeldzése (7. dbra).

Kapu — funkcio Kerités — funkcio

7. abra. A TJ ’kapu’ és ’Kkerités’ funkcidja (52)
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A TJ-k felépitésiiket tekintve integrans €s cytoplasmaticus fehérjékbdl épiilnek fel.
Napjainkban a TJ-fehérjék két, funkcionalisan és szerkezetileg is elkiilonithetd
csoportjat kiilonboztetjiik meg: az egyik az emlésokben eddig 27 azonositott fehérjébol
allo claudin-csalad (53), a masik az occludint, tricellulint és marveld3 fehérjét
tartalmazo TJ-asszocialt MARVEL proteinek (TAMP) csaladja (8. abra) (54). A legtobb
TJ-fehérje élettani szerepiik alapjan tovabb osztilyozhatd, eszerint szamos tagjuk
’lezéro/sealing’ funkcioji (CLDN-1, -3, -5, -11, -14, -19 és tricellulin), tobb koziilitk
szerepet jatszik a  szelektiv kation- (CLDN-2, -10b ¢és -15), illetve
anionpermeabilitasban (CLDN-10a és -17) (55), a CLDN-2 a vizateresztoképességet
szabalyozza. Lényeges feladatuk van a sejt-extracellularis matrix kozotti ozmotikus

egyensuly fenntartasaban is.

Apicalis oldal

(‘( J_;_f_ffs = Cl.audmx.)k
< )_ds— ) mm  [ricellulin
3 Jg—f_‘\“,- 3 ma Occludin
————— s MarvelD3

= JAM

¢ LSR

Apicalis oldal > 7041

5 LUy i o

u[/‘l. “Rp—

L """ -

Cyvtoskeleton

8. abra. A TJ-fehérjék elhelyezkedése (56)

A JAM-proteinek egyszalu fehérjék, két immunglobulin-szerli részletiik miatt az IgG-
csaladhoz is tartoznak (57). A citoplazmatikus fehérjék legismertebb tagjai a ZO
proteinek, melynek harom altipusa ismert, a ZO-1, ZO-2 ¢és ZO-3; szerepik a

mebranfehérjék aktin citoszkeletonhoz vald rogzitése (58).

Mindezek mellett az utobbi években szamos egyéb intracellularis mechanizmusban vald
részvételiikre dertilt fény; a TJ-fehérjék egy része szerepet jatszik a sejtproliferacio és
egyes szignaltranszdukcios utvonalak szabalyozasaban, méasok a carcinogenesisben,

illetve tovabbi proteinek fontos funkciot toltenek be a metastasisképzésben és a
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tumorprogresszioban. Ismét mas fehérjéi a folyadékfelszivodas mértékét regulaljak (a

CLDN-16 és -19 a magnézium felszivodasaban jatszik szerepet) (59).

A tight junction-nak tovabbi lényeges szerepe van az epithelialis-mesenchymalis
transitio (EMT) mechanizmusdban is, mely mind fiziologias koriilmények kozott
(fejlédéstan), mind patoldgids viszonyok esetén (fibrosis, daganatképzddés)
megfigyelhetd jelenség (9. dbra). Mig a hamsejtekre — részben a TJ struktirdknak is
koszonhetéen — megfeleld apico-basalis polarizacio jellemzd, a mesenchymalis sejtek

ezt a polarizaciot elvesztik (60).

TUMORIGENESIS

CSC:
Tumor-iniciacios
kapacitas

SISVILSV.LAIN ST OISVANI

Prognosztikai
faktorok

TERAPIAREZISZTENCIA

ROSSZ PROGNOZIS

erer

attétképzo tendenciajaban és terapias rezisztenciajaban (61)

Egyes kutatasok eredménye alapjan a TGF-f hatasara MDCK-sejtvonalban EMT
kovetkezik be, mely egyiitt jar egyes CLDN-tipusok és az occludin expresszidjanak
megsziinésével (62). A kdzelmultban deriilt fény a tricellulin és a marveld3 szerepére:
EMT soran ezek expresszidja jelentdsen csokken, eldsegitve a vizsgalt

gyomorcarcinoma €s pancreas tumorsejtek progressziojat.
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1.3.1.1. ZO-fehérjék

Ezen fehérjék az un. MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) csalad tagjai;
harom PDZ-domain-b6l, egy SH3 és GuK domain-b6él allnak (10. abra) (63) . A
sejtmembrannal interakcioba 1ép6 ZO-fehérjék altipusat az adott membranfehérje tipusa
hatarozza meg. A ZO-proteinek egyik legfontosabb része az un. unique-5 (U5), mely
felelds a ZO-1 TJ-beli pontos elhelyezkedéséért és C-terminalisa révén az occludinhoz
vald kotddésért. A ZO-fehérjék fent emlitett PDZ-domainjéhez kapcsolodik szamos
claudin molekula is, illetve a JAM proteinek sajat PDZ-kot6 helyeik révén csatlakoznak

a Z0-1 C-terminalisahoz.

A ZO-fehérjék fontos feladatot latnak el nemcsak a TJ felépitésében, hanem a
sejtkapcsold  struktira fenntartdsdban is: ismert, hogy e proteincsalad hidnya
kovetkeztében a hamsejtek nem képesek miikodéképes TJ 1étrehozasara. A ZO-1 sejt-
remodellingben, illetve embriondlis szoveti differenciacioban betoltott szerepét

vizsgalta Katsuno (64). A ZO-2 sejtnovekedést befolyasolo hatasai is ismertek (65).

Feladatuk van a sejtciklus szabalyozasaban is: a ZO-1 associated nucleic acid-binding
protein (ZONAB) segitségével egyrészt képesek egyes sejtciklust szabalyozo fehérjék
promoterével kapcsolatba 1épni és befolyasolni az ErbB-2 promoter aktivitasat, illetve
az endogén ErbB-2 expresszidt, masrészt PCNA-hoz ¢és cyclinD1-hez valé direkt
kapcsolodas révén is befolyasoljak a sejtciklus menetét (66). A ZO-2 fehérjére eddigi
ismereteink alapjan a proliferacio-kontroll jellemz6, melyet a DNS-hez kapcsolodd
scaffold-attachment factor-B (SAF-B) és a ZO-2 interakcioja nyoman az AP-1 target
génjeinek negativ szabalyozasaval ér el. A Z0O-2 — c-Myc komplex a cyclinD1-
promoteré¢hez kapcsolddva fejt ki annak expressziojara negativ hatést a sejtciklus G1/S

fazisaban (67).
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10. abra. A ZO-fehérjék elhelyezkedése és kapcsolata egyéb TJ-proteinekkel (68)

1.3.1.2. Occludin

Az 65 kDa molsulya occludin az elsé azonositott transzmembran TJ-alkoto fehérje (69).
Fokozott expresszidja emeli a sejtmembran elektromos ellenallasat (barrier-funkcio).
Hianya ellenére a TJ egerekben megfeleld struktiraba rendezddott, azonban szamos
fejlédési zavar volt észlelhetd a vizsgalt allatokban: novekedési zavarok, csontfejlodési
rendellenességek, hereatrophia, infertilitds vagy gyomornyalkahartya-hyperplasia. Az
occludin hianyanak in vitro vizsgalata soran fokozodott az egyes kationok iranti
membranpermeabilitds. A fehérje szabalyozza a retina microvasculaturdjanak
endothelsejtjeiben a VEGF-indukalt permeabilitas-valtozast is, az occludin kaveola-
dependens internalizacidja kovetkezében pedig aktin-depolimerizacié ¢és barrier-

funkciovesztés észlelhetd (70).

Sejtproliferacioban betoltott szerepe sokdig kérdéses volt, a kozelmultban azonban
igazoltak jelenlétét a centrosomakban, amelyekben feltehetéen egy foszforilacios
utvonalon keresztiil, a centrosoma-szeparacié révén befolydsolja a mitosist. A
carcinogenesisben vald szerepe régebb oOta ismert; a konstitutivan expresszaldédoé Raf-1
hatdsara az occludin transzkripcidja csokken, ennek hatterében az occludin
promoterében talalhatdé Slug €s E-box direkt kapcsolédasa all. Az aktivalt Ras-

jelutvonal hatasara az occludin mellett 8 CLDN-1 és -2, valamint a ZO-1 expresszidja is
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mérséklodik. A VHL-tumorszuppresszor gén elvesztése kovetkeztében csokken az

occludin és CLDN-1 termelddése.
1.3.1.3. Claudinok

A napjainkig megismert 27 féle claudin (CLDN) (71) kozil az elséket 1998-ban
fedezték fel (72), az elmult 16 évben azodta is intenziv kutatasok targyat képezik (73).
Az elsé claudinokat (CLDN-1 és -2) Furuse és munkatarsai azonositottak csirke-
hepatocytakban (74). Az eddig leirt kbézel harminc altipus koziil szamos sejt- és
szovetspecifikus elhelyezkedésii és funkcioju. A CLDN-fehérjéket kodold
géncsaladot egy esztend6vel késébb, 1999-ben Morita azonositotta (75). Vizsgalatai
alapjan a proteineket kodolo gének 12,5 —69,7% szekvencia-homologiat mutatnak, mely
mar eldre jelezte az egyes CLDN-altipusok ko6zotti funkciobeli atfedést. A mara
azonositott kézel harminc altipus tagjai filogenetikai osztalyozas alapjan két nagy
csoportba, az un. ’klasszikus CLDN’ és a ’'nem klasszikus CLDN’-kategoriaba
illeszthet6k (11. abra) (75, 76).

g Claudin-10a

Claudin-10b ‘Non-classic’
claudins

Claudin-15

‘Classic’

claudins Claudin-9
Claudin-11

Claudin-6

Claudin-4
Claudin-18a

Claudin-3 Claudin-18b

Claudin-12

Claudin-16

Claudin-21

Claudin-22
Claudin-24

! Claudin-23

11. abra. A human claudin proteinek filogenetikai faja (73)

Felépitésiiket tekintve négy transzmembran domainbdl és két extracellularis hurokbol

allnak; N- és C- terminalisuk intracellularisan helyezkedik el (12. dbra). A masodik és
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harmadik transzmembran szakaszt kodold gének kivételével a CLDN-fehérjéket
kodolok szekvencidja megegyezik; a 27 eltérd fehérje-altipus a harmadik és negyedik
transzmembran egység genetikai kiillonboz6ségébol fakad. Az elsé extracellularis loop
nagyobb (~50 aminosav), és kifejezettebben hidrofob, mint a masodik extracellularis
loop (~20 aminosav). Az elsé extracellularis huroknak jelentds feladata van az

intercellularis zippzar kialakitasaban.

Bar a CLDN-ok altalaban homodimereket képeznek egymassal, ismert egyes tipusainak
heterodimerizacioja is (77, 78). N-terminalishoz kozelebbi extracellularis hurkuk révén
képesek egymassal ’cis-’, mig a masik, C-terminalis-kozeli hurok segitségével ’trans-’
interakcioban mas CLDN-molekuldkhoz kétddni. E cis/trans Osszekottetés eredményezi

a CLDN-ok altal kialakitott zippzar-szerti kapcsolatot.

Ko6z06s feladatuk az intercellularis rések lezarasaban és a sejtadhesidoban vald részvétel, a
paracellularis transzportfolyamatok szabalyozésa és a korlatlan lateralis diffizio
gatlasan keresztiil a szOveti homeosztazis biztositasa (77, 78). Barrierfunkcidjanak
szlikségességét jelzi, hogy a CLDN-1 hidnya a sziiletés utan 24 oraval az élettel
Osszeegyeztethetetlen mértékli vizvesztést eredményez (79), mig CLDN-5 hianyos
egerek kozvetleniil a sziiletés utani 6érakban sulyos agyvérzést szenvedtek, a CLDN-16
elvesztése pedig hypomagnesaemiat és nephrocalcinosist okoz (80). Ismert tény az is,
hogy a CLDN-3 és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinjanak (CPE) receptora:
kotédése utan a toxin hatasdra a CLDN-molekula depolimerizalodik, az igy 1étrejovo
poérusokon keresztiil fokozodik a membranpermeabilitas (81). E citotoxikus

mechanizmust kihasznalva napjainkban a CPE-receptor és a claudinok kapcsolata a

crers

84).
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12. abra. A claudinok funkcionalis felépitése és fontos kotéhelyei (85)

Mig normal human pancreas CLDN-expresszid vizsgalata alapjan a ductalis sejtek
CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 pozitivak, az acinussejtek CLDN-1, -3, -4 ¢és -7 fehérjét
expresszalnak és az endocrin hasnyalmirigy CLDN-3 és -7 proteint termel, Offner
munkacsoportjanak vizsgalatai alapjan pancreas ductalis adenocarcinomaban CLDN-1,
-3, -4 és -7 expresszio figyelheté meg (86). Borka és munkatarsainak kutatasi
eredményei alapjan az exocrin eredetli, ductalis adenocarcinomak CLDN-1, -2, -4 és -7
overexpresszaltak, mig az — altaluk els6ként vizsgalt — endocrin pancreastumorok
esetében csak CLDN-3 és -7 pozitivitas volt észlelheté (87). A CLDN-2 kivételével az
Osszes vizsgalt fehérje sejtmembranra lokalizalédott, a CLDN-2 azonban
citoplazmatikus, granularis elrendezddésben volt azonosithatd. Kutatasi eredményeik
alapjan acinussejtes daganat iranyu differenciacié esetén a CLDN-1 és CLDN-2 fehérje
overexpresszalodik. A pancreasdaganatok CLDN-expresszios profiljat tekintve a
CLDN-1, -2 és -4 fehérje a ductalis, a csupan CLDN-1 az acinaris, a CLDN-3 az

endocrin differenciacio biztos markere.

Holczbauer és munkatarsai normal majszovetet vizsgalva egyértelmd, linearis CLDN-1
¢s CLDN-7 membranpozitivitast észleltek mind a hepatocytdk, mind az epetti sejtek

apicalis felszinén. A CLDN-2 fehérje a citoplazmdaban, granularisan volt detektalhato. A
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vizsgélt CLDN-3 proteint a hepatocytdk membranjaban gyengén expresszaldodott, mig
az epeutakban lényegesen erdteljesebb mértékben volt kimutathatd. CLDN-4 fehérje
csak a biliaris sejtekben volt azonosithatd (88). A human maj vizsgalata soran észlelt
kifejezett CLDN-7 expresszio egyes munkacsoportok eredményei szerint a CLDN-7 —
EpCam komplex révén szerepet jatszhat a tumorprogresszidban ¢és a
metastasisképzédésben is (89). A CLDN-4 molekula fokozott expresszidja fontos
differenciacios eszkoz a cholangio- €s hepatocellularis carcinomak esetében. A CLDN-4
hianya a hepatocellularis differenciacio, a CLDN-10 expresszi6 pedig fontos markere a
recidivalo hepatocellularis carcinomaknak (90). Ismert a CLDN-1 HCV-koreceptorként
valé mikodése is (91). Halasz és munkatarsai az agresszivebb viselkedésti, embrionalis
tipust hepatoblastomakban csokkent vagy hidnyos CLDN-1 és -2 expressziot észleltek
(92).

Tiidével kapcsolatos kutatdsok eredményei alapjan a magas CLDN-3 expresszio
kissejtes daganatokra jellemzd, igy megkonnyiti a daganat elkiilonitését egyes atipusos
carcinoidoktol, az adenocarcinomaktol és a laphamcarcinomaktol (93), a sejtmagban
expresszaloddo CLDN-2 pedig egyes kutatdsi eredmények alapjan fokozza a tiido-
tovabbi szerven és daganatban vizsgaltak: a gastrointestinalis rendszer hamsejtjeiben és
egyes daganataiban a CLDN-2 mutat szévet-/sejttipus-specificitast (95, 96); CLDN-18
pancreas (97), a CLDN-7 és -18 gyomor (98), a CLDN-5 pedig endothel-specifikus
marker (99). Oesophagus eredetii laphamcarcinomakban a CLDN-1 expresszio
kifejezettebb, mint a nem daganatos laphamban. Barett-oesophagusban és az abbol
kialakuldé adenocarcinomaban CLDN-1 és -2 (100) mellett CLDN-4 overexpresszio is
észlelhetd volt (101). Az emlédaganatokban leirt, in. ’claudin-low’ tumorcsoport
(CLDN-1 és -4 hianya) fontos prognosztikai értékkel bir a tumorprogresszio és a tilélés
szempontjabol (102). Normal cervicalis mucosaban a CLDN-2 a basalis sejtrétegben
mutathatd ki, mig a CLDN-1, -4 ¢és -7 a parabasalis és intermediaer sejtekben
overexpresszalodik. Dysplasicus elvaltozasokban és in situ carcinomakban mindharom
claudin-tipus diffuz pozitivitast mutat az egész hamban, CLDN-3 jelenlétét azonban a
normdl és a dysplasticus vagy daganatosan atalakult hdmban nem igazoltdk hazai

vizsgalatok sordn. Az invazi6 kialakulasaval a vizsgalt claudinok csokkend expressziot
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mutattak (103). A CLDN-expresszios mintazat négyogyaszati daganatokban szintén
diagnosztikus lehet (104).

Mindezek alapjan jol lathatd, hogy a hamsejtek kozti kapcsolatok fenntartdsan tul a
carcinogenesisben, a tumorprogresszioban és a metastasisképzésben is szerepiik van.
Klinikai alkalmazasuk egyelére még varat magara, azonban a jelenleg is foly6 kutatasok
alapjan a jovOben target-terapia célpontjaiként egy-egy CLDN-fehérje esetleg

alkalmazhato lehet.
1.3.1.4. Tricellulin

A barriologia aktualis kutatasi eredményei alapjan a hamsejtek kozotti szoros
sejtkapcsold strukturaknak jelenleg két formajat kiilonboztethetjiilk meg; ezek a két
sejtet Osszekapcsold bicellularisTJ-k (bTJ) és a harom sejt taldlkozéasi pontjaban
észlelhetd tricellularis TJ-k (tTJ) (105). Mig a két hamsejt kozotti szoros
sejtkapcsolat 1étrehozasaban szerepet jatszo bicellularis junctiok (bTJ) létezése mar
régota ismert, és az ezeket alkoto fehérjék tilnyomo tobbségét is azonositottdk, a harom
sejt talalkozasi pontjanal elhelyezkedd sejtkapcsold strukturdkat (tTJ) alig néhany éve
fedezték fel. Ismert, hogy a tricellularis pontok teriiletén a két sejtet 6sszekapcsold bTJ
folytonossdga a hamsejtek apicalis részén megsziinik; a struktira e teriileteken a

basolateralis membran iranyaba fordul (13. abra) (106, 107).

Kozponti szigeteld

Kozponti csatorna egységek

13. abra. A tricellulin elhelyezkedése (105)

Az utébbi néhany esztenddben folyd barriologiai kutatasok alapjan a TRIC, mint TJ-

alkoto fehérje besoroldsa modosult; az occludin és marveld3 proteinekkel egyiitt a
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TAMP (TJ-associated membrane proteins) — fehérjék MARVEL (MAL and Related
proteins for VEsicle trafficking and membrane Link) — csaladjahoz tartozik. Ezek

funkcidja kiilonb6z6, de egymast részben atfedik (108).
1.3.1.4.1. A TRIC felépitése

A 63,6 kDa molstly, 555 aminosavbdl felépiild protein négy transzmembran
domainnel, két extracellulrais hurokkal és intracellularis terminalisokkal rendelkezik
(14. abra); C-terminalisanak utols6 130 aminosava azonos az occludin C-terminalisaval,
mely 32% szekvenciahomolégiat jelent (109).  Elsé extracellularis hurka 40
aminosavbol épiil fel, a masodik 31-b6él. N-terminalisat 190, mig C-terminalisat 193
aminosav alkotja (56). Riazuddin és munkatarsai 4 izoformat kiilonittettek el: a TRIC-a
a leghosszabb, 7 exonbdl és 558 aminosavbdl allo, 64 kDa molsulyt fehérje (110). A 62
kDa moltomegli TRIC-al a TRIC-a szerkezetéhez igen hasonld, azonban a 3. exonja
hianyzik; a TRIC-b rovidebb, 458 aminosav altal képzett, 52 kDa molstlyt protein, mig
a TRIC-c egy minddssze két transzmembran domainbdl, 442 aminosavbol 4ll6 splice-
varians. MDCK sejtvonalon végzett vizsgalatok alapjan a TRIC C-terminalisa a fehérje
basolateralis lokalizaciojaért, az N-terminalis pedig a TRIC tTJ-ben vald rogzitéséért
felelds. Egyes kutatasok alapjan ismertek homomer (TRIC-TRIC) ¢és heteromer (TRIC-

occludin) kotédési formai is (111).
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14. abra. A tricellulin felépitése (50)
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Fiziologidsan mind a TRIC, mind az occludin szerin/treonin- és egyes tirozin-kindzok
altal foszforilalt allapotban van. Mig az occludint C-terminélisan a szerin/threonin-
kinazok csoportjaba tartoz6 casein kinaz (CK)-1 és -2 tartja foszforilalva, a TRIC
foszforilal6i eddig ismeretlenek, az azonban bizonyos, hogy szdmos betegség (egyes
gyulladédsos  bélbetegségek, vese-tiidobetegségek, carcinogenesis)  hatterében

szabalyozatlanna valo foszforilacios mechanizmusok is allnak (105).
1.3.1.4.2. A TRIC funkciodja

Bar a TRIC funkcidja még nincs tisztdzva teljes egészében, szamos feladatara mar fény
deriilt; koztiik az egyik legfontosabbra, a transepithelialis barrier fenntartasara (106).
Bicellularis TJ-ben a TRIC jelenléte nyoman fokozodik a transzmembran elektromos
ellenallas (TER), mely a lezard, sealing funkcio egyik egyértelmiien mérhetd markere.
A TER emelkedésével egyidejiileg mérséklddik egyes ionok ¢és makromolekuldk
transzmembran permeabilitasa is. Tricellularis TJ-t vizsgdlva a makromolekuldk
permeabilitasa szintén cs6kken, azonban az ionpermeabilitas tTJ-t6l fiiggetlen (112).
Ikenuchi és munkacsoportjanak vizsgalatai alapjan TRIC-KO sejtekben a TER

csokkenése és a paracellularis permeabilitas fokozodasa észlelhetd.

A molekula C-terminalis vége — az occludinnal homolog szakasz — felelés a ZO-1-hez
vald  kapcsolodasért.  Ismert, hogy az  adipocyta-differenciacioban  és
lipidmetabolizmusban is szerepet jatszo6 PPAR-y az epithel- ¢és endothelsejtek
barrierfunkcidojanak megorzésében is fontos feladattal bir. A fehérje expressziojat
szamos szovettipusban vizsgaltak (2. tablazat). Human nasalis epithelialis sejtvonalat
(HNEC) PPAR-y-agonista rosiglitazonnal és troglitazonnal kezelve a TJ-k és TRIC
mennyisége nott (113). Egyes kutatasok alapjan occludin-KO sejtekben a TRIC a tTJ-
ben nem detektalhatd, azonban megfigyelheté a bTJ-ban, felvetve ezzel az occludin
néhany funkcidjanak atvételét. Fontos feladata tovabba a korlatlan makromolekula-
aramlas szabalyozasa (114, 115), valamint az a tény, hogy a tTJ centralis tubulusanak
atméréje meghaladja szamos gyogyszermolekula méretét, igy a jovében a TRIC-nak
szerepe lehet egyes gyogyszerhatdbanyagok szallitasaban is (50). Egyes jol differencialt
PDAC sejtvonalakon végzett vizsgalatok alapjan az extracellularis kalcium-szint szintén
befolydsolja a TRIC expresszid6 mértekét: mind a mesterségesen eldidézett

hypocalcaemia, mind a hypercalcaemia fokozta a TRIC fehérje-expresszidjat (116).
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Néhany éve ismert, hogy egyes TRIC-mutacidk szerepet jatszanak a familiaris siketség
egyik formajanak kialakulasaban (110), azonban Ohkuni és munkacsoportjanak
eredményei alapjan a TRIC-nak feladata lehet szamos inhalativ antigén és felsé 1éguti
virusfert6zés prevencidjaban is (117). Szintén mikrobiologiai jelentdségii, hogy egyes
Shigella-, Rickettsia,- Listeria- és Burkholderia-fajok a gazdasejt aktin citoszkeletonjat
hasznaljak a sejtbe jutdshoz, mely tilnyomorészt a sejtek tricellularis pontjain megy

végbe (118, 119).
1.3.1.4.3. A TRIC genetikaja és szabalyozasa

Az occludint és TRIC-t kodold génszakaszok az 5. kromoszoma révid karjan tandem
helyezkednek el, felvetve a filogenezis alatti duplikacio lehetdségét. JOl ismert, hogy a
TJ eltiinése fontos szerepet jatszik az epithelialis-mesenchymalis transitioban, mely
soran a hamsejtek elvesztik polaritdsukat (120). A folyamatot befolyasold egyik
legfontosabb molekula a SNAIL-1 cinkujjas transzkripciés faktor (121). Egyes egér
Eph4-sejtvonalakban végzett vizsgalatok eredményei alapjan SNAIL-1 hatasara
kifejezetten csokkent az occludin- és CLDN-expresszié (122). Annak tisztazasa
céljabol, hogy mas, eddig ismeretlen bTJ- vagy tTJ-alkotd6 membranfehérjék is a
SNAIL-1 szabalyozasa ald esnek-e, egy 24 000 gén vizsgalatira alkalmas
oligonukleotid-microarray-elemzést végeztek. E vizsgalat alapjan fedezték fol tobb mas
SNAIL-1-target membranfehérje mellett a talnyomorészt tricellularis pontokban
elhelyezked6 tricellulint. Masuda és munkacsoportja gyomorcarcinoma-sejtvonalban
igazolta, hogy SNAIL-1-indukalt EMT soran a TRIC expresszio jelentdsen csokken;
fehérjeszintii vizsgalatok alapjan a TRIC és E-kadherin mennyisége csokken, mig ezzel
parhuzamosan a tumorsejtek vimentin és N-kadherin-expresszidja fokozodik (123).
Human pancreas adenocarcinoma sejteken (HPAC) végzett elemzések alapjan a TRIC
JNK-utvonalon keresztiil is szabalyozodik (124). Yamagouchi és munkatarsainak
kutatasi eredményei szerint human pancreas ductus epithel (HPDE)-sejtekbe juttatott
human telomeraz reverz transzkriptazzal (HTERT) végzett vizsgélatok alapjan a PKC is
hatassal van a TRIC expresszidjara (125). Yu és munkacsoportja a TRIC funkcidjat és
lokalizacigjat vizsgalta: MDCK 11 sejtvonalakban az occludin expressziot RNS-

interferencia révén gatoltak (KD1 és KD2), melynek kovetkeztében a TRIC a tTJ-k

crer
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occludinnak szerepe lehet a TRIC tricellularis pozicioban tartasaért ugy, hogy a TRIC-t
kizarja a bTJ-bol (126). A human Corti-szerv lamina reticularisanak vizsgalatakor
pakisztani csaladok Orokletes, tiinetmentes siiketség-szindromaja (DNFB49) hatterében
deriilt fény TRIC-mutaciora (5q13.2-914.1) (127).
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2. tablazat. Tricellulin expresszidjaval kapcsolatos eddigi kutatasok és

vizsgalt szovetek/szervek

VIZSGALT SEJT/SZOVET MUNKACSOPORT

Egér vékonybél, gyomor, vese Ikenouchi et al., 2005 (105)
Human Corti-szerv lamina cochlearisa Riazuddin et al., 2006 (110)
Human HaCaT-keratinocyta sejtek, Schliiter et al., 2007 (128)

érett dendritikus sejtek

MDCK Il-sejtvonal Krug et al., 2009 (114)
Human Langerhans-sejtek bérben Kubo et al., 2009 (129)
Human nasalis epithelsejtek Ohkuni et al., 2009 (117)
Human csirasejtek, Sertoli-sejtek Hermo et al., 2010 (130)
Human gyomorcarcinoma sejtvonal Masuda et al., 2010 (123)
Egér Schwann-sejtek Kikuchi et al., 2010 (131)

Human tonsilla squamosus sejtes carcinoma  Kondoh et al., 2011 (132)

Human fibrolamellaris HCC Patonai et al., 2011 (133)
Human microglia €s gyomorszovet Mariano et al., 2011 (134)
Human tiidécarcinoma Soini et al., 2012 (135)
Human nasalis polypsejtek Nguyen et al., 2013 (136)
Human neuronok, astrocytak Mariano et al., 2013 (137)
Human neuronok, retina endothel sejtek Iwamoto et al., 2014 (138)

1.3.1.5. Lipolysis stimulalt lipoprotein receptor (LSR)

A Masuda és munkacsoportja altal leirt, 65 kDa molstlya, 581 aminosavbol felépiild,
szintén a tricellularis talalkozasi pontokban megfigyelhetd fehérje egy triacilgliceridben
gazdag lipoprotein receptor. Felépitését tekintve integrans membranfehérje, egy
extracellularis hurka és egy transzmembran, illetve egy extra- és intracellularis

domainje van; extracellularis domainje IgG tipust (139). Barriologiai szerepe
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tulnyomorészt még ismeretlen, azonban Furuse és munkatarsainak vizsgalata alapjan
feltehet6en tajékozodasi pont a TJ-proteinek szamara: LSR-KO Eph4-sejtek esetén az
occludin a tricellularis TJ teriiletében akkumulalodott, mig TRIC-KO Eph4-sejteken a
LSR a tricellularis junctiokban maradt, mig LSR-KO sejteket vizsgalva a TRIC

basolateralis membranba valo athelyezédése volt észlelhetd (140).

1.3.2. Az adherens junctio

Az adherent junction (AJ) szintén két hamsejt kozotti sejtkapcsold struktira, a TJ-hoz
képest basalisabban helyezkedik el, citoplazmatikus oldala az aktin filamentumokhoz
kapcsolodik. Nem hameredetii sejtekben ismert, hasonld struktaraju sejtkapcsold

rendszer a fascia adherens, mely szivizomsejtekben a legismertebb.

Szerkezetét tekintve ismert a sejtek kozott korbefutd forméja, ez a zonula adherens,
illetve a pontszerlien az ECM-hoz kapcsolodd tipusa (adhézids plakk). A sejtkdzotti
kapcsolat fenntartasan tGl szamos intracellularis jelatviteli utvonalat kozvetit (141). A
kapcsolodasban szerepet jatszo legfontosabb molekulacsalad a kadherineké, melyek
transzmembran fehérjék, a szomszédos sejtek kadherin molekuldival alkotnak
homodimereket. Az AJ tovabbi 1ényeges alkotoelemei a kateninek (142). Az o-katenin a
B- vagy v-katenin révén indirekt médon kotddik a kadherinekhez, és kapcsolodik az
aktin citoszkeletonhoz. A y-katenin/plakoglobin leginkabb a desmosomakban fordul eld,
azonban E-kadherinhez kapcsolodva vascularis endothelben is kimutattak jelenlétét. A
d-katenin vagy p120 a kadherinek juxtamembran részeihez kotédik. Az endothelsejtek
zonula adherens tipusu struktirajanak f6 alkotdja az E-kadherin/CDH5 vagy CD144,
melynek lényeges szerepe van a vascularis integritds megdrzésében. A nyirokerek
kivételével a kadherinek a vascularis endothelsejtekben zippzar-szerii struktarakat
alkotnak, ezzel is biztositva a sejtek kozotti stabil kapcsolatot (143). A CD144 mellett
tovabbi endothel-specifikus fehérje a CLDN-5. Tovabbi zonula adherens-alkoto

proteinek a vinculin, eplin és «-aktinin (144).
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15. abra. A ’tight junction’ és >adherent junction’ egymashoz viszonyitott helyzete (145)

1.3.3. Desmosoma

A desmosoma vagy macula adherens adhézids fehérjékbdl és az azokat az aktin €s
cytokeratin filamentumokhoz kapcsold proteinekbdl allo komplex (146, 147). A
hamsejtek basolateralis membranjdban helyezkednek el, feladatuk egyfeldl a
sejtkapcsold membranfehérjék és a sejten beliilli intermedier filamentumok
Osszekapcsoldsa révén a hamsejtek struktirajanak megorzése, masfeldl a szoveti
differenciacioban és a morfogenezisben is fontos szerepet téltenck be (148). Legfobb
alkotoi egyrészt a desmosomalis kadherinek, masrészt az Armadillo-fehérjecsaladhoz
tartozd plakoglobin és plakophillinek (149), illetve a plakin-proteinek csaladjaba
sorolhatd desmoplakin, envoplakin, periplakin és lectin (150). Mig az AJ csak egyféle
kadherint (E-kadherin) tartalmaz, addig a demosoma a kadherinek két tipusabol épiil fel,
ezek a desmoglein és desmocollin (151), melyek transzmembran proteinek; ot
extracellularis domainjiik segitségével, homofil ko6tddések révén kapcesolddnak
egymashoz, athidalva a szomszédos sejtek kozotti rést. Tovabbi kézos jellemzdjiik a
kalcium-kotohely. A hamsejtek legfobb intermedier filamentuma a citokeratin, mely a
desmosomalis plakkokhoz rogziil; nem hdmeredetli sejtekben a citokeratin helyett
desmin ¢és vimentin révén kapcsolodnak a membranfehérjék a desmosomalis
plakkokhoz. A plazmamembran citoplazmatikus oldalan tovabbi két, denz szerkezetli

egység kiilonithetd el: a kiilsé denz plakk (ODP) és a belsé denz plakk (IDP).
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2. CELKITUZESEK

Napjainkban vilagszerte aktiv kutatasok folynak a barrioldgia teriiletén; szamos
eredménynek meghatarozd kovetkezménye lehet nem csupdn az alapkutatdsokban,
hanem a kozeli vagy tévolabbi klinikai vizsgalatok, esetleges jovenddbeli célzott
terapias lehetdségek tekintetében is. A sejtkapcsold strukturakat és az azokat alkotd
fehérjéket fehérje- és RNS-szinten is elemezték; azonban a tudomanyag fejlodésével
egyidejileg szamos tovabbi sejtkapcsold fehérje 1étére €s fiziologias-patofiziologias

funkcidjara deriilt fény.

A TRIC a fentebb részletezett szamos vizsgalat eredménye; a fehérje kiilonbozo,
sejtdifferencidcioban, carcinogenesisben, tumorprogresszidban megismert szerepe
nyoman keriilt kutatdsunk kozéppontjdba. A fehérjével kapcsolatos kutatasok
tilnyomorészt sejtvonalakon vagy elektrofiziologiai vizsgalatok segitségével folytak;

human szdveteken elenyészé mennyiségli elemzést végeztek.

Mindezek alapjan célul tiiztik ki, hogy a TRIC fehérje- és RNS-expresszidjat
megvizsgaljuk normdl human hasnyalmirigyben €s majban, illetve ezek leggyakrabban

eléforduld primer malignus daganataiban.
Vizsgalataink megkezdése el6tt a kovetkezd kérdéseket tettiik fel:

1. Expresszalodik-e a TRIC norméal human pancreasban? Amennyiben igen, az
expresszi6 mértéke kiilonbozik-e a ductalis, acinaris, illetve endocrin

struktarakban?
2. Megfigyelhetd-e a TRIC fehérje pancreas eredetli ductalis adenocarcinomakban?

3. Eszlelheté-e TRIC-expressziobeli kiilsnbség a normal pancreas és a ductalis

adenocarcinomadk, illetve az eltér6 differencidltsagi adenocarcinomak kozott?

4. Kimutathato-e TRIC endocrin pancreasdaganatokban, s amennyiben igen,

eltéréen expresszaljak-e a kiilonbozo6 gradust endocrin tumorok ?

5. Detektalhatd-e a hasnyalmirigy acinussejtes carcinomajaban a TRIC?
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6. Jelen van-e normal human majszovetben a TRIC? Amennyiben igen, észlelhetd-

e expresszios vagy lokalizacios kiilonbség a majsejtek és az epeutak kozott?
7. Kimutathaté-e TRIC cirrhotikus, nem daganatos majszovetben?
8. Hepatocellularis carcinomaban azonosithato-e a vizsgalt molekula?
9. Van-e kiilonbség a kiillonbozo differencidltsagn HCC-k TRIC expressziojaban?
10. El6fordul-e a vizsgalni kivant protein fibrolamellaris HCC-ben?

11. Eszlelheté-e a TRIC-fehérje termelddése cholangiocarcinomaban, illetve van-e

expresszios kiillonbség az eltérd differencialtsagh  adenocarcinomak kozott?
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3. MODSZEREK
3.1. Betegek, vizsgalati anyagok

Vizsgalataink soran 6sszesen 128, a SE Il.sz. Patologiai Intézet archivumabdl szarmazé
tumormintat, koziilik 76 hasnyalmirigydaganatot és 52 primer majdaganatot, illetve 12
cirrhotikus mintat elemeztiink (3. tablazat). A pancreastumorok koziil 58 sebészileg
eltavolitott pancreas ductalis adenocarcinomat (14 grade 1, 19 grade 2 és 25 grade 3
daganat), 15 endocrin hasnyalmirigytumort (5 benignus, 7 borderline és 3 malignus) ¢€s
3 acinussejtes carcinomat vizsgaltunk (4. tablazat); a majtumorok kozil 32
hepatocellularis carcinomat (10 grade 1, 13 grade 2, 8 grade 3 és 1 kevert gradust
daganat) és 20 intrahepatikus cholangiocarcinoméat (5 grade 1, 9 grade 2 és 6 grade 3
differencialtsagi tumor) elemeztiink (5. tablazat) a Semmelweis Egyetem Etikai
Bizottsaganak engedélyével (#172/2003). A majdaganatok vizsgalata mellett 12
cirrhotikus majszdvetet is bevontunk kutatdsunkba. Munkénk masik részében a
hepatocellularis carcinomédk egy altipusat, a fibrolamellaris HCC-t vizsgaltuk; a
kivélasztott 11 eset mellett 7 konvencionalis’ és 7 cholangiocarcinomat is elemeztiink
(6. tablazat). Immunfluoreszcens vizsgalatainkat 5-5 ép hasnyalmirigy és ductalis
adenocarcinoma, illetve normal maj és HCC frissen fagyasztott, -80°C-on tarolt
mintdjan végeztilk. Kontrollcsoportjainkat 20, hasnyalmirigytumor melldl vett,

daganatmentes pancreasszovet, illetve 20 tumormentes majallomany alkotta.

3. tablazat. Vizsgalatunk soran felhasznalt mintaink szambeli és demografiai

megoszlasa

Esetszim  Férfi/né arany  Atlagéletkor (év)

PDAC 58 25/33 (1:1,32) 62,36
PET 15 3/12 (1:4) 54,78
ACC 3 2/1 (1:0,5) 34,66
HCC 32 26/6 (1:0,23) 67,45
icC 20 7/13 (1:1,85) 57,4
Cirthosis 12 10/2 (1:0,2) 60,14
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4. tablazat. A vizsgalt pancreasdaganatok szovettani és demografiai megoszlasa

Daganattipus Esetszam Férfi/n6 arany Atlagéletkor (év)

PDAC

Grade 1 14 4/10 (1:2,5) 63,33
Grade 2 19 11/8 (1: 0,72) 61,46
Grade 3 25 10/15 (1: 1,5) 62,29
PET

Benignus 5 1/4 (1:4) 44,2
Borderline 7 2/5 (1:2,5) 54,14
Malignus 3 0/3 66
ACC 3 2/1 (1:0,5) 34,66

5. tablazat. A vizsgalt majmintak szovettani és demografiai megoszlasa

Daganattipus Esetszam Férfi/n6 arany Atlagéletkor (év)

HCC

Grade 1 10 8/2 (1:0,25) 65,2
Grade 2 13 10/3 (1: 0,3) 68,69
Grade 3 6 5/1 (1:0,2) 70
Grade 4 2 - 63,5
Nem gradalt 1 - -
iCC 20 7/13 (1:1,85) 57,4
CIRRH 12 10/2 (1:0,2) 60,14
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6. tablazat. FLHCC elemzésekor vizsgalt mintaink megoszlasa

Esetszam Férfi/n6 arany Atlagéletkor (év)

FLHCC 11 5/6 (1:1,2) 20,81
HCC 7 6/1 (1:0,16) 66
cC 7 2/5 (1:2,5) 60

3.2. Modszerek
3.2.1. Szovettani vizsgalatok

A szdvetmintakat az eltavolitds utan azonnal 10%, pufferolt formalinba helyezve 24
oran keresztiil szobahdmérsékleten fixaltuk. Ethanol- és xylol- dehidrataciot kovetéen
paraffinba agyaztuk. A 3-4 um vastagsagi metszeteket hematoxilinnal és eozinnal
festettiik meg (Reanal Kft.,, Budapest, Magyarorszag). Az acinussejtes daganatok
vizsgalatakor perjodsav-Schiff (PAS)- és emésztéses-PAS-reakciot végeztiink, illetve
mucikarmin festést alkalmaztunk. A pontos diagnozis és gradus meghatarozasat harom

fliggetlen patologus szakorvos végezte.

3.2.2. Immunfluoreszcencia

Immunfluoreszcens vizsgalataink soran 5 normal hasnyalmirigyet, 5 pancreas ductalis
adenocarcinomat, illetve 5 normal majat, 5 HCC-t és 5 iCC-t elemeztiink. A fagyasztott
blokkokbol szarmazo, 5 pm vastagsdgii metszeteket methanol és aceton 1:1 aranyu
keverékében pancreas esetében 5, a majmintak esetében 10 percig -20°C-on fixaltuk,
majd szobahdmérsékleten megszaritottuk. A nem-specifikus fehérjekotédést PBS-
oldattal (Protein Block Serum-Free; DAKO, Glostrup, Dania) gatoltuk 30 percig 37°C-
on. A metszeteket a primer antitestekkel 4°C-on, egy éjszakan at inkubaltuk (7.
tablazat).
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7. tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalataink soran hasznalt primer antitestek.

ANTIGEN FAJ KLONALITAS KLON  HIGITAS GYARTO
PANCREAS
Tricellulin ~ nyal poliklondlis ZMD.699  1:200  Invitrogen
Occludin egér monoklonalis OC-3F10  1:100 Invitrogen
Kollagén IV egér monoklonalis CIV 22 1:100 Dako
Synaptophysin egér monoklonalis  SY 38 1:100 Dako
MAJ

Claudin-1 egér monoklonalis 2H10D10  1:100 Invitrogen

Claudin-4 egér monoklonalis 3E2C1 1:100 Zymed
MRP2 egér monoklondlis M2111-6 1:50 Abcam

Tricellulin ~ nyal poliklonalis  ZMD.699 1:50 Invitrogen

Masodlagos antitesteKként Alexa Fluor 568 kecskében termelt, nyul-ellenes 1gG-t
(Invitrogen) és Alexa Fluor 488 szamarban, egér ellen termelt IgG-t (Invitrogen)
hasznaltunk 1:200, PBS-higitasban (Phosphate Buffered Saline). Metszeteinket 30
percig szobahémérsékleten, sotétben inkubaltuk, majd magfestésként 4’,6-diamino-2
phenylindole (DAPI)-tartalmi Vectashieldet (Vector Labs., Burlingame, CA, USA)
hasznaltunk.

Kettés immunfluoreszcens vizsgalatainkat pancreasszovetekben tricellulin és occludin,
tricellulin és synaptophysin, illetve tricellulin és kollagén IV kolokalizaciojanak
kimutatasa céljabol végeztiik. M4ajban tricellulin-CLDN-1 és — a tricellulin hamsejteken
végeztiink. Hepatocellularis carcinoméakban a tricellulin-CLDN-1, mig intrahepatikus
cholangiocarcinomékban a tricellulin-CLDN-4  kolokalizaciojat elemeztik. A
fagyasztott metszeteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk a fent részletezett primer
antitestekkel, ezt kovetéen szekunder ellenanyagként szintén Alexa Fluor 568
kecskében termelt, nyal-ellenes IgG-t (Invitrogen) és Alexa Fluor 488 szamarban, egér
ellen termelt 1gG-t (Invitrogen) hasznaltunk 1:200, PBS-higitasban (Phopsophate
Buffered Saline).

47



DOI:10.14753/SE.2016.1932

Az elvégzett immunreakciokat fluoreszcens mikroszkop (Leica, RXA, Wetzlar,
Németorszag) és konfokalis 1ézer scanning mikroszkop (Bio-Rad MRC-1024 system,
Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA) segitségével, harom fiiggetlen szakorvos

részvételével elemeztik.

3.2.3. Immunhisztokémiai reakciok

A 3 um vastagsagi, formalinban fixalt, paraffinba agyazott metszeteket xilolban
deparaffinaltuk és felszallo alkoholsorban rehidraltuk. Az epitdpfeltaras céljabol végzett
4 perces protedz-1 emésztést kovetden (Ventana Tucson, AZ, USA) peroxidaz ¢és
fehérjeblokkolast végeztiink, majd mintainkat 42°C-on, 40 percen keresztiil inkubaltuk
nyulban termelt poliklondlis TRIC anti-C-termindlis antitesttel 1:50 higitdsban. A
jelerdsitéshez Amplification Kitet (Roche, Indianapolis, USA) hasznaltunk. Az
immunhisztokémiai reakciokat HRP-alapi Ventana Benchmark XT (Ventana)
immunfestd automataval végeztiik a gyarté ajanlasanak megfeleld protokoll szerint. A
szekunder ellenanyagok alkalmazasa utdn a reakciok lathatova tételéhez UltraView™

Universal DAB Detection Kitet (Ventana) alkalmaztunk.

Pozitiv kontrollként hasnydlmirigy esetében a tricellulint ismerten expresszald egér
duodenumabol  szarmazdé  metszeteket, majmintainkhoz  human  duodenumot
hasznaltunk; negativ kontrollmintdink elkészitése soran a primer antitesteket ’Antibody

diluent’-tel (Ventana) helyettesitettiik.

3.2.4. A tricellulin immunhisztokémiai reakciok értékelése

A tricellulin immunhisztokémiai reakciok kvantitativ elemzéséhez a metszeteket Mirax
Pannoramic Midi, illetve Pannoramic 250 Scanner (3D Histech, Budapest,
Magyarorszag) segitségével digitalizaltuk. Esetenként tizenot, pancreas esetében 40x,
majmintdink soran 60x nagyitast, véletlenszerlien kivalasztott, nem atfedd latoteret
fotéztunk. Az immunpozitivitds mértékének meghatarozasat digitalis morfometria

segitségével (Leica Qwin Software; Leica, Wetzlar, Németorszag) végeztiik.
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Ennek sordn meghataroztuk a vizsgalt 1atotér teljes pixelszdmahoz viszonyitva a pozitiv
terliletek pixelszamat, majd a program ez alapjan kiszdmolta az immunpozitiv teriilet
szdzalékos ardnyat (Area %). A reakciok értékelésekor az esetenként vizsgalt 15 latotér
vizsgalatakor kapott értékeket atlagolva minden mintahoz atlag-area %-ot tarsitottunk.
A pozitiv teriiletek szazalékos aranyat a teljes vizsgalt teriilethez viszonytva adtuk meg,

ezt az értéket tekintettik *Area %’-nak.

3.2.5. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatok soran csoportjaink tricellulin-expresszidjanak mértékét
vetettiilk 0ssze, melyhez Mann-Whitney-féle non-parametrikus tesztet hasznaltunk. A
tulélési elemzések soran Kaplan-Meier analizist végeztink. A teljes tulélés (OS)
intervalluménak a diagnoézistdl a haldl bekovetkeztéig tartd iddszakot tekintettiik. A
tulélés, illetve a tricellulin expresszio és egyéb valtozok kozti Osszefiiggést
pancreasvizsgalataink soran log-rank, majmintaink esetében Spearman-rank korrelacios
teszttel elemeztiik. A tricellulin-expresszid mértéke és a teljes tulélés kozotti relativ
kockazat felméréséhez univariaciés Cox-regresszids analizist alkalmaztunk.
Elemzéseink soran a szignifikancia-hatart p<0.05-ben hataroztuk meg. Statisztikai
vizsgalatainkat a Statistica 7.0 szoftver (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) segitségével

végeztiik el.

3.2.6. Western-blot

Western-blot vizsgalatainkhoz 6-6 kontroll majbél, HCC-bdl és iCC-bdl, illetve 5-5
normdl pancreasbdl ¢€s pancreas ductalis adenocarcinomabdl szarmazo6 fagyasztott
szovetbdl végeztlink fehérje-izolaciot. Ennek sordn 50-50 mg mintat folyékony
nitrogénben poritottunk, majd centrifugalassal (13 200 rpm, 4°C, 5 min), illetve lizis-
pufferben (20 mM TRIS pH7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% TritonX-100 és
proteaz-gatlo koktél /Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA/) homogenizaltunk. A mintak

crer

gélelektroforézist végeztliink mintanként 30 pg mennyiségli lizdtummal 10% SDS-
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poliakrilamid gélen, 200 V fesziiltséggel 35 percen keresztiil. Ezt kovetoen a fehérje-
mintdkat 100 V fesziiltség mellett 75 percen keresztiil, 4°C-on nitrocellul6z membranra
blottoltuk. A folyamat ellendrzéséhez Ponceau-S vords festést alkalmaztunk. Az
aspecifikus fehérjekotddés kivédésére mintdinkat 5% zsirmentes szaraz tejben (Sigma)
inkubaltuk szobahdmérséketen, 30 percig. Mindezek utén a nitrocellul6z membranokat
TRIS-pufferolt soban (TBS) higitott primer tricellulin (nytl poliklonalis; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA 1:500) és GAPDH (egér monoklonalis; AbDSerotec, Kidlington,
UK; 1:5000) antitestekkel inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at. TBS-Tween (0.1%
Tween 20) mosas utan tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos ellenanyagokat
alkalmaztunk (nyul- és egérellenes antitestek; Dako, Glostrup, Dania) 1:2000 TBS-

higitasban 2 6rén keresztiil, szobahdmérsékleten.

A folyamat végén az elkésziilt membranokat kemilumineszcens oldattal inkubaltuk
(BioRad, Hercules, CA, USA), majd az immunreakciokat Kodak géldokumentacios
rendszer (Kodak, Rochester, NY, USA) segitségével elemeztiik.

3.2.7. RT-PCR

RNS-izolalas

MRNS-szinti  vizsgalatainkhoz 5 formalin-fixalt, paraffinba agyazott normal
hasnyalmirigyszovetet, 10 grade 1, 11 grade 2 és 9 grade 3 pancreas ductalis
adenocarcinomat valaszottunk ki.

Az RNeasy FFPE Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) segitségével teljes RNS-t izolaltunk
0t-6t 5-10 pum vastagsagu, nekrozis-, vérzés- és kotdszovetmentes makrodisszekalt
metszetbdl. Az izolalt RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) spektrofotométer hasznalataval mértiik.

RNS reverz transzKkripcio
A vizsgalatokhoz sziikséges DNS-t esetenkén 1-1 pg teljes RNS-bdl, High Capacity
RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) alkalmazasaval allitottuk

elo.
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Primertervezés

A real time RT-PCR soran alkalmazando gén-specifikus primereket AllelelD 6.01
szoftverrel (Premier Biosoft International, CA, USA) terveztik meg (8. tablazat). Az
izoforma-specificitas és a tervezett primerck méretének meghatarozasdhoz BioEdit
szekvencia-ellenérzé szoftvert (Tom Hall Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA)
hasznaltunk. A primerek specificitasat BiSearch szoftverrel (MTA Enzimologiai Intézet,
Budapest, Magyarorszag) ellenériztiik. Vizsgalataink soran a primerspecifikus

amplifikacios hémérsékletet (58°C) gradiens-PCR segitségével optimalizaltuk.

8. tablazat. Real time RT-PCR soran alkalmazott primerek szekvenciaja

TERMEKHOSSZ ANNELLACIOS HO
(bp) (°C)

ABL-ab 105 61

ACGAGTCTGGTTGATGCTGTG (s)

GGCGGACTGTGGCTTTGG (as)
Tricellulin 86 61
TGGAACAACAGGAGATAAATGAGC (s)
GTCTCTTTGTCTGTCACCACTG (as)

GEN PRIMER-SZEKVENCIA (5'- 3")

PCR és Real-Time PCR

SYBR Green-alapu real-time RT-PCR vizsgalatainkat az ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) segitségével végeztik el a gyartd
protokolljanak megfelelden. Belsd kontroll-génként a konstitutivan expresszalodo ABL-
ab gént (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) hasznaltuk. Az
amplifikaciora vardo 20 upl reakcioelegy Power SYBR Green PCR Master Mix-et
(Applied Biosystems), 10 pM forward és reverz primert és 100 ng cDNS-templatot
tartalmazott. Az amplifikacido paraméterei a kovetkezdk voltak: inkubacio 95°C-on 10
percig; majd 45 cikluson keresztiil 95°C-on 15 masodpercig, 60°C-on 1 percig €s 72°C-
on 15 masodpercig. Az olvadaspont-analizis sordn 20 masodpercen 4t 95°C-0s
melegitést, 10 masodpercen keresztiil 45°C-on végzett hitést, majd 95°C-ra valod
ujramelegitést  végeztiink. A primer-specifikus  amplifikaciot 2%  agaroz

gélelektroforézissel és olvadaspont-analizissel ellendriztiik.
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4. EREDMENYEK
4.1. Immunfluoreszcencia
4.1.1. Pancreas immunfluoreszcens vizsgdlatok

Normal hasnyalmirigyszovet elemzésekor a vizsgalt fehérje a ductus- és acinussejtek
apicalis polusahoz kozeli tricellularis talalkozasi pontoknak megfelelden pontszeriien
helyezkedett el (16. A kép), mig linearis membranpozitivitast mutatott a bicellularis
junctiok teriiletén (16. B és C kép). Az endocrin pancreasban tricellulin pozitivitast nem
észleltiink. A tricellulin és occludin kettds jelolése soran a két fehérje egyiittes
elhelyezkedését detektaltuk a ductus- és acinussejtek apicalis membranjaban, melyet az

16.B és 16.C kép illusztral; a pontszeriien megjelend sarga szin a tricellulin (piros) és

10 um 10 um

16. abra. Immunfluoreszcens eredményeink normal pancreasban

A, Tricellulin (TRIC) expresszi6 az acinussejtek luminalis részén (z61d nyilak; 630x); B-C, TRIC (piros) és occludin (z61d)
kolokalizacioban (sarga) normal pancreas acinussejtjeinek apicalis felszinén (zold és piros nyilak; 1200x); D, Az anti-TRIC (piros)
és anti-kollagén IV (z6ld) antitestek is megerdsitik a TRIC apicalis elhelyezkedését (630x; inset, 1000x); E, Anti-TRIC (piros) és
anti-synaptophysin (z61d) kett6s jelolés alapjan a Langerhans-szigetek teriiletén nem észlelhet6 kolokalizacio (L; 400x). Korompay

A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.
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4.2.1. Mdj immunfluoreszcens vizsgalatok

Az immunfluoreszcens mikroszkopia révén — a hasnyadlmirigy vizsgalata soran
¢észleltekhez hasonléan — a tricellulin feltiind, pontszeri halmozodasat tapasztaltuk a
tricellularis taldlkozasi pontokban (17. abra, nyilhegy), mig a két sejt kozott kialakult

junctioknak megfeleléen linearis membranpozitivitast észleltiink.

Az altalunk vizsgalt normal ma4jszovetekben a tricellulin heterogén expresszidjat
észleltik. Tulnyomorészt gyenge immunpozitivitds mellett mintdink egy részében
kifejezetten erds reakcid volt megfigyelhetd. A vizsgdlt ellenanyagok mind a
hepatocytdk, mind pedig az epetti hamsejtek feliiletén kimutathatéak voltak. Kettds
immunfluoreszcens vizsgalataink soran tricellulin-CLDN-1 (18. abra A, B, C) és
tricellulin-MRP2 (18. abra D, E, F) kolokalizaciot észleltiink normal majban,
megerdsitve ezzel a tricellulin elhelyezkedését a hepatocitdkban és a primer epetti
sejtekben. Hepatocellularis carcinomakban TRIC-CLDN-1 kolokalizaciot azonositottuk
(18. abra G, H, 1), intrahepaticus cholangiocarcinomakban pedig TRIC-CLDN-4 kett6s
jelolodést detektaltunk (18. abra J, K, L). A fibrolamellaris hepatocellularis carcinomak

esetében szintén két sejt kozott linearis, harom sejt kdzott pedig pontszeri tricellulin-

expressziot észleltiink (19. abra A és B).

4

17. abra. Tricellulin immunfluoreszcencia ép human majban

Jol lathaté a fehérje részben pontszerti, részben linearis membranpozitivitasa. A nyilhegynek megfeleléen, harom sejt talalkozasanal

pontszerti halmozodas észlelhetd, mig a tricellulin két hepatocyta dsszefekvo felszinén linearisan helyezkedik el (630x, kinagyitott

kép). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas.
Pathol Oncol Res., 2014.
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18. abra. Tricellulin kolokalizaciéja majban CLDN-1, CLDN-4, és MRP2
fehérjekkel

Normal méjban a tricellulin tilnyomorészt harom sejt talalkozasi pontjaban helyezkedik el (nyilhegy A és D; 630x), azonban

linearisan megfigyelhet6 a bicellularis junctioknak megfeleléen is (A, D; 630x). Mig CLDN-1 fehérjével mind ép majban (A-C;
630x), mind HCC-ben (G-I, 630x) kolokalizaciot mutat, ez MRP2-vel csak normal majban észlelhet6 (D-F; 630x). A képen lathato
’L’-jeldlés er6s aspecifikus autofluoreszcenciat jelez (D-F; 630x). A tricellulin iCC-ban kolokalizal CLDN-4 fehérjével (J-L; 630x).
CTL: kontroll maj; Cl1: claudin-1; Cl4: claudin-4; MRP2: multidrug resistance protein 2; TRIC: tricellulin. Somoracz A, Korompay

A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.
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B

19. abra. Tricellulin immunfluoreszcencia HCC-ban (A, 630x) és FLHCC-ban (B,

1200X) Bicellularisan linearis, harom sejt kozott pontszerii lokalizaci6. Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins
and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma. Virchows Arch., 2011.

4.2. Immunhisztokémiai reakciok
4.2.1. Pancreas és pancreasdaganatok vizsgdlata
4.2.1.1. Normal hasnyalmirigy

Immunhisztokémiai vizsgéalataink soran egyértelmi tricellulin-expressziot észleltiink az
exocrin pancreas minden alkotoelemében; igy az acinussejtekben, a ductulusokban és a
nagyobb ductusokban is (20. abra, B-C). A vizsgalt fehérje minden sejttipusban a
hamsejtek luminalis polusdhoz kozel helyezkedett el. Intenziv, pontszerli
membranpozitivitast észleltiink a tricellularis junctioknak megfeleléen, mig gyengébb,
linearis jeleket azonositottunk a két sejt kozotti, bicellularis junctiokat alkotod
teriileteken. Az altalunk vizsgalt endocrin pancreasteriiletek egyike sem mutatott

tricellulin-pozitivitast (20. abra, D).
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20. abra. Tricellulin immunhisztokémiai reakciok normal pancreasban

A, Human pancreas exocrin és endocrin részei (200x; a nyilak a nagyobb nagyitast képekre mutatnak; skala: 50 um); B, Erés
pontszerli és mérsékelt linearis membranpozitivitas a ductussejtek apicalis polusan (600x; inset, 1000x; skala: 20 um); C, Intenziv
jelolédés az acinussejtek luminalis polusan (600x; skala: 20 um); D, A Langerhans-szigetek (L) TRIC-negativak (600x; skala: 20

um). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic humén pancreas. Histopathology, 2012.

4.2.1.2. Pancreas ductalis adenocarcinomak

Hasonldan a normal hasnyalmirigy ductussejtjeiben észleltekhez, az altalunk vizsgalt 12
grade 1 differencialtsagu ductalis adenocarcinomaban a tricellulin a daganatsejtek
luminélis membranjanak megfelelden pontszeri elhelyezkedésben volt azonosithato
(atlagérték 1.6015) (21. abra, A). Az ép pancreashoz képest a jol differencialt
daganatokban 1ényegesen kevésbé volt észlelhetd linedris immunpozitivitas.
Vizsgalataink soran a daganatok dedifferenciacidjaval péarhuzamosan a tricellulin
expresszidjanak kifejezett csokkenését tapasztaltuk. A tricellulin expresszidja a vizsgalt
grade 2 tumorok korében szignifikdnsan csokkent mind a normal pancreasban, mind
pedig a grade 1 daganatokban észleltekhez képest (atlagérték 1.1486; p <0.01). A
rosszul differencialt, grade 3 adenocarcinomék szignifikansan kevésbé epxresszaltdk a
tricellulint a normal hasnyalmirigyszovetekhez, a jol differencidlt, grade 1
daganatokhoz és a grade 2, kozepesen kiérett tumorokhoz képest is (atlegérték 0.5196; p
<0.01) (21. abra, B).
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21. abra. Tricellulin expresszié pancreas ductalis adenocarcinomakban

A, A jol differencialt, grade 1 daganatokban a daganatsejtek tricellularis talalkozasi pontjainak megfeleléen erés, pontszerti
immunpozitivitas észlelhet6 (600x; inset, 1000x; skala: 30 um); B, A kevéssé differencialt, grade 3 ductalis adenocarcinomak
szignifikansan kevésbé mutattak tricellulin immunpozitivitast (600x; skala: 30 pm). Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin
expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.

4.2.1.3. Pancreas endocrin tumorok

Az éaltalunk vizsgalt 15 hasnyalmirigy neuroendocrin daganatok, fiiggetlenil
differencialtsaguk mértékétdl — hasonldan az immunfluoreszcens mikroszkopia soran

észleltekhez —, nem mutattak tricellulin immunpozitivitast (22. abra).

22. abra. Tricellulin vizsgalata endocrin pancreasdaganatokban

A tricellulin fehérje hasnyalmirigy endocrin tumoraiban nem expresszalodik. (600x; skala: 30 pm). Korompay A, Borka K, Lotz G
et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.
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4.2.1.4. Acinussejtes carcinoma

A hasnyalmirigy acinussejtes daganataiban kifejezett, pontszerli immunreakciot
észleltiink az abortiv mirigyszer(i struktiurakat képez6é tumorsejtek apicalis polusanak

megfelelden (23. abra).
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23. abra. Acinussejtes carcinoma tricellulin expresszidja

Kifejezett immunpozitivitas a daganat abortiv acinussejtjeinek lumindlis polusa mentén (600x; inset, 1000x ; skala: 30 pm).

Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.

4.2.2. Mdj és majdaganatok vizsgdlata
4.2.1.1. Tricellulin expresszi6 normal méjban

Hasonléan az immunfluoreszcens vizsgéalatok eredményeihez, az elvégzett
immunhisztokémiai reakciok alapjan is heterogén tricellulin-pozitivitast figyeltiink meg.
A normal majszovet egyes teriiletein gyengébb, masutt kifejezettebb antigén-antitest
reakcio volt észlelhetd. A tricellularis junctioknak megfeleléen pontszerii, mig a
bicellularis sejtkapcsold strukturakat jelzd, két hamsejt kozotti membranok mentén
linearis pozitivitast tapasztaltunk majsejtekben, cholangiocytakban és a nagyobb

epevezetékekben egyarant (24. abra).
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24. abra. Tricellulin expresszié normal majszovetben

A tricellulin jol lathat6an a hepatocytak mellett az epeutak elsédleges polusa mentén is azonosithato (A,B; 600x, skala: 20um). S:
sinusoid; BD: epevezeték (bile duct). Somoracz A, Korompay A, Térzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic

significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

4.2.1.2. Tricellulin expresszi6 vizsgalata cirrhotikus méjban

Az altalunk vizsgélt 12, makro- és mikronodularis cirrhotikus majszdvet tricellulin-
expresszids mintazatat tekintve igen hasonld eredményt kaptunk a normal
majszovetekben tapasztaltakhoz képest. A gobok parenchymdjdban pontszerii és linearis
immunpozitivitast is azonositottunk. A megvastagodott falu kis- és kdzepes méretii
biliaris vezetékekben thlnyomorészt pontszerli tricellulin-jelolédést detektaltunk.
Vizsgélataink sordn nem észleltiink Osszefiiggést a fehérje-expresszio mértéke és a

cirrhosis sulyossaga kozott.

4.2.1.3. Tricellulin expresszio vizsgalata hepatocellularis carcinomakban

Tricellulin-immunhisztokémiai ~ vizsgalataink  eredménye a  hepatocellularis
carcinomakban (HCC) igen széles hatarok kozott mozgott. Néhany HCC tricellulin-
negativnak bizonyult, mig masok esetében kifejezett overexpressziot észleltiink. A jol
¢s kozepesen differencialt daganatok pszeudoglanduléris struktardjaban a normal epetti
hamban észleltekhez hasonlo tricellulin-expressziot figyeltink meg a daganatsejtek
apicalis polusahoz kozel; azaz harom sejt kozott pontszert (25. abra, A), a bicellularis

kapcsolodasi pontoknak megfelelden pedig linearis membranpozitivitast (25. abra, B)
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azonositottunk. A rendezetlen szerkezetli, trabekuldkat ¢&s sejtfészkeket alkoto
daganatsejtek kozott is linedris immunreakceiot észleltiink. Néhany rosszul differencialt,

grade 3 daganat esetében erds immunpozitivitast tapasztaltunk (25. abra, C).

25. abra.Tricellulin expresszio HCC-ban

A jol differencialt HCC-k pszeudoglandularis struktirajaban a normal epeuti haAmhoz hasonlo tricellulin expressziot észleltiink (A,
1000x; skala 25 um). A HCC-k trabekularis részében linearis és pontszerii immunpozitivitast detektaltunk (B, 1000x). Néhany
dedifferenciélt daganatban is megfigyeltiink tricellulin-expressziot (C,1000x). A kiilonb6z6 gradust HCC-k HE festett metszetei (D,
E, F 600x). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in primary liver
carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

Erdekes, hogy a vizsgalt HCC-k koziil hat esetben a daganatsejtek igen kis hanyadaban
(1-2%) a membrandzus immunreakciok mellett magi pozitivitas is jelen volt. A hat,
nukledris lokalizcioban is tricellulin-pozitivitast mutatd6 HCC koziil 5 esetében igen

gyenge membrandzus jel volt detektalhatd (26. abra).
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26. abra. Magi tricellulin-pozitivitas HCC-ban

Magi pozitivitas a hepatocellularis daganatsejtek 1-2%-aban, melyek mellett tilnyomorészt igen gyenge membranpozitivitas
észlelhet (600x, skala: 25 um). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in
primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

4.2.1.4. Tricellulin vizsgalata intrahepatikus cholangiocarcinomakban

A cholangiocarcinomakat vizsgalva a tricellulin expresszidjanak egyértelmii
csokkenését azonositottuk a daganatok dedifferencialodasaval parhuzamosan. A grade 3
tumorok gyenge immunpozitivitdst mutattak, mig a jol differencialt daganatok
glanduléris részében a normal epeutakban észleltekhez hasonld, erételjes, pontszerii
tricellulin (27. abra, A) pozitivitast tapasztaltunk. A HCC-k mirigyeket nem képzo
tipusaiban igen gyenge jelet vagy a fehérje hianyat észleltiik (27. abra, C).
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iCCcC

27. abra. Tricellulin expresszio iCC-ban

A jol differencialt daganatokban diffiiz, erds immunpotizivitas lathato (A, 1000x; skala 25 um). A grade 2 tumorok esetében a
vizsgalt fehérje mennyisége mérsékl6dott (B, 1000x;), mig elenyész6 intenzitasu tricellulin expresszio vagy a fehérje hianya volt
azonosithaté a rosszul differencialt tumorokban (C, 1000x) és iCC-csoportban (D, E, F; 600x). A kiilonboz$ gradusu iCC-k HE-

festett metszetei (D, E, F). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in

primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

4.2.1.5. Tricellulin vizsgalata fibrolamellaris hepatocellularis carcinomakban

A Klasszikus HCC-csoporthoz hasonloan a daganatfészkeket alkotod tumorsejtek apicalis
pélusan dontben linearis membranpozitivitast észleltiink (28. abra). Els6, FLHCC-val
kapcsolatos vizsgalatunk soran a normal majszovetben szignifikdnsan magasabb TRIC-
protein expressziot észleltiink, mint az iCC-k, a HCC-k, vagy a FLHCC-k esetében; az
ICC-k pedig szignifikansan kevésbé termelték a vizsgalt fehérjét a konvencionalis
HCC-csoporthoz képest. Kutatdsunk folytatdsa sordn nagyobb esetszamon is
megismételtiik a reakciokat, Gjabb vizsgalatunk alapjan nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbségeket a normal és a daganatos mintak TRIC-expresszioja kozott (ez feltehetéen

a bovitett esetszdmbol addodd pontosabb statisztikai eredménybdl fakad). Az i1CC-
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csoportban a daganatok dedifferenciaciojaval a TRIC-fehérje expresszioja

szignifikansan csokkent, hasonloan a pancreas ductalis adenocarcinomaihoz.
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28. abra. Tricellulin (TRIC) imunhisztokémiai reakcio FLHCC-ban

A pseudoglandularis szerkezetnek megfelelden, illetve a tumorsejtek mentén pontszerii pozitivitas detektalhaté (600X, inset 1200x).
Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma.
Virchows Arch., 2011.

4.3. Statisztikai eredmények
4.3.1. Pancreas iranyu vizgsgdlatok

Az elvégzett digitdlis morfometria alapjan a tricellulin fehérje expresszidjanak
szignifikans csokkenését ¢észleltik a kozepesen differencialt, grade 2 ductalis
adenocarcinomakban mind a normal, mind a jol differencialt, grade 1 daganatokhoz
képest. Ehhez hasonldan, szignifikans expresszios kiilonbséget tapasztaltunk a grade 3,
rosszul differenciadlt daganatcsoportban a normdl pancreas, a grade 1 ¢és a grade 2
adenocarcinomakhoz képest; a rosszul differencialt tumorokban észlelt igen gyenge
tricellulin expresszié statisztikai elemzéseink soran is szembetiné volt (29. abra).
Tulélési vizsgalatainkhoz log-rank analizist végeztiink, mely szignifikans Osszefliggést
mutatott a ductalis adenocarcinomak differencialtsaga és a betegség talélése kozott
(p=0.02); a tricellulin expresszid6 ¢és a tumor kiérettségének foka kozott észlelt
szignifikans Osszefliggések alapjan pedig a vizsgalt fehérje expresszidja és a tulélés

mértéke kozott indirekt korrelacio valoszintisithetd (30. abra).

63



DOI:10.14753/SE.2016.1932

%k
I % 1
r %k 1
3,50 1  ——— :
& 3,00 s
= '
£ 2,50 -
S 2,00 -
S 1,50
< 1,00
-4 0,50 -
0,00 -+ ‘
Norm:l Grade 1 Grade2 Grade3
exokrin
pancreas @ Tricellulin (Mean+StDev)

29. abra. A tricellulin immunreakciok morfometriai elemzése grade 1, grade 2 és
grade 3 hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaban és normal exocrin

pancreasban

Szignifikans korrelacié: ** = p<0.01. Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human
pancreas. Histopathology, 2012.
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30. abra. Hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaban szenvedd betegek tulélésének

osszefiiggése Kaplan—Meier gorbe alapjan

A daganat differencialtsaga és a tilélési adatok kozott szignifikans korrelaciot észleltiink (p=0.02). Korompay A, Borka K, Lotz G

et al. Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.
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4.3.2. Mdjjal kapcsolatos vizsgalatok

Digitalis morfometria alapjan nem tapasztaltunk szignifikans tricellulin-expresszidbeli
kiilonbséget a normal majszovetben, a cirrhotikus méjban és a vizsgalt primer
majdaganatokban (HCC, iCC; 31. abra). Erdekes modon a hepatocellularis carcinomak
kozel felében a normal majszdévet tricellulin-expresszidjanak kétszeresét mértiik,
raadasul néhany HCC-ban Kifejezettebb tricellulin-termel6dést észleltiink a normal
majszovetéhez képest. Hepato- és cholangiocellularis vizsgalataink soran sem a daganat
differencialtsaga, sem a tumor mérete, sem a betegek életkora kozott nem tapasztaltunk
Osszefliggést. Részben  eltér0  eredményeket kaptunk az  intrahepatikus
cholangiocarcinomak elemzésekor: ebben a vizsgalati csoportban a HCC-hoz képest
szignifikansan  csokkent tricellulin  expressziét detektaltunk. FEllentétben a
hepatocellularis carcinomakban azonositottakkal, a tricellulin expresszidja az iCC-
csoporton beliill, a tumor differencidltsagaval is szignifikans Osszefliggést mutatott: a
grade 3, rosszul differencidlt daganatok tricellulin expresszidja kifejezetten csokkent a
grade 1, jol differencidlt tumorokban észlelt fehérjemennyiséghez képest (p <0,05; 32.
abra).
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31. abra. Tricellulin immunhisztokémiai vizsgalataink morfometriai elemzése

kontroll majszovetben, cirrhotikus majban, HCC-ban és iCC-ban

Az altalunk vizsgalt csoportok esetében a tricellulin fehérje expresszidjat tekintve nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket
(Mann-Whitney U-teszt). CTL: kontroll maj; CIR: cirrhosis; HCC: hepatocellularis carcinoma; iCC: intrahepatikus
cholangiocellularis carcinoma. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in

primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.
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32. abra. Tricellulin expresszio morfometriai elemzése kiilonb6z6 differencialtsagu

hepatocellularis és intrahepatikus cholangiocarcinomaban

Az eltér6 differencialtsagh HCC-csoportok tricellulin expresszidjaban az elvégzett Mann-Whitney U-teszt alapjan nem észlelhet
jelentds kiilonbség, mig a rosszul differencialt cholangiocarcinomék esetében a vizsgalt fehérje szignifikans csokkenését
tapasztaltuk a grade 1 csoportban észleltekhez képest. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its
prognostic significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

Munkacsoportunk FLHCC-vel kapcsolatos kutatasi eredményei szerint a normal majban
észlelt TRIC-expresszid szignifikdnsan magasabb volt mind a cholangiocarcinoma-
csoportban észleltekhez, mind pedig a hepatocellularis daganatok, illetve a vizsgalt
FLHCC-k soran kapott értékekhez képest; a daganatos mintdk korében pedig a
konvencionalis HCC-csoportban a TRIC-fehérje szignifikdnsan erdteljesebben
termel6dott a CC-csoportban detektaltakhoz képest (33. abra). A korabban mar
részletezett, ép és malignusan transzformalt majszévet TRIC-expresszids mintazatara
iranyul6 vizsgalatunk, illetve az ezen munka sordn felmertilt diszkrepancia vélhetéen a

kis esetszambol adodik; pontositdsdhoz tovabbi vizsgalatok végzése sziikséges.

66



DOI:10.14753/SE.2016.1932

TRICELLULIN

FLC cHCC ccc NL

33. abra. FLHCC, konvencionalis HCC, CC és normal majszovet TRIC-

expressziojanak morfometriai elemzése

Normal majszovetben szignifikansan magasabb TRIC-kifejez6dés észlelheté a FLHCC-, konvencionalis HCC- és CC-csoportban
észleltekhez képest. Szignifikanciahatar: * p<0.05, ** p<0.01. Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and

tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma. Virchows Arch., 2011.

Digitalis morfometriai elemzéseink szerint a tricellulin-pozitiv teriiletek szazalékanak
atlagértékét véve alapul, a hepato- és cholangiocellularis daganatok ’tricellulin-high’ és
“tricellulin-low’ profillal rendelkeznek. Az elvégzett Spearman-féle rangkorrelacid
alapjan a daganat differencialtsdga, mérete és a betegek ¢letkora fliggetlen tényezOnek
tekinthetd. A majtumorok tulélésének vizsgalatdhoz szintén Kaplan—Meier elemzést
alkalmaztunk, mely alapjan nem észleltiink Osszefiiggést a tumor kiérettsége, mérete
vagy az ¢letkor ¢€s a teljes tulélés kozott, ugyanakkor a tricellulin fehérjét kifejezetten
expresszald HCC-k esetében a tulélési id6 szignifikansan rovidebb volt (p <0,05).
Univariacios Cox-regresszid alapjan a ’tricellulin-high’ — csoport kockazati aranya
szintén szignifikansan magasabb (3,12; Cl: 1,35-7,2; p<0,01). Cholangiocarcinomak
esetében a ’tricellulin high’-csoport tulélése szignifikdnsan jobbnak mutatkozott a
“tricellulin  low’-hoz képest (p <0,05). Az epetti daganatok differencialtsagaval
csokkend tricellulin-expresszio szignifikans kiilonbségeket eredményezett a tulélésben

is (p <0,05; 34. abra).
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34. abra. HCC-k és iCC-k tulélésének Kaplan—Meier elemzése

HCC-ban az erételjes tricellulin expresszio rosszabb prognozissal tarsult (A), mig a daganatok differencialtsaga nem mutatott
Osszefliggést a tuléléssel (B). Intrahepatikus epeuti tumorok esetében a magas tricellulin fehérje-expressziot jellemzéen a jol
differencialt, grade 1 daganatokban észleltiik, mely jobb talélési mutatokkal korrelalt (C); ez tikkroz6dik a tumor grade és tulélések
kozotti Osszefiiggések vizsgalatakor is (D). Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic
significance in primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.

4.4. \Western-blot

Hasnyéalmiriggyel kapcsolatos kutatasaink sordn a tricellulin fehérje jelenlétének
megerdsitése céljabol végzett Western-blot alapjan mind normél pancreasban, mind
ductalis adenocarcinomakban észleltik jelenlétét. Vizsgalatunk soran mindkét
szovettipusban 64 kDa kozelében detektaltunk fehérjeterméket (35. abra). Az 6t kontroll
hasnyalmirigyminta mindegyike esetében mérsékelt intenzitasii savot azonositottunk
(A), mig a tumoros mintakban a grade emelkedésével, azaz a dedifferencidcioval

parallel kifejezetten csokkend terméksavokat detektaltunk (B).
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35. abra. A Western-blot elemzés eredményei hasnyalmirigyszovetekben

A, Kozepes erdsségii terméksavok a kontroll pancreasban; B, A daganatos grade emelkedésével, azaz a differencialtsag
csokkenésével parhuzamosan észlelheté csokkend intenzitast terméksavok. A kontrollfehérjeként alkalmazott GAPDH-t 37 kDa-
nal, ismert molsulyanal detektaltuk; a tricellulin 64 kDa kornyékén volt kimutathato. Korompay A, Borka K, Lotz G et al.

Tricellulin expression in normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.

Kontroll mgjmintaink esetében 60 kDa kozelében specifikus fehérjetermék megjelenését
észleltiik.

Hepatocellularis carcinomakban a vizsgalt mintak mindegyikében, 60 kDa kozelében
figyeltiink meg fehérjekotddést; érdekes modon a mintak kétharmadaban egy nagyobb,
80 kDa kornyéki termék is megfigyelheté volt. Epetti tumorokat vizsgalva a mintak
egyharmadéban, jol differencialt daganatokban kimutattuk a fehérjét; hasonléan a HCC-
csoporthoz, a cholangiocarcinomak esetében is észleheté volt egy nagyobb, 80 kDa
koriili fehérjetermék, emellett az epetti tumorokban 50 kDa kozelében is specifikus

terméket azonositottunk (36. abra).

HCC
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36. abra. A Western-blot elemzés eredményei majban és primer malignus

majtumorokban

Kozepes er6sségli terméksavok a HCC-csoport mindegyik tagjaban 60 kDa kozelébenl; néhany minta esetében 80 kDa molstlynal
is észlelhetd termék. Az iCC-carcinomakban hasonl6 eredményeket tapasztaltunk; ezen daganatok korében 50 kDa-nal is
detektaltunk fehérjeterméket. Somoracz A, Korompay A, Torzsok P et al. Tricellulin expression and its prognostic significance in

primary liver carcinomas. Pathol Oncol Res., 2014.
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45. RT-PCR

A tricellulin-mRNS relativ expresszioja kvantitativ valos idejii RT-PCR vizsgalataink
alapjan a normal hasnyalmirigyszovetben szignifikansan magasabbnak bizonyult mind a
grade 1 ductalis adenocarcinomakhoz (p=0,0002), mind a kézepesen differencialt, grade
2 adenocarcinomakhoz (p=0,0001), mind pedig a differencialatlan, grade 3 exocrin
daganatokhoz képest (p=0,0002). A pancreasdaganatokon belil a kiilonb6z6
differencidltsagii  csoportok kozott szignifikans  tricellulin-mRNS-expresszidbeli
kiilonbségeket nem észleltiink, azonban a vizsgalt fehérje mRNS-e a grade 3 csoportban
a grade 1 és grade 2 daganatokhoz képest, a grade 2 adenocarcinomakban pedig a jol
differencialt, grade 1 maligndmakhoz viszonyitva a tumorok gradusanak névekedésével

egyértelmiien csokkend tendenciat mutatott (37. abra).
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37. abra. Tricellulin-mRNS expresszio elemzése hasnyalmirigyben és ductalis

adenocarcinomakban kvantitativ valés idejii RT-PCR alapjan

A vizsgalt normal pancreasszovethez képest szignifikansan alacsonyabb tricellulin-mRNS detektalhato a kiilonboz6
differencialtsagn ductalis adenocarcinomékban. J6l lathatd, a daganatok gradusanak emelkedésével a tricellulin-mRNS expresszidja
csokkend tendenciat mutat. Szignifikanciahatar: ** =p < 0,01. Korompay A, Borka K, Lotz G et al. Tricellulin expression in

normal and neoplastic human pancreas. Histopathology, 2012.

Majdaganatok esetében a legmagasabb TRIC-mRNS-expressziét a konvencionalis
HCC-csoportban észleltiik; RNS-szintli vizsgélataink alapjan legkevésbé a FLHCC

termelte a vizsgalt mRNS-t (38. 4bra). Szignifikans kiilonbségeket nem tapasztaltunk.
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38. abra. TRIC mRNS-expresszi6 vizsgalata normal majban, illetve konvencionalis
HCC-k és FLHCC-k korében 36b4 és ABL haztartasi gének expressziojahoz

viszonyitva.

Patonai A, Erdélyi-Belle B, Korompay A et al. Claudins and tricellulin in fibrolamellar hepatocellular carcinoma. Virchows Arch.,
2011.
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5. MEGBESZELES

A rosszindulatd hasnyalmirigy- €s majdaganatok tekintetében — akércsak a tobbi
malignoma esetében is — a talélési mutatokat leginkabb a tumorok differencialtsaga és a
betegség stadiuma hatarozza meg. Tekintve, hogy korai stadiumban mind a hepatikus-,
mind a hasnyalmirigy-daganatok igen szerény tiinettannal birnak, a pontos diagnézis
legtobbszor mar a betegség eldrehaladott fazisaban sziiletik meg; ez pedig tovabb

korlatozza az egyébként is sziikos terdpias lehetdségeket.

A primer pancreasdaganatok és majtumorok vilagszerte intenziv kutatisok targyat
képezik egyrészt a szerény, aspecifikus tiineteikb6l adodo kései diagnozisuk
kovetkeztében relative rossz tGlélési mutatdik, masrészt a rosszindulatu daganatos
betegségek kozott is kiemelkedd agresszivitasuk, gyogyszeres kezelésre adott mérsékelt
valaszreakcioik miatt. Bar kialakuldsukat, genetikai hatteriiket, terapias lehetdségeiket
az utdbbi években szamos kutatd- és gyogyszerfejlesztd csoport munkdja nyoman
jobban megismertiik, a malignus daganatok kozill még mindig a legrosszabb
progndzistak kozé tartoznak. Szdmos genetikai eltérés is eldsegiti kialakulasukat: a
ductalis adenocarcinomak féképp a k-ras mutacié vagy a her2/neu gén overexpresszioja,
illetve egyes tumorszuppresszorok; a p53, BRCA2 vagy SMAD4 gének inaktivacidja
révén alakulnak ki (152-154), mig az endocrin daganatok hatterében leggyakrabban a
MEN-1 gén mutacioja vagy a VHL inaktivacioja is szerepet jatszhat (155). A primer
malignus majdaganatok hatterében szintén egyre tobb genetikai eltérést sikertilt
Kimutatni, ezek koziil kiilon is megemlitend6k az onkogén virusok, igy a HBV, HCV,
HPV-16 és -18, illetve a HTLV-1 (156). A mismatch repair soran sziikséges MSH-3, -4,
-5 ¢és -6-ot érintd missense vagy nonsense mutaciok szintén részt vehetnek a
hepatocellularis carcinomék kialakulasaban, akarcsak a nukleotid excizids repair
génjeiben tortént pontmutaciok is. Az utdbbi néhany esztenddben fontos genomikai
vizsgalatok folynak a human telomeraz-reverz transzkriptaz (157) és TP53
majdaganatok kialakuldsaban jatszott szerepével kapcsolatban is. A primer
majdaganatok egy ritka altipusdban, a fibrolamellaris hepatocellularis carcinomaban

szamos specialis genetikai eltérés is megfigyelhetd; az mTOR jelatviteli itvonalakat
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érinté mutaciok mellett szamos esetben a DNAJB1-PRKACA gének fazidja és BRCA2-
mutacio is kimutathat6 (158, 159).

Az utobbi esztendokben a sejtbioldgianak és a daganatkutatdsnak kozos, Uj
tudomanyaga sziiletett: a barriologia, mely az €16 szervezetben miikk6dé hamsejtek és
legfoképpen a sejteket 0sszekotd kapcsolostruktirak felépitését és funkcidjat kutatja.
Ismert, hogy a szervezetben barhol elhelyezkedd két hamsejt kozott — anatdmiai helytol
fliggéen — néhany nanométeres rés van, melyet szamos ponton kiilonbdz6 felépitési és
funkcioji sejtkapcsold rendszerek kotnek 0Ossze. Ezek feladata elhelyezkedésiiktol
fliggden mas €s mas, azonban koziilikk szamos alapvetd fontossdgl az €16 szervezet
fiziologias egyensulyanak fenntartdsa szempontjabol: kozos, kettds feladatuk a kapu’-
¢és a ’kerités’-funkcio, melyek révén egyrészt a sejtek kozotti résen keresztiil folyd
korlatlan anyagaramlast szabalyozzak és gatoljak, masrészt bizonyos makromolekuldk
atengedéséért felelosek (160). A sejtkapcsold struktarakat alkotd fehérjék a lateralis
diffizié és paracellularis transzport szabalyozédsa mellett a sejtpolaritds és a sejtek
sejtkapcsolo-struktarak rengeteg alkotofehérjéjét azonositottak; szamos tovabbi koziilitk

még felfedezésre var.

A fiziologids folyadékegyensuly fenntartdsan til a sejtkapcsold fehérjéknek komoly
szereplik van egyes betegségek kialakulasaban is: a gyulladasos bélbetegségek (162),
kiilonb6z6 kronikus boérbetegségek (163), iontranszport-zavarok hatterében szamos
esetben sejtkapcsold fehérjék mennyiségi vagy mindségi zavarara derilt fény. A
barrioldgia egyik fontos célteriilete a daganatkutatds; ma mar egyértelmi, hogy a sejtek
kozotti kapcsolatok megvaltoznak, gyakran fellazulnak a daganatel6z6, premalignus
allapotokban is (164-166); s ez kiilondsen jellemzé a mar kialakult rosszindulatu
daganatokban: azok progresszidja soran és a szisztémas attétképz0odési mechanizmusok
hatterében is sok esetben kimutathatd a sejt-sejt kozotti kapcsolatok és a kapcsolo
struktarakat alkoto fehérjék expresszios profiljanak megvaltozasa. A legtobb esetben —
feltehetben a carcinogenesis soran fellépé szovet- és sejttani dezintegracio részeként — a
proteinek expresszidja a daganatos szovetekben csokken, azonban szamos

daganattipusban ennek épp ellenkezdje figyelheté meg (167-170).
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A tight junction tipust sejtkapcsolatoknak ma mar két formdjat ismerjiik, a két sejt
kozotti “bicellularis’ és a harom sejt talalkozasi pontjaban elhelyezkedd ’tricellularis’
junctiokat. A sejtkapcsold struktirak koziil a legfeliiletesebben, elsédleges barrierként
elhelyezkedd tight junction (TJ) a két szomszédos sejtet Gsszekapcsolva Ovszeriien
korbefut; alkotd fehérjéit molekularis jellegzetességeik alapjan két nagy csoportba, a
claudinok korébe és a TAMP-csaladba sorolhatjuk (171). Az occludin, mint els6ként
azonositott bicellularis TJ-protein és a ma mar 27 ismert altipussal bir6 (71), szintén két
sejt kozott elhelyezkedd claudinok megvaltozott fehérje- vagy mMRNS-szinti
expresszidja kovetkeztében megvaltozik a sejtek kozti kapcesolat erdssége és mindsége,
s ez a daganatképzddésben, a tumorprogresszidban és a daganatok invazivitasanak

fokozodasaban is szerepet jatszhat (172, 173).

A daganatok kialakuldsanak igen fontos tovabbi momentuma az epithelialis-
mesenchymalis transitio jelensége, melynek sordn a hamsejtek elvesztik polaritasukat,
illetve hameredetli markereiket és kotdszovetre emlékeztetd sejtekké alakulnak. A
folyamatot a mesenchymalis markerek (vimentin) expressziojanak fokozdodasa és
szamos sejtkapcsold fehérje termel6désének megvaltozasa is kiséri (174-176). Jol
ismert, hogy mind az EMT, mind a sejt-sejt k6zotti kapcsolatok elvesztése fontos 1épés
nemcsak a carcinogenesis, hanem a tumorprogresszié ¢és a metastasis-képzodés
folyamataban is (177-179).

Minthogy a rosszindulati daganatos megbetegedések tulnyomoan epithelialis eredetiiek,
a hamsejtek kozotti megfeleld erdsségli sejtkapcsolat egyenstlyanak felboruldsa igen
lényeges momentum a daganatos transzformécié lépései soran. Mindez logikusan
magyarazza a hameredetli daganatok nagyrészében kimutathatod sejtkapcsold proteinek
jatszott molekularis mechanizmusok még részben vagy egészben ismeretlenek, azonban
szamos sejtkapcsolo fehérje sejteiklust szabalyozo, transzkripcids faktorok expresszidjat
modositd vagy intracellularis jelatviteli tvonalakat regulalo szerepét mar megismertiik
(180, 181).

Mindezek alapjan kutatdsunk célja volt egy 0j sejtkapcsold fehérje vizsgalata human ép

¢és malignusan transzformalt hasnyalmirigy- és majdaganatokban, kiilonds tekintettel a
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protein esetleges daganatdifferencidlodasban/differencidltsagban ¢és az elemzett

tumortipusok progndzisdban betdltott szerepére.

A sejtkapcsold struktirdk vizsgalata tobb évtizedre tekint vissza; humdn pancreas

Langerhans-sejtjeiben mar negyven éve leirtak jelenlétiiket (182).

Bar a TJ-fehérjék (claudinok, occludin ¢€s tricellulin) pontos szerepe a mai napig még
nincs teljesen tisztazva, a hamsejtek barrierfunkcidjanak megbrzésében, a paracellularis
transzportmechanizmusok ¢és a lateralis diffuzié szabalyozasaban (183), a sejtek
regeneracios képességében, és az utdbbi néhany esztendd kutatdsi eredményei alapjan a
carcinogenesisben, illetve a tumorprogresszidban és metastasis-képzodésben is fontos
szereplik van (184, 185). Sok koziilik sejt- és szovetspecifikus expressziot mutat.
Tudjuk, hogy a sejtkapcsold fehérjék a differenciacid6 folyamataban kritikus
fontossaglak; a sejtek polaritdsanak megdrzése elemi sziikséglet a fiziologias funkciod
kialakulasaban ¢és fenntartasaban. Szamos rosszindulati daganat kialakulasa, illetve
progresszidja soran egyértelmilen észlelhetd a TJ-fehérjék expresszidjanak
megvaltozasa, s ennek kovetkeztében a sejtkapcsold struktirdk atrendezddése,
fellazuldsa, dezorganizacidja. A sejtek kozotti adhézid csokkenésének logikus
kovetkezménye a daganatok kifejezettebb invazidos képessége ¢€s metasztatikus
potencidlja, egyszersmind a rosszabb prognozis. Egyes daganattipusokban fokozott TJ-
fehérje expresszid észlelhetd az ¢ép szovetekhez képest; elképzelhetd, hogy ez
valamiféle adaptacios valasz a barrierfunkcid megorzésére €s a szabdlyozatlannd valo

permeabilitds mérseklésére.

Erre a folyamatra jellemz6 példa a cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN): mig a
tumorel6zd allapot esetében a CLDN-1 fehérje expresszioja emelkedik, az invaziv
cervicalis carcinoméakban ugyanezen protein termelddése a sejtek dezorganizacidjaval
Osszefiiggésben lecsokken (103). Néhany rosszindulati daganat esetében az ép
szovethez képest eleve alacsonyabb TJ-fehérje expresszid tarsul: CLDN-4
emlddaganatokban (102), CLDN-7 fej-nyaki tumorokban (186) vagy a CLDN-23 egyes
gyomordaganatokban, mas tipustakban azonban fokozott TJ-protein-termel6dés
figyelhet6 meg — jo példa lehet erre a CLDN-1 colorectalis- és nyel6csé tumorokban
(187); a CLDN-3- és -4 exocrin hasnyalmirigy-daganatokban, vagy a CLDN-10 a

primer hepatocellularis carcinomakban (84, 188).
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A primer pancreas- és majdaganatok kialakulasanak és a betegség progresszidjanak
hatterében szamos genetikai és epigenetikai valtozas allhat; a sejtadhézié molekularis és
szerkezeti szintli valtozasainak minél alaposabb, részletesebb megismerése fontos
informaciot nyujthat a hasnyalmirigy- ¢€s majdaganatok keletkezésének és
progresszidjanak megértéséhez, ezen keresztiil pedig lehetdséget adhat 0j terdpias

eszkozok fejlesztésére.

Az altalunk vizsgalt tricellulin, melyet 2005-ben mar egérgyomorban, -duodenumban és
-vesében detektaltak, a TAMP-fehérjék MARVEL-csaladjahoz tartozd transzmembran
protein; expresszidjat ezidaig szdmos sejtvonalban elemezték. Szoveti szinten kevés
munkacsoport elemezte; human hallészervben, bér Langerhans- és dendritikus
sejtekben, nazalis hamsejtekben, gyomorszdvetben ¢€s csirasejtekben vizsgaltak.
fels6 léguti fert6zéseket okozd virusok antigénjeivel szemben is. Ahogyan a
tricellulinnal szerkezetileg és funkciondlisan is sok hasonlosagot mutatd claudinok
egyes altipusarol (CLDN-3 ¢és -4) igazoltdk, hogy a Clostridium perfringens
enterotoxinjanak receptora (84), az altalunk vizsgalt tricellulinnak is leirtak fontos
infektologiai vontakozasait: egyes Rickettsia-, Listeria- és Burkholderia-fajok mellett a
Shigellak és a Pseudomonas aeruginosa is a tricellularis junctiokat preferalva, a
tricellulin aktiv kozremiikodésével jut a sejtekbe és okoz citotoxikus karosodast (189,

190).

Néhany human malignomaban is folytak tricellulinnal kapcsolatos kutatisok;
tiidécarcinomak esetében a fehérje jelenlétét nem sikeriilt igazolni. Munkacsoportunk
korabban human méjban és fibrolamellaris HCC-ban azonositotta a fehérjét és leirta a

protein tumorban észlelt expresszidjanak valtozasat normal majszovethez képest (133).

A tricellulin jelenlétét tobb human pancreas ductussejt- és adenocarcinoma sejtvonalban
mar igazoltdk. Human pancreas adenocarcinoma sejtvonal (HPAC) vizsgalata soran
deriilt fény a tricellulin-expresszi6 egyik f0 szabalyozoja, a INK-utvonal szerepére is
(124). Mas kutatocsoportok munkaja alapjan hasnyalmirigy ductalis sejtekbdl szarmazo
sejtvonalakban a protein kindz-C is a tricellulin kifejez6dés fontos regulatora, szoveti

szinten azonban még nem vizsgaltak azt. A carcinogenesisben, tumorprogresszidban
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betdltott esetleges szerepe is tisztazatlan maradt primer hasnyalmirigy- és majdaganatok

vonatkozasaban.

A tricellulinnal sok szerkezeti ¢és funkciondlis hasonlésdgot mutatd claudinok
hasnyalmirigyben vald el6fordulasat szamos kutatdcsoport vizsgalta: Rahner és
munkacsoportja CLDN-2 fehérje jelenlétét irta le patkany hasnyalmirigyének
ductussejtjeiben, a CLDN-3 és -4 proteint mind a ductus-, mind az acinussejtekben
azonositotta (191). Mas kutatasi eredmények human hasnyalmirigy nagy ductusaiban,
ductulusaiban és az acinussejtekben is kifejezett CLDN-1 és -4 expressziot észleltek,
azonban az endocrin hasnyalmirigy-teriiletek az altaluk vizsgalt fehérjéket nem
expresszaltak (192). Egyes vizsgalatok eredménye szerint normal human exocrin
pancreas CLDN -1, -2, -3, -4 és -7 fehérjét expresszal, mig az endocrin hasnyalmirigy
CLDN-3 ¢és -7 proteint termel. Borka és munkatarsainak 2008-ban végzett kutatdsai
alapjan a normal human hasnyalmirigy exocrin részében, azaz a ductus- ¢és
acinussejtekben CLDN-1, -3, -4 és -7 expresszalodik; a CLDN-2 csak a ductalis eredetti
sejtekben mutathatdé ki (87). Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a pancreas
felépitésében részt vevé harom, eltéré differenciaciot mutatd sejtspecifikus claudin
expresszids mintazattal rendelkezik. Ductus hamsejtekben a CLDN-1, -2, -3, -4 és -7, az
acinus sejtekben a CLDN-1, -3, -4 és -7, az endocrin differenciaciot mutatd sejtekben

pedig csak a CLDN-3 és -7 fehérje mutathato ki.

Ductalis hasnyalmirigytumorokban magas CLDN-1, -4 ¢és -7 fehérje-expresszio
¢észlelhetd, mig a CLDN-3 és -7 termelédés az endocrin daganatokra jellemz6é mintazat.
Az egyébként fOképp endothelialisan elhelyezkedd CLDN-5 és a CLDN-7 kozos
expresszidja segit elkiiloniteni a pancreas solid pseudopapillaris tumorait az acinussejtes
carcinomdktol és a pancreatoblastomaktol. Bar egyértelmii bizonyitékaink egyelére nem
allnak rendelkezésre, a fehérje-expresszidos mintazat alapjan az egyes pancreasdaganat-
tipusok eltér6 CLDN-expressziés mintazata utalhat a TJ-fehérjék szdvetspecifikus
funkcioira is, mas kutatasi eredmények szerint azonban visszautalhatnak a pancreas
fejlodésére. Ezt a koncepciot tadmasztja ald a pancreas ductalis rendszere és az
extrahepaticus epeutak kozos fejlédése, valamint a normal epeutakban illetve

cholangiocarcinomakban megfigyelhetd magas CLDN-4 expresszio.
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A tény, hogy human pancreasdaganatokban a CLDN-fehérjék expresszidja megvaltozik,
lehetdséget ad e fehérjék jovenddbeli potencidlis diagnosztikus és terapias célpontként

vald hasznélatara is.

A TRIC és occludin fehérjét kodolo gének az egerek 13. és a humén 5. kromoszomajan
valo tandem elhelyezkedése is minden valdsziniiség szerint fejlodéstani alapokon
nyugszik (106). A TRIC és az occludin fehérjék egyiittmiikodését az is jol jelzi, hogy az
occludin génjének kiiitése kdvetkeztében a TRIC a tricellularis pontokbdl athelyezddik
a bicellularis sejtkapcsolod strukturak teriiletére. RNS-interferencia révén a TRIC
expresszidjanak csokkenése kovetkeztében mind a bicellularis, mind a tricellularis
junctiokban elhelyezkedd hamsejtek barrierfunkcidjdnak karosodéasa figyelhetd meg

(105).

A hasnyalmirigy fejlédése soran a progenitor sejtekbdl els6ként az exocrin pancreas
alakul ki; az endocrin egység a mar kifejlodott exocrin hasnyalmirigyet alkoto sejtek
tovabbi differencialodasa révén fejlodik ki. Konnyen elképzelhetd, hogy a sejtkapcsolo
fehérjék eltérd expresszids mintazata ezt a fejlédéstani kiilonbséget tiikrozi. Ezt a
koncepciot tamasztjak ald human pancreasszoveteken végzett vizsgalataink eredményei
1s; mig az exocrin hasnyalmirigyben a TRIC fehérje expresszalodott, addig a

hasnyalmirigy Langerhans-szigetei nem termelték a vizsgalt proteint.

Egyes kordbbi kutatisok eredményeivel korrelalva az  altalunk végzett
immunhisztokémiai reakciok sordn intenziven, pontszerlien halmozodé TRIC-
expressziot detektaltunk a tricellularis junctioknak megfelel6en, mig a két sejt kozott
kapcsolatot 1étesitd, bicellularis sejtkapcsolatok teriiletén gyengébb, linearisan
megjelend protein-expresszidt azonositottunk. Az elvégzett immunfluorescens
vizsgalataink alapjan TRIC és occludin kolokalizaciot észleltiink az exocrin pancreas
sejtjeinek apicalis polusanak megfeleléen, megerdsitve egyrészt a két fehérje kozeli
genetikai és strukturalis hasonlosagat, masrészt a TRIC leginkabb apicalis sejtkapcsold

rendszerben valod elhelyezkedését.

A fentebb részletezett expressziobeli kiilonbséget észleltiik a hasnyalmirigy kiilonbozo
eredetli daganataiban is: az endocrin pancreasdaganatok kiérettségiiktdl fiiggetleniil nem

mutattak TRIC-expressziot, mig az exocrin eredetii, ductalis adenocarcinomak, illetve
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az acinussejtes daganatok mind fehérjeszintii, mind mRNS-szintli vizsgalataink alapjan
— differencialtsdguk mértékétdl fiiggden — expresszaljak a TRIC-t. Kutatasaink alapjan a
jol differencialt, grade I ductalis daganatok esetében kifejezett fehérje- és mRNS-
expresszio volt észlelhetd, a rosszul differencialt, kevéssé kiérett tipusokban azonban az
intenziv fehérje- és RNS-szintli expresszio szignifikdnsan lecsokkent; jelezve ezzel is az
intercellularis kapcsolatok fellazulasat és az agresszivebb biologiai viselkedést. A TJ
fehérjék expresszidjanak csokkenése szdmos mas daganattipus és sejtkapcsold fehérje
esetében mar ismert; eredményeinkhez hasonléan a legtobb esetben az expresszio

mérséklddése egyenes aranyban allt a daganat dedifferencialodasanak mértékével.

A vizsgalatunk soran kapott eredmények, az exocrin és endocrin pancreasszovet €s -
daganatok TRIC expresszidja kozotti kiilonbségek a késobbiekben hatékony segitséget
nyujthatnak a célzott terapids lehetdségek tekintetében: a tumorndvekedés esetleg
gatolhatova valik akar egy CLDN-4-célzott, C. perfringens enterotoxin és P. aeruginosa
exotoxin fizios molekula révén (193); emellett a jol differencialt ductalis

adenocarcinomak esetében is elképzelhetd célzott terapia bevezetése (194).

A hepatocitak, illetve az epeuti hamsejtek kozotti sejtkapcsold strukturdk épsége
kiemelt fontossagli a vér-epetti barrier meglrzésében €s az ennek révén megvaldsuld
szabalyozott transzportfolyamatok megfelelé miikodésében, legfoképpen a fiziologias
epeelvalasztas soran (195, 196). A TJ fehérjék downregulacidja és overexpresszidja a
carcinogenesis soran a legtobb daganattipusban egyarant megfigyelhetd. Szerepiik a
daganatok kialakulasdban és fennmaradasidban, progresszidjaban igen sokréti; gyakran
befolyasoljak eldnydsen vagy hatranyosan a daganatok viselkedését. Sok koziiliik akar

ugyanazon a tumortipuson beliil is tumorszuppresszorként vagy promoterként miikodik.

A carcinogenesis soran a primer majdaganatokban is megfigyelheté a TJ-fehérjék
expresszidjanak megvaltozasa: a HCC-k egy részében a CLDN-1 termelddésének
csOkkenése agresszivabb bioldgiai viselkedéssel és rosszabb prognozissal tarsul (197), a
CLDN-10 overexpresszidja a tumoros invazio eldsegitése révén szintén negativ faktor a
betegség tulélésében (198). Erdekes kutatasi eredmény, hogy mig a CLDN-5 fiziologias
esetben csak a sinusoidokat alkot6 sejtekben és a HCC-k érképleteiben figyelhetd meg,
a primer majsejtrakok egy altipusaban, a fibrolamellaris HCC-ban a tumorsejtek

felszinén is kimutathat6 (133, 199). Az iCC-k esetében az occludin jelenléte mellett a
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CLDN-1, -2, -4 és -10 expresszidja is megfigyelhetd (200). Egyes vizsgalatok alapjan
az ICC-k kozel felében a CLDN-18 protein is expresszalodik, jelenlétik korai

nyirokcsomo-attétképzodéssel €s rossz talélési mutatokkal tarsul (201).

Bar a TJ-fehérjék overexpresszidja vagy termelddésének csokkenése sok malignus
daganat esetében nem korrelal szorosan a betegség progndzisaval, a hepatocellularis
carcinomdk CLDN-1 ¢és -10 expresszija egyes kutatdsi eredmények alapjan
iranyadonak tiinik a tumorok klinikopatologiai sajatossagai €s a progndzis
szempontjabol: az alacsony CLDN-1 expresszid szerény prognozissal tarsult, miként a
kifejezett CLDN-10 expresszié is (ez a hepatocellularis carcinomak kozel 40%-ban
kimutathat6) (188, 202). A ma4jsejtek altal alkotott primer epeutak felépitésében és a
sejtek kozotti kapcsolddasban a CLDN-1 és -2 fehérje jatszik fontos szerepet, mig az
endothelsejtekbdl felépiild sinusoidokban a CLDN-5 jelenlétét sikeriilt igazolni. A
nagyobb intrahepatikus epeutakban a CLDN-3, -4, -7, -8 és -10 proteinek felelések a
barrierfunkci6 fenntartdsaért. A CLDN-1 fehérjének a hatarolofunkcion tal néhany
esztendével ezeldtt 0j funkcidjat is leirtdk; a hepatitis-C virus ko-receptoraként

funkcional (203).

Human majjal kapcsolatos vizsgalataink sordn az epeltrendszer minden szintjén
észleltiink TRIC-expressziot, a canaliculusoktdl egészen a nagy epevezetékekig. A
pancreasszovet elemzése soran tapasztaltakhoz hasonldan a majsejtek ¢és a
cholangiocytdk esetében a vizsgalt protein a tricellularis junctiok teriiletén
akkumulalodott; a két sejtet 6sszekapcsold régiokban gyengébb intenzitdssal, linearis

elhelyezkedésben azonositottuk.

A vizsgdlt ép ¢és daganatosan transzformalt hasnyalmirigyben tapasztaltakkal
ellentétben, a normal majszovetben és az epeuti, illetve majcarcinomékban a TRIC
fehérje expresszidja mind az immunpozitivitds, mind az intenzitds mértékének
tekintetében igen széles tartomanyban mozgott. Egyes kozelmultban napvilagot latott
kutatasok eredményei szerint a majban elhelyezkedd TJ-proteinek koziil kettd, a CLDN-
1 és az occludin kolokalizacioban helyezkedik el az altalunk is vizsgalt TRIC-fehérjével
(106); a HCV-koreceptoraként mindemellett szerepet jatszik a virus hepatocytakba vald
jutasaért. In vitro vizsgalatok révén deriilt fény az emlitett fehérjék szerepére a HCV

hepatocytaba jutasanak kései fazisaban, hasonloan a CLDN-6 és -9 funkcidjahoz (204,

80



DOI:10.14753/SE.2016.1932

205). Tekintve, hogy a TRIC-fehérje mind az occludinhoz, mind a claudinokhoz szamos
szempontbol igen nagyfoku hasonldésagot mutat, folmeriil a lehetdsége e fehérje HCV-

internalizacidban betdltott szerepének is.

Vizsgalatunk soran a hepatocellularis carcinomakban — hasonléan az ép majszdvetben
észleltekhez — a TRIC-expresszié erdsen kiilonbozonek bizonyult, szignifikans
kiilonbséget itt nem tapasztaltunk. Hat HCC—peritumoralis cirrhotikus majszovet-par
vizsgélata sordan Ot par esetében észleltik a mar daganatos szdvet magasabb TRIC-
expresszidjat, melynek hatterében feltételeztik a TRIC hepatocarcinogenesisben
betoltott esetleges szerepét — természetesen ennek tisztazasara tovabbi vizsgalatok
szlikségesek. Jelen majjal kapcsolatos vizsgalatunk eredményei részlegesen eltérnek a
korabbi munkank soran (normal majszovet, konvencionalis HCC és FLHCC TRIC-
expresszios mintazatanak elemzése) észleltektdl (Patonai és mtsai, 2011), ez foltehetden
az elsd munka kis esetszamabol adodik. Erdekes kiilonbség a hasnyalmirigyszovetekkel
végzett kutatasaink eredményeihez képest, hogy méjdaganatok esetében nem észleltiink
Osszefliggést a fehérje expresszidja, illetve a daganat differencidltsaga kozott. Tovabbi
kiilonds eredménynek tekinthetd, hogy a HCC-k kozel 20%-aban nuclearis
elhelyezkedésben volt megfigyelhetd a vizsgalt fehérje.

A TJ-proteinek magi lokalizacioja mar hosszl ideje ismert (94, 206); szamos esetben
utalhat a fehérje eltérd biologiai viselkedésére, amely a késdbbiekben akar
poszttranszlacios modosulasok révén vezethet genetikai eltérésekhez. J6 példa lehet erre
a melanoma-sejtekben PKA-indukalt foszforilacio révén sejtmagba jut6 CLDN-1 (207).
Vizsgalataink soran a magi reakciok mellett gyenge membranpozitivitast is észleltiink,

ez is alatdmasztja a TRIC fehérje intracellularis elhelyezkedésének megzavart

crcr

A hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomai esetében megfigyelt, a dedifferenciadlodassal
aranyosan csokkend TRIC-expresszido az intrahepatikus cholangiocarcinomékban is
csokkent; a mirigyképzddés tendencidjanak csokkenésével a TRIC-fehérje megjelenése

is mérséklodott.
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HCC-k esetében a magas TRIC-expresszid6 — hasonléan a CLDN-10-hez — rosszabb
talélési mutatokkal tarsult, mig az intrahepatikus cholangiocarcinomak esetében

ugyanez a jelenség szignifikdnsan jobb talélési adatokkal tarsult.

Osszességében elséként vizsgaltuk és irtuk le a TRIC fehérje- és mRNS-szintii jelenlétét
human, ép pancreas- és majszovetben, illetve ezek leggyakrabban el6forduld primer
daganataiban. A hasnyalmirigy vonatkozasdban azonositottak alapjan elmondhatjuk,
hogy mind az ép, mind a tumorosan transzformadlt exocrin pancreas expresszalja a
vizsgélt molekulat, mig az endocrin eredetli ép szdvetben és a daganatokban nem
termel6dik. Normal human hepatocytakban és biliaris hamban is sikeriilt kimutatnunk a
TRIC-fehérjét, folvetve ezzel esetleges szerepét a vér-epe barrier megdrzésében,
fonntartdsaban. A ductalis adenocarcinomdk vizsgalatakor szignifikdns negativ
vizsgalt hepatocellularis carcinomdk esetében differencialtsagtol fiiggetlen, heterogén
protein-expressziot észleltink, mig az epeutakbol kiinduld cholangiocarcinomak
elemzése alapjan a pancreas ductalis adenocarcinomdiban ¢észleltekhez hasonlo
HCC-k esetében a magas TRIC-expresszio, a cholangiocarcinoma-csoportban pedig az

alacsony fehérje-kifejezddés tarsult rosszabb tilélési mutatokkal.

Eredményeink alapjan a TRIC marker lehet az exocrin és endocrin pancreas — illetve
ezek daganatainak — elkiilonitése soran, s mint a sejtadhézié rendszerének egyik
oszlopos tagja, a késdbbiekben 1) célpont lehet a jol differencialt ductalis
hepatocellularis, mind a cholangiocellularis tumorokban kimutathatonak bizonyult, a
hepatocarcinogenesisben €s -progresszidban, illetve a daganatos tulélés alakitasdban
betoltott szerepe egyelére még nem ismert. A TRIC-fehérje a magas TRIC-
expresszioval bird daganatok esetében tovabbi vizsgilatok eredményei alapjan a

jovOben szintén target-terapiara alkalmas célpont lehet.
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink eredményei alapjan az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1. A TRIC-protein az exocrin pancreasban mind az acinusok, mind a ductalis
rendszer hamsejtjeiben kimutathaté volt; a tricellularis junctioknak megfeleléen
pontszeri elhelyezkedésben, mig a két sejt kozotti, bicellularis kapcsolatoknak
megfeleléen gyengébb intenzitasu, linearis membranpozitivitas formajaban. Az exocrin
pancreas ductalis és acinaris rendszerében észlelt TRIC-expresszid intenzitdsaban és
lokalizaciojaban nem észleltiink kiilonbséget. Az endocrin hasnyalmirigyszévetekben a

TRIC-protein vizsgalataink alapjan nem expresszalddott.

2. Fehérjeszintli és molekularis vizsgalataink alapjan a TRIC mind fehérje-, mind

MRNS-szinten kimutathato pancreas ductalis eredetli adenocarcinomakban.

3. Fehérjeszintli vizsgalataink eredményei szerint a normdl pancreashoz képest a
grade novekedésével parhuzamosan a ductalis adenocarcinomak TRIC-expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb. Molekularis vizsgéalataink szerint normdl pancreasban
szignifikdnsan ~ magasabb =~ TRIC-mRNS-expresszid ¢észlelhetd  mindharom

differencidltsagli daganattipushoz képest.

4. A TRIC endocrin hasnyalmirigydaganatokban differencialtsagol fiiggetleniil sem
fehérje-, sem MRNS-szinten nem volt kimutathatd, hasonléan a normal endocrin

pancreas vizsgalata soran észleltekhez.

S. A pancreas acinussejtes carcinomdiban kifejezett, pontszerli immunreakciot
észleltiink a tumorosan transzformalt, mirigyszer(i strukturakat alkot6 daganatsejtek

apicalis polusanak megfelelGen.

6. A normal majszdvetben heterogén TRIC-expressziot észleltiink: a vizsgalt
fehérje a hepatocytak és az epetti hamsejtek feliiletén is kimutathato volt, hasonldan a
hasnyalmirigy vizsgalatakor mar megismert lokalizaciohoz. A TRIC fehérje
kolokalizacioban volt kimutathat6 CLDN-1-gyel és MRP2-vel, alatamasztva ezzel a

TRIC apicalis elhelyezkedését a primer méj- €s epetti sejtekben.

7. A vizsgalt macro- és micronodularis cirrhotikus majszovetben is sikeriilt TRIC

fehérjét detektalni. Expresszids mintdzatat illetden hasonld eredményre jutottunk a
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normal majszévetekben azonositottakhoz képest; intranodularisan pontszer és linearis
immunpozitivitast is észleltiink. Erdemi expressziobeli kiilonbséget nem igazoltunk a
normal majszovet TRIC-kifejezédéséhez képest. Eredményeink szerint nem all fenn

Osszefiiggés a fehérje-expresszid mértéke és a cirrhosis stilyossaga kozott.

8. A TRIC fehérjeszinten kimutathaté a kiilonboz6  differencialtsaga
hepatocellularis carcinomakban, az expresszid azonban igen széles hatarok kozott

mozog.

9. A grade I és grade II tumorok TRIC-expresszidja hasonlonak mutatkozott a
normal epetti hamban detektaltakhoz képest; mig a grade III daganatok rendezetlen
sejtfészkeiben csak linearis membranpozitivitast azonositottunk, néhany rosszul
differencialt daganat erés immunpozitivitast mutatott. Az altalunk a vizsgalt HCC-k
kozil hat esetben a daganatsejtek 1-2%-aban magi pozitivitast is észleltiink, ennek
pontos magyarazatahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Hepato- ¢s cholangiocellularis
vizsgalataink soran sem a daganat differencialtsdga, sem a tumor mérete, sem a betegek
¢letkora kozott nem tapasztaltunk Osszefliggést. A tricellulin fehérjét kifejezetten

expresszaldo HCC-k esetében a talélési id6 szignifikansan rovidebb volt.

10. Igazoltuk a TRIC fehérje jelenlétét FLHCC-ben, perimembranosus
lokalizacioban. A protein szignifikdnsan magasabban expresszalodott normal

majszovetben a FLHCC-hoz képest.

11. Az Altalunk vizsgalt cholangiocarcinoméakban a TRIC-fehérje kimutathat6 volt a
daganatosan transzformalt sejtek felszinén pontszerli és linearis elhelyezkedésben
egyarant. Az intrahepatikus CC-csoportot vizsgalva szignifikans TRIC-expresszio
csokkenést észleltink a daganatok dedifferencidlodasaval parhuzamosan. A
cholangiocellularis daganatok esetén, szemben a HCC-csoporttal, a TRIC-t kifejezetten

expresszald csoport tulélése szignifikdnsan jobbnak mutatkozott.

84



DOI:10.14753/SE.2016.1932

UJ MEGALLAPITASOK

1. Munkacsoportunk els6ként vizsgalta és azonositotta a TRIC-molekulat fehérje- és
MRNS-szinten normal human pancreasban ¢és a leggyakrabban eldforduldé primer
rosszindulati hasnyalmirigy-daganatokban, illetve ép human majszovetben, cirrhotikus

majban ¢és egyes elsddleges malignus majtumorokban.

2. Elemzéseink alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt molekula mind az ép, mind a
malignusan transzformdlt exocrin pancreasban — kiilonb6zé mértékben —
expresszalodik, mig sem a normdl endocrin hasnyalmirigyben, sem a kiillonb6zd

dignitast endocrin pancreasdaganatokban nem mutathato ki.

3. A TRIC-fehérje expresszidjanak csokkenését észleltik a pancreas ductalis
megerdsitettiink; ez a jelenség alatdmasztja a tumorprogresszid soran valdszintsithetd
sejtkozotti dezintegraciot, a sejtkapcsolatok fellazuldsat ¢és az ennek kovetkeztében
hatékonyabba valé metastasisképzd potencidlt. Ezen eredményeinket talélési

vizsgalatokkal is megerdsitettiik.

4. Majjal kapcsolatos vizsgalataink eredményei alapjan a TRIC mind a hepato-, mind a
cholangiocytdkban jelen van normal és cirrhotikus szovetekben is. A HCC-k esetében
differencialtsagi allapottol fiiggetleniil heterogén fehérje-expressziot észleltiink;
intrahepatikus cholangiocarinomak esetében pedig — a ductalis pancreasdaganatokhoz
hasonloan — a differenciacié csokkenésével aranyban csokkend fehérje-kifejezddést

detektaltunk. A vizsgalt fehérjét elséként igazoltuk FLHCC-ban.

5. A m4jjdaganatokat a fehérje-expresszid tekintetében *TRIC-high’ és *TRIC-low’
alcsoportba osztottuk; a vizsgalt intrahepatikus cholangiocarcinomék esetében a *"TRIC-

high’-csoport teljes tulélése szignifikansan magasabbnak bizonyult.

6. A HCC-k korében észlelt, néhany szazalékban el6fordulo, magi lokalizacioji TRIC-
protein expresszi6 kapcsan felvetddik a molekula magi szabalyozasban betdltott
szerepe, esetleg transzkripcids faktorként valé miikodése is — ennek bizonyitasdhoz

vagy cafolatahoz természetesen tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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7. OSSZEFOGLALAS

A primer hasnyalmirigy- és mdjdaganatok incidenciaja vilagszerte novekvd tendenciat
mutat. Késén megjelend specifikus tiineteik miatt altalaban elérehaladott stadiumban
ismerheték fol, terapias lehetdségeik pedig sziikosek. A pontos patologiai diagndzis
folallitasahoz egyre nagyobb mértékben jarul hozza a mara mar 6nalllo6 tudomanyagga
fejlodott barriologia, mely a sejtek kozotti kapcsolatokat vizsgalja. Bar a tight junction-
struktirak vizsgalata egyelore az alapkutatas fazisaban van, az intercellularis junctiok
pontosabb megismerése a szervezet szdmos fizioldgias és koros folyamatdban vald
részvételiik miatt igen fontos. A sejtkapcsold strukturakat alkoto (legtobbszor szovet- és
szervspecifikus)  sejtkapcsold  fehérjék  expresszidja  diagnosztikus, illetve
differencidldiagnosztikai jelentdséggel birhat. Szamos sejtadhézids protein szerepe mar
jol ismert a carcinogenesis, a tumorprogresszid, vagy a metastasisképzodés
folyamatéaban; ezekkel kapcsolatban az utdbbi években leginkabb a claudinok keriiltek a
kutatasok kézéppontjaba. Munkank és a jelen értekezés egy még kevéssé ismert, human
pancreasban ¢és majban nem vizsgalt fehérje, a tricellulin  expresszidja,
carcinogenesisben, tumordifferenciacidoban, illetve prognozisban betdltott szerepének
megismerését tlizte ki célul human pancreasban és majban, illetve e szervek primer
daganataiban. Vizsgalatainkhoz fehérje- (immunhisztokémiai- és immunfluoreszcens
reakciok, Western-blot) és mRNS-kimutatasara szolgald (valés idejii RT-PCR)
modszereket hasznaltunk. Eredményeink szerint mind a normal exocrin pancreashan,
mind a maj- és epeti sejtekben kimutathatdo a tricellulin; azonban e molekulat az
endocrin pancreas nem expresszalja. Kutatdsaink alapjan az exocrin hasnyalmirigy-
daganatok ¢és a cholangiocarcinomak tricellulin-expresszidja a dedifferenciacié soran
szignifikansan csokken, ami alatamasztja e daganatok kozos hisztogenezisét és jelezheti
az intercellularis kapcsolatok fellazulasat a tumorprogresszio sordn, ndvelve invazids és
metasztatizalo képességiiket. A jol differencialt pancreas ductalis adenoarcinomak és
cholangiocarcinomak esetében a magasabb tricellulin-expresszi6 jobb talélési
mutatokkal tarsult; érdekes mddon a majrakok tricellulint magasan expresszalo
alcsoportja rossz prognozist mutatott. Kutatdsi eredményeink remélhetden
hozzajarulhatnak a vizsgalt betegségek részletesebb patologiai és  klinikai
megismeréséhez, €s mindezek birtokaban a paciensek szdmdra a legmegfeleldbb,

leghatékonyabb terapia megtervezéséhez.
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8. SUMMARY

The incidences of primary pancreatic and liver cancer are increasing all over the world.
They can show only aspecific symptoms for a long time, so the tumors are often in an
advanced stage at the time of the diagnosis. Well known that therapeutical tools are with
indeed very scanty success. Organ-or tissue specific epithelial cell junctions and
barriology play an increasing role in establishment of the accurate diagnosis. Although
studies about tight junctions are in initial phase, the better recognition and
understanding of these intercellular junctions is very important for their functions in
many physiological and pathophysiological processes. Expression pattern of cell
adhesion proteins maybe of diagnostic and differential diagnostic relevance. Many of
the cell adhesion proteins have well-known functions in the processes of carcinogenesis,
tumorprogression and metastatic potential. Most of them, the claudins are in the focus
of research. This thesis aimed to investigate the expression pattern of tricellulin, which
is a not well characterized tight junction protein. Further, its role was studied in the
carcinogenesis and tumor progression in primary human pancreatic and liver cancer.
The protein- and mRNA-expression of the molecule was investigated by using
immunohistochemistry, immunofluorescence, Western-blot and real time RT-PCR. Our
results showed tricellulin protein expression in both of normal exocrine pancreas and
hepatic-cholangiotic part of the liver, but was not revealed in the endocrine pancreas.
The expression of tricellulin in the malignant exocrine pancreatic tumors and
cholangiocarcinomas showed significantly decreased expression parallel to their
dedifferentiation, which might confirm the common histogenesis and indicates the loss
of intercellular connections during the tumor progression, increasing the invasive and
metastatic potential of these tumors. Better survival datas were associated with higher
expression of tricellulin in well-differentiated pancreatic ductal adenocarcinomas and
cholangiocarcinomas, whereas high level of the protein in hepatocellular carcinomas
denoted worse prognosis. Our results will hopefully contribute to better understanding
of the pathological and clinical aspects of investigated diseases and this would provide a
solid background to design more appropriate and efficient therapy.
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Zoltannénak, Sklaniczné Samodai Erikanak és Tordai Hedvignek, hogy nemcsak
megtanitottak a szovettani technikak java részének ismeretét, hanem a harom esztendd

alatt mindig mindenben segitségemre voltak, sokszor munkaidén kiviil is.

Nagyon koszondm Dr. Dank Magdolnanak ¢és Dr. Torgyik Laszlonak, hogy a
klinikumot rajtuk keresztlil ismerhettem meg, hogy elfogadtak kollégdjuknak, és
ottlétem alatt szakmai tudasuk legjavat osztottdk meg velem. Kiilon kdszoném, hogy

megértették dontésemet, és azdta is mindenben tdmogatnak.

Halaval tartozom Dr. Ivényi Zsoltnak, hogy az aktiv klinikai munka mellett is
biztositotta szamomra a dolgozat befejezésének lehetoségét, és mindenben tdmogatott,

sokszor terelgetett, 6sztonzott.

Ko6szonom a SE II. sz. Patologiai Intézet és a SE-Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias
Klinika Kutvolgyi Részlege valamennyi dolgozdjanak a sok, sokszor apronak t{ind
segitségét, odafigyelését. Hogy barmikor, amikor segitséget kértem-kérek, mindig

kaptam és kapok: ez nagyon joleso érzés.

Halas szeretettel koszondm csaladomnak, barataimnak a kitartd biztatast és batoritast.
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