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2 - BEVEZETES

2.1 - Hepatocellularis karcinoma

A hepatocellularis karcinoma (HCC) a m4j primér daganatainak tobb mint 80-
90%-at teszi ki [1], vilagszerte a hatodik leggyakoribb rosszindulati daganat, mely évente
mintegy 782 ezer embert érint [2]. Habar az utobbi idében egyre jobban és jobban
megismerjilk ezt a daganattipust, a HCC egyike azon daganatoknak az Egyesiilt
Allamokban és Kanadaban, melynek halalozasa tovabbra is né [3]. Mindemellett a HCC
a korabbi harmadik helyrél a masodik helyre keriilt a leggyakoribb daganatos halalokok
listajan vilagszerte [2, 4]. Agresszivitasat jol mutatja, hogy a betegek diagnozistol
szamitott median talélése 6-9 honap kozott mozog, az 5 éves tulélés pedig minddssze

20%-o0s [5].

2.1.1 - Epidemiologia és rizikofaktorok

A HCC eléfordulasi gyakorisdga jelentds foldrajzi kiillonbségeket mutat. Ez
alapjan megkiilonboztethetiink magasabb (pl. Afrika, Kina, Tajvan) és alacsonyabb
incidenciaju teriileteket (pl. Eurdpa, Eszak- és Dél-Amerika) [6]. A HCC esetek >80%-a
a magas incidenciaju teriileteken fordul el6, az Osszes eset kb. 50%-a Kindban [7].
Erdekes modon az utdbbi idékben a magas incidenciaju teriileteken csokkend, mig az
alacsonyabb érintettségli  terlileteken emelkedd tendencidk figyelhetdk meg
eléfordulasaban. A pontos okok nem teljesen tisztazottak, de példaul az azsiai teriileteken
bevezetett hepatitisz B virus elleni vakcinacid biztosan kozrejatszott az ott megfigyelhetd
pozitiv valtozasban, mig a ndvekvo tendenciak mogott a HCV elterjedtsége, valamint a

nem alkoholos zsirmaj gyakorisaganak emelkedése allhat a fejlett orszagokban [8].

crer

1. tablazat mutat. A HCC esetek nagy tobbsége (>70%) cirrdzis talajan alakul ki,
premalignus elvaltozasokbol, tobblépcsds folyamat eredményeképp [9]. Ennek fényében
minden olyan kornyezeti, fertézéses vagy genetikai artalom, mely majcirrozis

kialakuldsdhoz vezet, a HCC kialakuldsara is prediszponal. Mig a magas HCC
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incidencidju teriileteken a HBV fertdzés a vezetd koroktani tényezd, addig a kevésbé
érintett teriileteken a HCV fert6zés és az alkoholos majbetegség a legfobb korokok [10].
Fontos megemliteni, hogy ezeken a teriileteken a cukorbetegség, valamint az elhizas és
metabolikus szindroma talajan kialakuld zsirmdj és szteatohepatitisz is egyre inkabb

szerepet jatszik a HCC incidenciajanak novekedésében [10].

Ismert, hogy férfiakban 2-4-szer gyakoribb az eléfordulds, mint ndkben. Ez
egyrészt a férfiak nagyobb aranyu rizikéfaktoroknak valo kitettségének (dohéanyzas,
alkohol, HBV, HCV fert6zés), valamint direkt androgénhatasnak tudhato be [7].

Ezek mellett szamos, kevésbé gyakori etiologiai tényezdé is ismert, ugymint

hemokromatozis, aflatoxin mérgezés, pajzsmirigy-alulmiikodés, stb.

1. tablazat — A HCC ismert rizikofaktorai (Mazzanti és mtsai. 2016 alapjan) [10]

Gyakori:

Kor

Etnikum

Férfi nem

Majcirrdzis

Kronikus HBV fert6zés
Kronikus HCV fert6zés
Alkoholizmus

Zsirmaj

Nem alkoholos eredetii szteatohepatitisz
Elhizas, metabolikus szindroma
I1-es tipust cukorbetegség

Ritkabb:

Anabolikus hormonok

Osztrogén tartalmt fogamzasgatlok
Hemokromatoézis

Aflatoxin-B1 mérgezés

Tirozinémia, galaktozidémia, fruktozémia
Alfa-1 antitripszin hiany

Genetikai faktorok
Pajzsmirigy-alulmikodés
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2.1.2 - Patomechanizmus

A HCC kialakulasa a legtobb esetben hosszu, akar tobb évtizedig is eltarto
folyamat, melyet az esetek dontd tobbségében a kronikus majkarosodas talajan
bekdvetkezd megvaltozott mikrokornyezet, gyulladasos folyamatok és fibrozis inditanak
be, melyek hatasaként szamos jelatviteli utvonal karosodik. Mindezek mellett a genetikai
alteraciok felhalmozodasa is kozrejatszik a malignus elfajulas kialakulasaban [11]. Habar
az elmult évtizedekben szamos, a HCC molekuléris patogenezisében fontos utvonalat
sikeriilt azonositani, pontos, atfogd mechanizmust nem sikertiilt egyértelmiien kimutatni.
Ez egyrészt az etiologiai faktorok kiilonbozéségének tudhatd be, vagyis annak, hogy
milyen talajon alakul ki a daganat (a HBV példaul DNS virusként a genomba beépiilve
inzerciés mutagenezissel, valamint a HBX-proteinen keresztiil vezethet malignus
elfajulashoz [12], mig a HCV fehérjéin keresztil képes a gazdasejtek jelatviteli
utvonalaival interferalni [13]). Masrészt nagymértékben koszonheté a daganatok igen
nagyfoku heterogenitasanak, mely megmutatkozhat a kiilonb6z6 tumornodulusok kozott,
de még egyazon noduluson beliil is. A maj ovalis sejtjeibdl kialakuld daganatos dssejt-
teoria magyarazhatnd e nagyfoku heterogenitast, azonban mindezidadig nem sikertilt
meggy06zOen azonositani ezen sejteket [14]. Ami egyértelmlnek tinik, az a
majparenchyma cirrotikus 4talakulasanak szerepe, hiszen a kronikus hepatitisz fertdzések
vagy alkoholfogyasztds 6nmagukban viszonylag csekély moédon emelik a HCC rizikjat,

mig a cirrdzis megjelenésével exponencidlisan nd a daganat kialakulasanak valoszinlisége

[7].

Tobbféle mechanizmust 1s felfedeztek, melyek a majrak kialakuldsat
tdmogathatjak a cirrozis stddiuméaban. A telomér felgyorsult rovidiilését mutattak ki
példaul kronikus méjbetegségekben, mely eldregedett hepatocytak felhalmozodasdhoz
vezet cirrdzisban, valamint a telomér diszfunkcidé kromoszomalis instabilitast is
eredményez, melyek a HCC kialakulasahoz szolgaltatnak jo alappal [15]. Emellett a
abnormalisan proliferalé majsejtek hamar 1épéseldnybe keriilhetnek [7]. Annal is inkabb,
mert a HCC daganatsejtekben éppen ellenkezbleg, a telomeraz komplex reaktivacioja

crer

1étrejovo parenchymaveszteséget ellensulyozand6 visszacsatolasos mechanizmusok utjan
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novekedési faktorok, gyulladdsos citokinek aktivalodnak, melyek mind eldsegithetik egy

autonoém fokusz ndvekedését is [7].

Ezen éltalanosabb mechanizmusok mellett szamos tumorszuppresszor és onkogén
megvaltozott miikodését, valamint szamos jelatviteli utvonal karosodasat is leirtak HCC-
ben. A Wnt/B-catenin, a p53 és a foszfatidilinozitol-3-kinaz (P13K) utvonalak nagyon
gyakran érintettek, melyek sokszor az etiologiara is engednek kovetkeztetni [17]. Az
angiogenezisért feleloés VEGF ¢s FGF utvonalak is fontos szerepet jatszanak; a HCC-s
esetek 50%-aban kimutathat6 tovabba az PI3K/Akt/mTOR utvonal aktivalédasa VEGFR,
PDGFR, EGFR tirozin-kinaz receptorokon keresztiil [10]. A Ras/Raf/MEK/ERK
jelatvitel érintettsége mellett kimutattak a HGF tirozin-kinaz receptoranak (c-MET)

tulmiikodését is, mely terapias célpontként is hasznosithatonak tlinik [18].

2.1.3 - Diagnosztika

A HCC korai diagnosztikaja sajnos gyakran nehéz feladat, hiszen a betegek a
tiinetszegény korlefolyas miatt legtobbszor csak késon jelentkeznek, valamint
leggyakrabban egy mar cirrotikusan atalakult, gobos majparenchymaban kell a daganatos
gocot felfedezni. A cirrdzisban szenvedd betegek szorosabb utankdvetésével,
monitorozasaval, valamint a nem-invaziv képalkot6 eljarasok fejlodésével remélhetdleg
ebben javulés lesz tapasztalhat6. A cirrdzisos betegek utankovetésének fontossagat emeli
Ki az a nemrégiben megjelent kutatas, mely a halalozasi esélyek 38%-o0s csokkenését
talalta azon betegeknél, akik a HCC diagndzisa eldtti 2 évben legalabb egy képalkoto
vizsgalaton atestek [19].

Az jelenlegi diagnosztikus ajanlasok cirrotikus betegekben a vizsgalt 16zi6
nagysagan alapszanak, melyet elsé 1épésben hasi ultrahangvizsgalattal allapitanak meg
[3, 20]. Mivel az 1 cm-nél kisebb 1éziok esetén kicsi a HCC valoszintisége, ezért ilyen
esetekben csak a betegek rendszeres, félévenkénti ultrahangos utankovetése javasolt. Az
1 cm-nél nagyobb 1éziok esetén képalkotd vizsgélatokkal is lehetséges diagnozist
felallitani (multidetektoros, dinamikus CT vagy MR), azonban csak abban az esetben, ha
a HCC-re karakterisztikus érrajzolat egyértelmiien kimutathat6. Két cm-nél nagyobb

tumorok esetén ehhez elegendd egy dinamikus képalkotd, 1-2 cm kozotti daganatok

-10 -
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esetén két kiilonbozdé dinamikus képalkotd egybehangzé leletei sziikségesek. Fontos,
hogy atipusos érrajzolat esetén mindig kotelezé a diagnosztikus mintavétel core-
biopszidval vagy vékonytl aspiraciéval. A magyarorszagi ajanlasok szerint tovabba az 1
cm-nél nagyobb elvaltozasokbol mindenképpen indokolt citologiai vagy hisztologiai
vizsgalat, mert nem all rendelkezésre a dinamikus képalkotas Osszes lehetdsége [21].
Nem cirrotikus majban kialakult tumorok esetén szintén a patologiai mintavétel a javasolt

diagnosztikai eljaras.

Szérum markerek tekintetében tovabbra sem rendelkeziink olyan tumormarkerrel,
mely megfeleld specificitassal és szenzitivitassal rendelkezve, onmagaban megbizhatdan
diagnosztizalna a HCC-t. A legismertebb és arany standardként elfogadott alfa-
fotoprotein (AFP) mellett mara tovabbi szérum markerek is bekeriiltek a diagnosztikus
palettaba (pl. dez-y-karboxiprotrombin, fukozilalt AFP) [22], de ezek is inkabb a betegség

kovetésében illetve a klinikai dontéshozatalban nytjthatnak nagy segitséget.

2.1.4 - Patologiai megjelenés

A cirrdzis talajan jelentkez6 HCC-k kialakulasanak elsd 1épcsdje a premalignus
elvaltozasnak tekinthetd kissejtes diszplasztikus fokuszok megjelenése, melyek 1 mm-nél
kisebb atmérdjiiek. Az un. diszplasztikus nodulusok mar 1 mm feletti, makroszkoposan is
¢észlelhetd nagysagiiak, melyek expanziv ndvekedésiiknél fogva altalaban jol
elhatarolodnak a kdrnyez6 majszovettdl. A benniik észlelhetd strukturalis vagy sejtatipia
alapjan kiilonithetd el az alacsony (LGDN) és magas gradusu diszplasztikus nodulus
(HGDN), melyeket néha nehéz elkiiloniteni az un. nagy regenerativ nodulustol (LRN),

mely azonban nem tekintheté premalignus elvaltozasnak [9].

A spektrum kovetkezé pontjan a mar valéban malignus kis HCC all, mely
definicio szerint a 2 cm-nél kisebb tumorokat oleli fel. Ezen csoporton beliil
klinikopatologiai szempontbol jol elkiilonithetd az Gn. korai HCC és a progredialt HCC.
A korai HCC altalaban magasan differencialt és szabalytalan nodularis megjelenési,
melyet szinte csak a stromalis invazi6 kiilonit el a HGDN-t6l, mig a progredialt HCC
szabalyosan nodularis, 4ltalaban kozepesen differencidlt daganat, gyakori

mikrovaszkularis invazidval [23].
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A Klasszikus, kifejlett HCC-k novekedési mintazata szerint makroszkoposan
nodularis, massziv ¢és diffuz formakat ismeriink. A valddi tok ritka, gyakori azonban az
expanzidé sordn Osszenyomott kornyezd majszovet altal alkotott altok. Klinikai
dontésekben fontos ¢€s sajnos gyakori jelenség az nagyérinvazido jelenléte.
Mikroszkoposan trabekularis, acinaris, szcirrézus, szolid, vilagos sejtes, fibrolamellaris,

kis sejtes, valamint kevert kolangio-hepatocellularis formak kiilonithetdk el [9].

HCC-re jellemz6 vonasok tovabba vékonytii aspirdcios mintakon a kenet
szemcsézettsége, a vastag, >2 sejtsort tartalmazo, fadgszerien elagazodd megjelenés,

atipusos csupasz sejtmagok, esetenként epe, intracitoplazmatikus zsircseppek ¢és

glikogén, valamint a tumorsejt aggregatumokat atszeld, Gn. transzgressziv endotélium

jelenléte [24]. (1. abra)

i aspiraciéval nyert mintajanak

1. abra — Hepatocellularis karcinéma vékonyt
reprezentativ képe. (Sajat abra, 1épték = 100 um.)

A szovettani markerek kozil a hsp70, glypican-3, glutaminszintetaz
immunhisztokémiai vizsgalata segithet a HCC diagnozis felallitdsaban kérdéses
esetekben, hiszen a harombol kett6 pozitivitasa esetén biztos a malignitas diagnozisa [25].
Ezek mellett fontos diagnosztikus segitséget jelenthetnek még a hepatocytaspecifikus
antitest (HepPar), a survivin, citokeratinok, carcinoembrionalis antigén, agrin, Syndecan-

1, egyes claudinok és vaszkularis markerek.
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2.1.5 - Kezelés

A HCC-vel jelentkez6 betegek kezelése a mai napig kihivas elé allitja a
kezeldorvosokat, akik lehetdség szerint multidiszciplinaris csapat tagjaiként hozzak meg
klinikai dontéseiket. A HCC kezelési lehetdségei két csoportra oszthatok: potencialisan
kurativ, valamint palliativ kezelésekre [10]. El6bbi csoportba tartoznak a sebészi
reszekcio, a transzplantacio, valamint az ablacids beavatkozasok. Ezen lehetdségek —
esetekben alkalmazhatok. Fontos megjegyezni, hogy a HCC-s betegek csak mintegy 15-
35%-a kezelhetd sebészileg, melynek oka, hogy a korszerli diagnosztika ellenére a HCC-
k nagy része tovabbra is csak késon, mar eldrehaladott stddiumban keriil diagnodzisra.
Ezen esetekben a mar emlitett palliativ ellatas johet szoba, ugymint a transzarteridlis
beavatkozdsok (embolizacid, kemoperfuzio, vagy kemoembolizacio), illetve a célzott

terapia sorafenib segitségével.

A pontos kezelési algoritmus tehat nagyban fiigg a betegség stadiumatol, melyet
kiilonb6zé szakmai kritériumok alapjan allapitanak meg. A leggyakrabban hasznalt
BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) kritériumrendszer nagy elénye, hogy nem csak a
tumor elérehaladottsagat, hanem a beteg teljesitdképességét, valamint majfunkcioit is
szamitasban veszi [3]. A pontos stadiumokon alapuld kezelési algoritmus a 2. abran

lathato.

2.1.5.1 - Sorafenib (Nexavar®)

Elérehaladott stadiumu betegek esetében sokdig csak a palliativ kezelés johetett
szOba, hiszen a hagyomanyos kemoterapias szerek nem biztositottak szignifikans tulélési
elonyt. A legaktivabb szer —a doxorubicin —is csak 10% koriili részleges remissziot tudott
biztositani, tovabba a kombinalt és egyéb kezelések sem javitottak a betegek tulélésén
[26]. A sorafenib (Nexavar®, Bayer Pharma AG) bevezetése terapias mérfoldkovet
jelentett az elérehaladott stadiumtt HCC-s betegek kezelésében, hiszen ez volt az els6
szisztémas, molekularisan célzott terapia, mely szignifikdns mértékben novelte a betegek
tulélését [27]. Bevezetését kovetden a sorafenib lett a mas terapias modalitasokkal mar

nem kezelhetd, elérehaladott stadiumu betegek els6vonalbeli kezelése.
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betegek Child-Pugh *A’ majfunkciokkal, <2 ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group) teljesitéképességi statusszal és dontéen HCV-s etiologiaval rendelkeztek. A
sorafenibbel kezelt betegek szignifikansan hosszabb teljes tulélést mutattak (10,7 honap)
a placeboval kezelt betegekhez mérten (7,9 hdnap), mig a radioldgiai progresszidig eltelt
median id6 is megkétszerez6dott a placeboval kezeltekhez képest (5,5 honap vs. 2,8
honap). A késébbi, azsiai betegpopulacion végzett Asia-Pacific vizsgalat megerdsitette a

SHARP tanulmany eredményeit, szignifikans tulélési elonyt mutatva egy dontéen HBV

cres

Ezen szisztémas, célzott terapia valddi mérfoldko jellegét jol mutatja, hogy habar
a sorafenib csak 3 honappal hosszabb tulélést biztositott a betegeknek, mégis a SHARP
vizsgalat volt az els¢ azon korabbi, az elmult 30 évben tortént kb. 100 randomizalt

tanulmany koziil, mely egyaltalan talélési elényt mutatott elérehaladott HCC-ben [5].

A sorafenib terapias dozisa napi 2 X 400 mg szajon at. A mellékhatasok kozott
leggyakoribbként a hasmenés, kimeriiltség, alopecia, fert6zés, kéz-lab borreakcio,

kititések és hipertonia szerepelnek.

Molekularis hatasmechanizmus szempontjabél a sorafenib  multi-kinaz
inhibitornak tekinthet6. Eredetileg a Raf-1 (C-Raf) kinaz gatlasan keresztiil a Ras / Raf /
MEK1/2 /| ERK1/2 utvonalat célozva fejlesztették ki [29], azonban kés6bb szamos mas
szerin/treonin- és tirozin-kinaz receptorrol kideriilt, hogy a sorafenib targetje: B-Raf, b-
rafV600E, VEGFR-1,2,3, PDGFR-B, FGFR-1, Flt-3, c-Kit, RET [30]. Ezen tilmenden
kinaz fiiggetlen hatasmechanizmusai is ismertek, példaul a mitokondrialis 1égzési lanc

stabilitasanak csokkentése és oxidativ stressz kivaltasa [31].

Sajnos a sorafenib terapia jelentds koltségekkel jar (egy kinai tanulméany a
sorafenib kezelés koltségeit $19495 dollarra becsiilte a $897 dollaros optimalis tineti
kezeléssel (BSC — best supportive care) dsszevetve [32]), és a betegek nagy hanyadaban
a daganat a kezelés ellenére is progredial. Az eredeti SHARP és Asia-Pacific
tanulmanyokban is a betegség kontroll arany (DCR (disease control rate) = CR (complete
response) + PR (partial response) + SD (stable disease)) mindossze 43%- és 53%-0snak
bizonyult, ami azt jelenti, hogy a betegek kb. fele egyaltalan nem reagal a sorafenib
kezelésre [27, 28].

-15 -



DOI:10.14753/SE.2017.2017

Tobb probalkozas is tortént olyan biomarkerek azonositasara, melyek el6re
jeleznék a HCC-s betegek sorafenibre adott valaszkészségét. A PDGFR-B és c-Met
expresszidja szignifikdns Osszefliggést mutatott a sorafenib-kezelt betegek
progresszidjaval és a terapia hatasossagaval [33], mig az Mcl-1és pERK kifejezédése a
teljes taléléssel korrelalt [34]. Mas lehetséges prediktiv markerekként példaul a c-Jun N-
terminalis kinaz aktivacigjat [35], a szérum kolinészteraz emelkedett szintjét [36], a
plazma VEGF koncentraciot és a VEGF — VEGFR gén polimorfizmusokat emlithetjiik
[37].

Ezen probalkozasok ellenére mindmaig nem rendelkeziink olyan széles korben
elfogadott és validalt prediktiv biomarkerrel/ekkel, melyek megbizhatdan elére tudnak
jelezni a sorafenibre adott terapias valaszt. Ezen hidny tovabbi, ilyen iranya kutatasokat

tesz indokoltta.

2.1.5.2 - Egyéb célzott terapias lehetoségek a HCC kezelésében

Jelenleg szamos kutatas zajlik a sorafenib-nél hatékonyabb terapids szerek
azonositasara. Ezek tobbsége fazis I-es vagy ll-es vizsgalatokban torténik, azonban mar
fazis Ill-as vizsgalatok is torténtek, illetve zajlanak. Tobb gyogyszert is vizsgaltak
elsévonalbeli szerként mind o©nallo, mind a sorafenibbel vald6 kombinacids
alkalmazasban, valamint masodvonalbeli, azaz hatastalan sorafenib terapia utani kezelési
lehetdségként egyarant. Sajnalatos modon az eddig lezarult vizsgélatok tobbsége nem
mutatott szignifikdnsan jobb talélési ratakat a sorafenibhez képest, példaul sunitinib,
brivanib, linifanib, sorafenib+erlotinib, sorafenib+everolimus [38], masodvonalbeli
brivanib, ramicirumab, everolimus (lasd [39]). A jelenleg zajlo fazis Ill-as vizsgalatok
kozil a nivolumabbal (PD-1 gatl6 immunmoduldtor monoklonalis antitest)
(clinicaltrials.gov NCT02576509), a regorafenibbel (multi-kinaz inhibitor) (RESORCE
trial, clinicaltrials.gov NCT01774344), illetve a tivantinibbel (c-Met inhibitor a MET-et
magasan expresszaldo HCC-k esetén hatékony) (METIV-HCC trial, clinicaltrials.gov
NCT01755767) torténd kezelések mutatkoznak a legigéretesebbnek.

Mindemellett azonban jelen pillanatban a sorafenib tovabbra is az egyetlen,
validalt, tulélési elényt nyu;jto, elsdvonalbeli kezelés az eldrehaladott stadiumi HCC-ben

szenvedo betegek szdmara.
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2.2 - Mikro-RNS-ek

A mikro-RNS-ek a nem kodoldé RNS-¢k csaladjaba tartozo, rovid, mindossze 19-
23 nukleotid hosszusagu, kis, egyszali RNS-molekuldk, melyek a génexpresszio

poszttranszkripcionalis szabalyozasaban toltenek be kulcsszerepet.

Becslések szerint az allati gének kb. 1%-a kddol miRNS-t [40], és a human gének
30%-a (egyesek szerint akar 60%-a) all feltételezhetden miRNS-medialt szabalyozas alatt
[41, 42], ami a nagy, szabalyoz6 molekulacsaladok korébe emeli Oket. Szamos
biologiailag fontos folyamatban mutattdk ki kritikus szabalyoz6 szerepiiket:
egyedfejlodés tlitemezése, organogenezis, sejtproliferacid, sejtdifferenciacid, apoptdzis,

jelatviteli itvonalak, hemopoezis, gazdasejt-virus interakcio, karcinogenezis, stb.

Mara tobb, mint 2500 human miRNS-t azonositottak, de ujabb és jabb tagok
felfedezésére is lehet szamitani kiilonféle bioinformatikai algoritmusok eldrejelzései

szerint [43].

A mikro-RNS-ek az RNS interferencia enzimrendszerét felhasznalva
szintetizalddnak két ribonukledz aktivitast protein kdzremiikddésével: a Drosha nevii
enzim a sejtmagon beliili, a Dicer nevii pedig a citoplazmaban térténd modositasokért
felelds. Jellegzetességiik, hogy a mikro-RNS-ek prekurzor molekulai kettds szaltuak,
szemben az egyszalu hirvivd RNS-sel. Az érett, egyszali mikro-RNS-eket késobb az
Argonaute (Ago) csaladba tartozo fehérjék kotik meg, és egylitt épiilnek be az un. RISC
effektor komplexbe (I1d. késobb).

2.2.1 - A mikro-RNS-ek biogenezise

Genomialis lokalizaciojuk szerint a miRNS gének elhelyezkedhetnek
proteinkddold és nem kodold transzkripcids egységeken belill (transcriptional unit, TU):
~40%-uk nem kodolé TU-k intronjaiban, ~10%-uk ugyanezek exonjaiban foglal helyet.
A proteinkodold TU-kban talalhato miRNS gének nagy része intronikus lokalizacioju,
mely az Osszes lokuszok ~40%-at teszi ki [44]. A miRNS gének ~80%-a tehat intronon
beliil helyezkedik el [45].
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Egy tovabbi csoportositds szerint az ismert emlds miRNS gének kb. 50%-a
talalhatdo mas miRNS lokuszok szoros kozelségében, mely clusterek aztan egyetlen
policisztronos transzkriptumként irddnak at [46]; egyes esetekben azonban el6fordulhat

autonom miRNS-ek sajat promoterrél valo atirasa is [47].

Attol fiiggéen, hogy a miRNS eldallitdsa fliggetlen miRNS génrdl, avagy kis

intronrol indul el, kétféle utvonalat irtak le: a “klasszikus’ és az alternativ utat. (3. abra)

2.2.1.1 - A Kklasszikus utvonal

A miRNS-biogenezis klasszikus (avagy kanonikus) itjanak els6 1épése, a miRNS
gének transzkripcidja RNS polimeraz II altal medialt folyamat [47, 48]. Mindemellett
megemlitendd, hogy lehetséges a miRNS gének egy kis, Alu szekvencidkkal
kapcsolatban 1évé csoportja esetében az RNS polimeraz 11 altali atirodas is [49]. Az RNS
polimeraz II altal Iétrehozott transzkriptum egy tobb kilobazis hosszusagu, hajtli formaju,
poli-A farokkal és 7-metil-guanozin sapkaval rendelkez6 primer-miRNS (pri-miRNS)
[50].

A pri-miRNS tovabbalakitasat a Drosha nevii, I1I-as tipust endoribonukleaz végzi
[51], mely processzalasi folyamat mar a transzkripcioval egyidejiileg megkezdddik [52].
A Drosha egy kb. 160 kDa nagysagu, magas szintli evolicids konzervaltsdgot mutato
fehérje, mely két RNaz III katalitikus doménnel és egy RNS-ko6té doménnel rendelkezik
[51]. Eml6ésokben a Drosha target felismerésében a DGCRS kofaktor segédkezik, mely a
duplaszali RNS-kot6 fehérjék csaladjaba tartozik [53]. A két fehérje egyiitt alkotja az
effektor mikroprocesszor komplexet [54]: ez a pri-miRNS-bél az Gn. torzs-hurok (stem

loop) kihasitasaval hozza 1étre a kb. 70 nt hosszusagh prekurzort, a pre-miRNS-t.

Fontos megjegyezni, hogy egyes intronokba lokalizalodo miRNS-ek biogenezise
is ezt a klasszikus utat koveti: a Drosha altali hasitas itt még a splicing befejezte elott
megtorténik. Megfigyelték, hogy az ilyen, miRNS-eket tartalmazé intronok splicing-ja

sokkal lassabban megy végbe, mint a szomszédos intonoké [44].

Kovetkez6 1épésként a pre-miRNS-eknek a sejtmagbdl a citoplazmaba kell
kertilnilik tovabbi processzalodasra. Ezt az exportot a RanGTP-dependens, nuklearis
transzport receptor csaladba tartozd Exportin-5 (EXp-5) nevii fehérje medialja [55]. Az
Exp-5 a pre-miRNS-ek 3’ tulnyulo részét ismeri fol, ezt kdveti a Ran kofaktor GTP-kotd
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formajanak csatlakozédsa, majd maga a transzport. A folyamat a GTP hidrolizisével a
citoplazmaban fejezddik be: a komplexet elhagyja a prekurzor [56]. Az Exp-5 feladata
azonban nem meriil ki csupan a transzportban: kutatasok azt sugalljak, hogy szerepet

jatszik a pre-miRNS-¢k stabilizacidjaban is [57].

A citoplazmaban a pre-miRNS-ek tovabbalakitasat egy Gjabb Ill-as tipusu RNaz,
a Dicer nevii enzim katalizalja, 1étrehozva a kb. 22 nt nagysagii miRNS duplexeket [58,
59]. Sejtmagbéli parjahoz hasonldan, a Dicer is egy nagy (~200 kDa), szinte minden
eukaridta szervezetben megtalalhato homologokkal rendelkezd [60], endonukleaz
aktivitasu enzim, mely kofaktorokkal komplexet alkotva fejti ki hatasat. A Dicer az RNaz
III aktivitasu és RNS-kotd doménjei mellett PAZ doménnel is rendelkezik, melynek
kulcsfontossagu szerepe van a pre-miRNS 3’ tallogo végének megkdtésében [61]. A
Dicer specifikusan a hajti alakii pre-miRNS Drosha altal definidlt végétdl kb. 22 nt
tavolsagra végez aszimmetrikus hasitast, eltavolitva a hurok (loop) részt, és igy 1étrehozza
a miRNS duplex masik végét [40]. A Dicernek és kofaktorainak ezen til még fontos
szerepe van mas proteinekkel kozremiikodve a miRISC (miRNA induced silencing

complex) vagy mas néven miRNP (miRNA ribonucleoprotein particle) kialakitdsdban.

A miRISC ribonukleoprotein komplex megjelenése egy soktényezls,
dinamikusan szervez6dd folyamat, melynek minden részlete még ma sem tisztazott.
Valosziniileg a Dicer altali hasitds utan a miRNS/miRNS* duplex egyik végét a TRBP,
mig masik végét az Argonaute (Ago) csaladba tartoz6 proteinek kotik meg . A duplex két
szala kozil végiil csak az egyik épiil be a végsd effektor komplexbe, ez a vezetd szal
(guide strand) vagyis az érett, ~22 nt nagysagu, egyszali miRNS. Altalaban az a szal
marad meg, amelyik 5’ végénél nagyobb a bazisparosodads termodinamikai instabilitasa
[62]. A kisér6 szal (passenger strand, miRNS*) legtobbszor degradalodik , bar leirtak
eseteket, melyeknél felhasznalodasat is megfigyelték [63].

Bizonyos, hogy az Argonaute (Ago) csaladba tartozé proteinek kozponti szerepet
jatszanak a miRISC komplex életében mind strukturalis, mind funkciondlis szempontbdl.
Emlésokben négy Ago proteint irtak le, AGO1 — AGO4-ig [64], melyek koziil az AGO2-
nek er6teljes endoribonukleaz aktivitasa van [65]. (Az Ago csaladbol ez az egyetlen olyan
fehérje, ami jelen van az siRNS ttvonal RISC komplexében is, az siRNS altal felismert

mRNS elhasitasat medialva [66].) Kimutattak, hogy ez az endoribonukleaz (slicer,
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harom Ago protein nem rendelkezik ilyen katalitikus aktivitassal: ezekben az esetekben
egy, még ismeretlen helikaz csavarja szét a duplex szalait, és tavolitja el a kisérd szalat
[44]. Ezt figyelembe véve az is megallapithato, hogy az RNaz aktivitassal nem rendelkez6
Ago proteinek nem képesek a target foldaraboldsara, és ez csak az AGO2-t tartalmazo
mMIRISC-ek esetében lehetséges. Gerinceseknél az mRNS hasitasa azonban legtobbszor
€z Utébbi esetben sem torténik meg, az allati miRNS-ek késobb ismertetett szerkezetébol

adodoan [68].

2.2.1.2 - Az alternativ Gtvonal

A hagyomanyos utvonal mellett 1étezik allatokban egy masik miRNS bioszintézis
lehetdség is, amely proteinkodold gének kis intronjairdl, az un. mirtronokrol indul [69,
70]. A mirtonokrol a splicing soran jellegzetes lasszo alaku struktarak keletkeznek [71,
72], melyekrdl hianyoznak azok a szegmensek, amelyeket a Drosha/DGCRS8 {61 tud
ismerni. Ezen lasszo alaku strukturdkbol aztin egy debranching enzim (lariat-
debranching enzim [73]) és mas modosulasok hatasara keletkezik a pre-miRNS, mely

ezutan csatlakozik a mar ismertetett utvonalhoz.

A 10 eltérés tehat a klasszikus és az alternativ mirtron bioszintetikus Ut kozott az,
hogy utdbbihoz nem sziikségeltetik a Drosha altali katalizis [74]. Ma még nem tisztazott,
hogy a mirtron Utvonal mekkora jelentdséggel bir; valoszinlinek tlinik, hogy egy 0Osi

bioszintetikus utvonalat jelenit meg, még a Drosha megjelenése eldtti idokbol [70].

2.2.2 - Amikro-RNS-ek lebomlasa

A miRNS-ek biogenezisével ellentétben, a miRNS-ek bomlasa viszonylag
kevesebb figyelmet kapott mindezidaig. Ugy tiinik, hogy léteznek lasst, illetve gyors
turnover-tt miRNS-ek: elébbieket példaul majban és szivben figyelték meg [75, 76] (tobb
oras vagy akar napos féléletidd), utobbiakat a retina neuronjaiban [77] (kb. 1 oras

féléletids).

A miRNS-turnover szabalyozasanak egyik lehetséges modja azok 3’ végének

modifikacidja: adenilalasuk, uridilacidjuk vagy metilalasuk nagyobb stabilitast ad nekik,

-20 -



DOI:10.14753/SE.2017.2017

vagy éppen ellenkezbleg, degradacidjukat idézi el - az adott miRNS-t6l és az adott
szovettol ﬁigg(’ien [78].

tartoznak: C. elegans-ban az XRN-2 5’-3’ iranyban aktiv [79]. Fontos, hogy a
komplexben 1évé miRNS-hez az exonukledz nem fér hozza [79]; a target mMRNS
hianyaban azonban a miRNS disszocidl a miRISC-rdl és igy elérhetdvé valik az XRN-2
szamara, ami a miRNS bomlasat okozza [78]. Az ily modon szabadda valt Ago protein

azutan ujabb miRNS-sel képezhet komplexet.

| 6ndllo miRNS gén | | intronikus miRNS gén |

Promoter ' exonl ' exon2

l
RNS pol H /TIT

i\\\\\ \m] C\Oll- AAAA

pri-miRNS Elsédleges atirat

DROSHA
DGCR

pre-miRNS

lassz6 alaku
struktira

Larmt
debranching
enzim

sejtmag

citoplazma

pre-miRNS

m:RNS mIR\S
duplex

AGO 1-4
miRNS” TRBP

mRNS

3. abra — A miRNS-ek biogenezise (sajat abra). Az 6nallo vagy intronikus miRNS gén
az RNS polimerazok altali atirds utan a Drosha vagy lariat-debranching enzim
kozremiikodésével alakul pre-miRNS-sé, mely az exportin-5 segitségével jut a
citoplazmaba, ahol a Dicer hasitja tovabb miRNS duplexszé, melynek egyik tagja beépiil
az effektor miRISC komplexbe.
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2.2.3 - Amikro-RNS-ek hatasmechanizmusa

2.2.3.1 - A mikro-RNS-ek szerkezete

A mIRISC-be valo beépiilésiik utana a miRNS-ek f6 feladata az lesz, hogy az
effektor fehérjéket a target mRNS-hez irdnyitsadk. Ezt alatimasztja az a megfigyelés, hogy
HelLa sejtekben a miRNS-ek repressziv hatasat utanozni lehetett az Ago proteinek
MRNS-hez torténd, miRNS-t6l fiiggetlen kapcsolasaval [80]. A végrehajtas {6

karmesterei tehat az Ago fehérjék.

Az allati miRNS-ek szamara a target mRNS 3’ végnél elhelyezkedd, nem
szekvencidja csupan részleges komplementaritast mutat a bek6tddé miRNS-ekkel. Kevés
kivételtdl eltekintve a miRNS-ek nem a target foldarabolasat valtjak ki, hanem a

transzlacié megakadalyozasan keresztiil fejtik ki hatasukat.

A mIRNS — mRNS interakcio 1étrejottéhez bizonyos feltételeknek teljesiilniiik
kell a miRNS-ek target felismerése soran [81]. A legalapvetébb kovetelmény, hogy a
miRNS 7 nukleotid hosszu un. mag (seed) régidja (az 5° végtol szamitott 2-8. nukleotid)
teljesen komplementer mddon kapcsolodjon a targettel. Egy masik szabdly, hogy a
MIRNS-mRNS duplex kdzponti régidjaban viszont bazisparosodasi hibaknak (mismatch)
¢és ennek kovetkeztében széttartasnak (kiboltosulés, bulge) kell jelen lennie. A harmadik

crcr

kiilondsen a 13 - 16. nukleotid kozotti szakaszon. (4. abra)

Tovabbi jellegzetessége az allati miRNS—mRNS rendszernek, hogy egy-egy
hirvivé RNS tobb kotdhelyet is tartalmaz ugyanazon vagy kiilonbdz6 miRNS-ek szdmara
[82]. Az egymastdl meghatarozott tavolsagra bekotddé miRNP komplexek kozotti
szinergista egyiittmiikodés fontosnak bizonyul a hatékony géncsendesitd hatas elérésében
[83].

A mMIRNS-ek hatasa tehat pleiotrop €s redundans [74] (egy miRNS sokféle
targeten kifejthet hatast, és egy target tobb miRNS szabalyozasa alatt allhat), mely

differencialt és finoman hangolt szabalyozéasra ad médot.
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mRNS miRNS
5' — 3
EE—— e ———
5'UTR Kodol6 régio 3'UTR

T

mag/seed/
- —
2 16 37N\ 8 7
NIV IV NG YO
LI | 1 I I
5|NNNNM NN 1\{ NNNNNNNNN——AAAAAAAA

1
~_’
kiboltosulas

/bulge/

4. abra — miRNS csatlakoziasa az mRNS 3° UTR-jéhez (Filipowicz és mtsai, 2008
alapjan) [84]. A mMIRNS-mRNS kapcsolodas feltétele a mag régio teljes
komplementeritisa a targettel. Tovabbi jellegzetesség a kozépsd régiokban a

crer

legalabb néhany bazisparosodas 1étrejotte. N — nukleotid.

2.2.3.2 - Mikro-RNS-indukalt poszttranszkripcionalis géncsendesités

megakadalyozasaval fejtik ki. E gatlds mikéntjére azonban maig nem sziiletett
konszenzus, szamos eltéré mechanizmust irtak le, a fébb iranyvonalak a kdvetkezok [84-
86]: (1) a transzlacid iniciacidjanak gatlasa, (2) gatlas az iniciacio utan, (3) az mRNS
destabilizacigja. A transzlaciosan inaktiv mRNS molekulak diszkrét citoplazmatikus

granulumokban akkumulalodnak (4). (5. abra)
(1) A transzldcio iniciaciojanak gatlasa

A transzlaci6 megkezdését a miRNS-ek tobbféle moédon képesek megakadalyozni.

(5.1. abra)

a.) Az egyik modell szerint a miRISC az eIF4E eukaridta iniciacios faktorral kompetitiv
antagonizmusban all, gatolva annak bektddését az mRNS 5° sapkajahoz (5° cap). Ezt
alatamasztjak azok a megfigyelések, miszerint eIF4E-t tartalmazd, tisztitott elF4F-
komplex sejtmentes rendszerben torténd alkalmazédsdval a miRNS-ek gatld hatdsat
ellenstlyozni lehetett [87], tovabba, hogy kisérletes koriilmények kozott a miRNS-ek
megakadalyoztak az mRNS 40S iniciacios alegységgel torténd kapcsolodasat [88]. A
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kompeticié egyik lehetséges magyarazata az, hogy az AGO2 fehérje kdzponti
doménje az elF4E sapka-kotd doménjével szekvencia-homologiat mutat [89], tehat
akar az AGO?2 is rendelkezhet sapka-koto aktivitdssal. Ez a modell tehat kézenfekvo
magyarazatot ad arra is, miért van sziikség miRNP-k t6bbszoros kotddésére a mRNS-
hez a megfeleld effektivitas eléréséhez (ti. tobb miRNP nagyobb eséllyel szoritja le
az elFAE-t az 5° sapkarol).

b.) Egy masik hipotézis szerint a miRNP az mRNS deadenilacidjat idézi elé [90],
melynek kovetkeztében az mRNS poli-A farka és az ehhez kotédo PABP1
(polyadenylate-binding protein 1) eltiinik. A PABP1 normalisan az eIF4E-vel 1étesit
kapcsolatot az eIF4G kozvetitésével, és igy alakul ki az mRNS cirkularis formaja.
PABP1 hidnyaban az mRNS nem lesz képes folvenni ezt a transzlacidhoz sziikséges
cirkularis alakot, tehat tulajdonképpen az mRNS cirkularizacioja gatlodik.

C.) Az iniciacio miRNS-ek altali gatlasanak harmadik lehetséges modja a riboszoma start
kodonnal torténd osszeszerelddésének megakadalyozasa. Ezt a miRNP-ek azaltal érik
el, hogy azzal a fehérjével asszocialddnak, amelyik a 60S alegység 40S alegységgel

valo kapcsolodasat gatolja, nevezetesen az elF6-tal [91].
(2) Poszt-iniciacios gatlas

Egyes kisérleti eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a miRNS-ek a
transzlacio elongacios fazisat is képesek blokkolni (5.2. abra). Ezt a feltevést azokra a
megfigyelésekre alapoztak, miszerint a miRNS-ek ¢és target mRNS-eik a poliszémakkal
egy frakcioban voltak kimutathatok [92], valamint hogy a represszalt mRNS-ek aktiv
poliszomakkal kapcsolatban maradtak, habar a fehérje termék nem jelent meg a sejtben
[93]. Ennek magyarazatara két lehetséges mechanizmust irtak le:

------

,»drop-off” modell szerint [94].
b.) A miRNS-ek a késziil6 fehérjék gyors, kotranszlacids degradaciojat idézik eld, egy

még ismeretlen proteaz kozremiikodésével [93].

(3) mRNS destabilizdcio

Sokaig azt gondoltdk, hogy a miRNS-ek transzlacios gatlasukat cél mRNS-iik

mennyiségének megvaltoztatasa nélkiil érik el. Ujabb kutatasok azonban kimutatték,
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crer

(5.3. abra). Ez a degradacié azonban nem a teljes komplementaritas okozta mRNS
foldarabolddast jelenti, hanem az mRNS a.) 5’ sapkajanak és b.) 3’ poli-A farkanak
elvesztésével kezdddik, miRNP-k altal medidlva. Kimutattdk, hogy a deadenilacioban
kozponti szerepe van az AGO fehérjékhez kapcsolodo GW182 proteinnek, ami a
deadenilaz komplex mRNS-hez iranyitasdban jatszik szerepet. A deadenilacio effektor
molekulai a CAF1-CCR4-NOT komplexben helyezkednek el. Az 5’ sapka eltavolitasat a

DCP (decapping protein) csalad tagjai katalizaljak, szamos aktivator segitségével.

Ma még nem teljesen tisztazott, hogy az mRNS destabilizacioja vajon fiiggetlen
represszios mechanizmus (in vitro lehetségesnek tiinik [96, 97]), vagy a transzlacios

gatlas kovetkezménye.

(4) P-testek (P-body, processing body)

A miRNS-ek altal elcsendesitett mRNS-ek ezek utdn a citoplazma egy
dinamikusan szervez6dé strukturajaban, az un. P-testekben (GW-testekként is ismertek)

akkumulalodnak. Itt vagy degradalédnak vagy ideiglenesen tarolédnak [98].

Az mMRNS-ek degradacidja — vagy legaldbbis utolsd 1épései — tehat ezen P-
testekben mehet végbe, exonukledzok kozremiikodésével. A P-testekben szamos, az
mRNS katabolizmusban fontos fehérje van jelen, de a miRNS utvonal faktorai is
megtalalhatok benniik [99]. A P-testekben akkumuldlédnak példaul a fent emlitett
deadenilaz (CAF1-CCR4-NOT) és decapping komplexek tagjai, exonukleazok, valamint
a GW182 és Ago proteinek is [84].

Kutatasok erds korrelaciot taldltak a miRNS-ek 4altali represszid és a
mikroszkoposan is lathatd P-testek megjelenése kozott [100], azonban az is
nyilvanvalonak tlnik, hogy ezen P-testek megléte nem feltétele a miRNS-ek altali
csendesitésnek [101]. A P-testek megjelenése tehat inkabb csak kovetkezménye, mintsem

oka a transzlacios gatlasnak.

Osszefoglalva tehat Gigy tiinik, hogy a miRISC-ek elsésorban a transzlacid

gatlasan keresztiil fejtik ki hatasukat, és ennek folyoméanyaként, kdvetkezményeként a
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transzlalodni nem tuddé mRNS-ek — szintén a miRISC-ek altal rekrutalt — katabolikus
faktorok célpontjaivd valnak. Emellett lehetséges, hogy a miRNP-k elsddlegesen az
mRNS destabilizaciojat és degradaciojat indukaljak, és ezzel eleve lehetetlenné teszik a

transzlaciot. (5. abra)

Mint lattuk, a miRNS-ek szdmos mechanizmussal képesek egy adott gén
expressziojat befolyasolni, azonban teljes bizonyossaggal még nem allapithaté meg, hogy
ezek in vivo is teljesen egyedi és fliggetlen mechanizmusok-e. Lehetséges, hogy a
mMIRNS-ek primeren egy kozos mechanizmussal okozzak a target csendesitését, és a
fentebb vazolt hatasok csak a primer esemény kovetkezményeiként, sejttipustol és

targettdl fliggé modon jelentkeznek [84].

2.2.3.3 - Mikro-RNS-indukalt génaktivacioé
Habar az eddigi kutatasok alapjan ugy tlinik, hogy a miRNS-ek legfébb szerepe

elsdsorban a gének kifejezddésének negativ szabadlyozdsaban van, egyes esetekben

kimutattak ezzel ellentétes hatasukat is.

A miR-373 esetében példaul megfigyelték, hogy az E-cadherin és CSDC2 gének
promoter régidival komplementer szekvenciat tartalmaz, és ezen gének aktivaciojat
indukalja: egy még ismeretlen mechanizmussal az RNS-polimeraz II dasulésat idézte eld

a gének promoter régioinal [102].

A mir-369-3-rol pedig leirtak, hogy a TNFo (tumor necrosis factor alpha) mRNS-
ének ARE-jéhez (AU rich element, AU-ban gazdag régio) kapcsolodva transzlacios
aktivaciot idéz el6 [103].

Ezen tilmenden egyes miRNS-ek esetében (példaul let-7) a sejtciklus fazisaitol
fliggd szabalyozast figyeltek meg: proliferalo sejtekben transzlacio gatlast, mig nyugvo

sejtekben a transzlacio aktivalasat idézték eld [104].

A miRNS-ek altal medialt génaktivacid ma még egy kevéssé ismert regulacios
mechanizmus, de mindenképpen jelzi, hogy a miRNS-ek génregulidcidban betdltott

szerepe még sokrétiibb lehet, mint azt korabban gondoltak [85].
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Ezt alatamasztjdk azok a megfigyelések is, melyekben miRNS-ek bekotddését
MRNS-ek 5’ UTR-jahoz [105], egyes miRNS-ek sejtmagba iranyuld importjat [106],
illetve MIRNS-indukalt DNS-metilaciot [107] irtak le, felvetvén a miRNS-ek altal

medialt, transzkripcios szintli szabalyozas lehetdségét is.

5] PABP1

a - kompeticio
a sapkakotésert
b - cirkularizacié gatlasa
C - riboszéma
Osszeszerelés gatlasa

a - riboszomalis "drop-off"
b - kotranszlacios fehérjedegradacio

& ‘% A A
- az 5' sapka eltavolitasa

a
[b - a poli-A farok eltavolitasa

5. abra — mMIiRNS-indukalt poszttranszkripcionalis géncsendesités lehetséges
mechanizmusai (Eulalio és mtsai, 2008 alapjan) [108]. [1] A transzlaci6 iniciacidjanak
gatlasa, [2] gatlas az iniciacid utan, [3] az mRNS destabilizacioja.
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2.24 - A mikro-RNS-ek elérhetisége rutin patologiai és citologiai
mintdkban

Sokaig a miRNS-ek klinikai jelentdségének tanulmanyozasa elsésorban frissen
fagyasztott mintak foldolgozasaval tortént, mig a legkonnyebben hozzaférhetd
mintaforras — a rutin patoldgia citologiai kenetei és formalin-fixalt, paraffinba agyazott
(formalin-fixed, paraffin embedded; FFPE) szovetblokkjai — csak kevés figyelmet kapott.
Az FFPE blokkokbol ¢és citologiai mintdkbdl torténd MRNS izolalas ugyanis kis
hatékonysagu és relative rossz mindségli mintat eredményez [109], ugyanis ezen
mintakban a hosszu RNS-ek degradacioja (kevesebb, mint 300 bp hosszi darabokra vald
fragmentalodas [110]), kémiai modosulasa és fehérjékkel valo keresztkotédése 1ép fel

[111].

A miRNS-¢k esetében azonban mas a helyzet. FFPE ¢és fagyasztott mintak miRNS
profiljanak 6sszehasonlitasakor magas korrelaciot (R?>0,95) talaltak a két csoport kozott,
valamint kimutattak, hogy a formalinos fixalas nem befolyasolja a miRNS-ek expresszios
profiljat, szemben az mRNS-ek esetében tapasztaltakkal [112, 113]. Tovabba szamos
kutatas alapjan a miRNS-ek jol izolalhatok és eredményesen vizsgalhatok citologiai

kenetekbdl is.

A miRNS-ek tehat sokkal nagyobb stabilitast mutatnak citologiai és FFPE
mintakban, mely valdsziniileg eredendden rovidebb mivoltuknak kdszonhet6 [112, 113].
A jobb megdrzottségre utal az is, hogy a miRNS-ek eredményesen izolalhatok akar 25

éves FFPE mintakbol is [114].

Mindezen eredmények tehat aldtdmasztjak a citologiai kenetek alkalmazasanak
jogosultsagat a miRNS-ek tanulmanyozasaban és a jovoben potencialis molekularis
diagnosztikai segédeszkozokként segithetik a jobb citologiai diagnozist, valamint akar a

terapias dontéseket.
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2.2.5 - A mikro-RNS-ek szerepe HCC-ben és a sorafenib terapiaban

A mdj patologias elvaltozasai koziil a HCC-kben tanulméanyoztdk leginkabb a
MIRNS-ek szerepét, koros eltéréseit. Szamos ilyen iranyt vizsgalat kimutatta, hogy
MIiRNS-ek elvesztése vagy fokozott kifejezodése hozzajarulhat HCC-k kialakulasahoz,
egyuttal maguk a miRNS-ek is tumorszuppresszor vagy onkogén ttvonalak szabalyozasa
alatt allnak. Tobb kutatdcsoport is jellegzetes miRNS-expresszids valtozasokrol szamolt
be, valamint az egyes miRNS-ek hepatokarcinogenezisben betoltott funkcidira is
megprobaltak fényt deriteni. Ismert tovabba, hogy szamos miRNS képes a sejtek
kiilonféle toxinokra, gydgyszerekre adott valaszkészségét, szenzitivitasat moduldlni.
Ezek alapjan mara mar a miRNS-ek klinikai és patologiai gyakorlatban valo

alkalmazhatésaga is korvonalazodni latszik.

A ma4j legnagyobb mennyiségben jelen 1évé mikro-RNS-e a miR-122, igy nem
meglepd, hogy ez a miRNS érintett a hepatokarcinogenezisben is. Tobb kutatasban is
gyakori downregulaciét mutatott a vizsgalt HCC-kben, és targetjeként els6ként a ciklin
Gl-et azonositottak [115]. Kimutattak, hogy a miR-122-t nem expresszaldé human
hepatoma sejtvonalakon (HepG2, Hep3B, SK-Hep-1) ¢ miRNS ectopias expresszioja
gatolta azok daganatkeltd potencialjat. Targetjeiként ebben a vizsgalatban az ADAM-10,
SRF, IGFIR fehérjéket identifikaltdk, melyek HCC-kben szignifikdnsan magasabb
mennyiségben voltak jelen, mint a kornyez6 normal, magas miR-122 tartalmu
majszévetben [116]. Erdekes médon a miR-122 egyike azon mikro-RNS-eknek, melyek
érzékenyitik a sejteket sorafenib kezelésre. In vitro kisérletek alapjan a miR-122
taltermelése HCC sejtekben szignifikdnsan csokkentette a sorafenibbel kezelt

tumorsejtek tulélését és novekedését [116].

A miR-195 a HCC-ben csokkent expressziot mutat, mas malignus daganatokhoz
hasonloan. Sejtciklus gatld €s apoptdzis indukalo hatasai mellett fontos szerepe lehet az

angiogenezis gatlasaban HCC-ben, hiszen egyik direkt targetje a VEGF [117].

A miR-221 egy vizsgalatban a HCC-k 71%-aban feliilszabalyozottsagot mutatott.
Tobbek kozott két ciklin dependens kindz inhibitor kifejez6dését gatolva (CDKN1C/p57
¢s CDKN1B/p27) részt vesz a sejtciklus kontrolljaban: a sejteket az S-fazisba Iéptetve a

crer

miR-221 nem csak a sejtek szaporodasat serkentve fejt ki onkogenikus hatast, hanem
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apoptdzisukat gatolva is. HCC-s mintdkban a magas miR-221 kovetkezetesen alacsony
proapoptotikus Bmf fehérje szinttel tarsult: sejtkultara vizsgalatokban a Bmf a miR-221
direkt targetjének bizonyult [119]. A miR-221 és MiR-222 ezen tulmenden a TRAIL
(TNF-related apoptosis inducing ligand)- indukalt sejthalal kivédésében is szerepet
jatszik, valamint a miR-221-et és miR-222-t overexpresszalo sejtek migracios €s invazios
képessége is fokozott [120]. A PI3K/Akt jelatvitel jol ismert negativ szabalyozoja
tovabba a PTEN, mely a miR-221-222-n kiviil a miR-21 targetje is, mely miRNS
magasan overexpresszalt HCC-ben. Kisérletes overexpresszioja sejtvonalon a
majsejtek migracios képességét is novelte [121]. A miR-222 és miR-223 deregulacidja
kétséget kizardan, egyértelmiien megkiilonboztette a HCC-t a kdrnyezd nem tumoros
szovettdl, viralis fertdzottségtol fiiggetleniil [122]. A miR-223 kovetkezetesen alacsony
szinten volt jelen HCC-kben, mely miRNS a mikrotubulusok keletkezését befolyasolja,

¢és igy a G2/M fazis atmenetet regulalhatja.

A miR-17-5p és miR-18a expresszioja szignifikans korrelaciot mutatott a HCC
differencialtsaganak csokkenésével, ami nem meglepd annak fényében, hogy mindkét
miRNS az onkogén hatdsi miR-17-92 klaszter tagja, tehat un. onkomiR-ként
funkcionalnak HCC-ben [123].

A miR-34a pedig egy vizsgalatban a HCC-k 75%-aban alacsonyabban fejezddott
ki, mint a kornyéki normalis majszovetben. Kideriilt, hogy kisérletes overexpresszidja a
c-Met (vagy HGFR, hepatocyta growth factor receptor) onkogén repressziojan keresztiil
hathatdsan gatolta a vizsgalt tumorsejtek migraciojat és invazios képességét [124]. Ezen
tulmenden érzékenyebbé tette a tumorsejteket a sorafenib-indukalt apoptozisra in vitro

kisérletekben [125].
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2.3 - Sejtkapcsolo strukturak és claudinok

Az epithelialis és endothelialis sejtek egymashoz és az extracellularis matrixhoz
torténd kapcsolodasaért felelds struktirak harom csoportra oszthatok: kommunikald (gap
junction), horgonyzé (dezmoszéma, hemidezmoszoma, zonula adherens), valamint
lezaro6 kapcsolatok. A lezard kapcsolat, mas néven zonula occludens vagy ’tight junction’
(TJ, szoros kapcsolat) a szomszédos sejtek kozott legapikalisabban elhelyezkedd
sejtkapcsolo struktara, mely kialakitasaban tobb mint 50 kiilonb6zo fehérje vehet részt
(6. abra). Az elsé tight junction fehérje azonositasa 1993-ra tehetd, amikor Furuse és
Tsukita japan kutatok izolaltak a késébb occludinnak elnevezett fehérjét [126]. Erdekes
médon a tight junction-0k occludinhianyos egerekben is funkcionalisak, mely
megfigyelés egy masik, a TJ-0k gerincét alkotd fehérjecsalad, a claudinok felfedezéséhez

vezetett 1998-ban [127].

A TJ-6k két alapvetd funkcidt toltenek be a sejtek életében: egyrészt
szemipermeabilis barriert jelentenek az ionok, a viz és kiilonbozé makromolekulak sejtek
kozotti, paracellularis transzportjdban (’gate’, kapu funkcid), masrészt a sejtpolaritas
fenntartdsaban jatszanak alapvetd szerepet az apikalis és bazolaterdlis membrandomének
elvalasztasa révén (’fence’, kerités funkcio). Ezek mellett ma mar vitathatatlan a szereptik
mas fiziologias és koros folyamatokban, példaul szigndl transzdukcids utvonalakon
keresztiil a sejtproliferacio, differencidcid és apoptdzis szabdlyozédsidban, tovabba
korokozok receptoraiként is szolgalhatnak és célzott terapias célpontokként is

hasznalhatoak lehetnek [128].

Fence Barrier Signal
function function transduction
Tight junction

Paracellular space

Paracellular

space

6. abra — A tight junction szerkezete és funkcioi (Osanai és mtsai. 2016) [129]. Kerités
funkcio (fence): az apikalis és bazolateralis membrandomének elvalasztasa; kapu funkcio
(barrier, gate): szemipermeabilis barriert jelentenek a paracellularis transzportban;
szigndl transzdukcio: jelatviteli utvonalakon keresztiil a sejtfizioldgia szabalyozasa

-31-



DOI:10.14753/SE.2017.2017

A TJ-6k funkcidja nagyban fligg alkotoelemeik pillanatnyi dsszetételétdl, mely a
sejtek igényei alapjan dinamikusan valtozik. A TJ proteinek kozotti kapcesolat tehat
sokszor atmeneti ¢és allando valtozadsban van. Egy TJ alkotéelem feliil- vagy
alulexpresszalodasa tovabba nem jelenti a TJ ,,szorossaganak” automatikus valtozasat,

inkabb az adott fehérje altal szabalyozott folyamatok megvaltozasat jelzi.

A TJ 16 alkotdelemeit jelentd transzmembran fehérjék négy f6 tipusa az occludin,
a tricellulin, a claudinok és a JAM (junctional adhesion molecule) fehérjék. Ezek koziil a
TJ gerincét jelentd claudin molekulacsalad emberekben jelenleg 26 ismert claudinbdl all,
melyek 12-70%-0s szekvencia-homologiat mutatnak, egyes tipusaik gyakran egyiitt
expresszalodnak, és expresszidjuk szovet- illetve szervspecifikus [130]. A claudinok
négy transzmembran doménnel rendelkezve két, eltéré nagysagu extracellularis hurkot
alkotnak, melyek a sejtek kozott homo- ¢és heterofil kapcsolatokkal zarjak az
intercellularis teret. (7. abra) Az intracellularisan elhelyezkedé N- és C-terminalisukon
keresztiil adapter fehérjék (pl. ZO-1,2,3, MAGI-1,2, cingulin, symplecin, stb.)
kozvetitésével végezetiil az aktin citoszkeletonhoz is kotddnek, igy a TJ-ok feldl érkezo
szignalok a sejt egészére kihathatnak, mig a sejt belsejébol érkezo jelek a TJ szerkezetét

és Osszetételét befolyasolhatjak [130].

A claudinok TJ-6kon kiviili lokalizacidja is ismert, melyeknek harom f6 funkcioja
lehet: 1) sejtek kozotti nem konvencionalis kotédési pontokként szolgalhatnak, példaul a
claudin-1 a dendritikus sejtek és az epidermisz kozott, vagy a claudin-2 a metasztatikus
emlérak sejtek és a majsejtek kozott [131]. 2) mas sejtfelszini receptorokkal
kapcsolodhatnak, példaul integrinekkel vagy T-sejt receptorral [132]. 3) szignal
transzdukcidban vehetnek részt, példaul oszteoklasztokban a claudin-18 a ZO-2 jelatvitelt
gatolja, ezaltal csokkenti a csontreszorpciot [133]. Tovabba egyes claudinok nuklearis
lokalizaciojat is leirtdk, mely felveti ezen fehérjék szerepét a direkt génexpresszid

szabalyozasban is.

A fentiekbdl adodoan a claudinok szdmos betegség patogenezisében szerepet
jatszanak. A claudinok megvaltozott expressziojat irtdk le a karcinogenezis, a
tumorprogresszid €s metasztazisképzés folyamataiban, szamos baktérium és virus
receptoraiként, belépési kofaktoraiként szolgalnak, tovabba gyulladasos betegségekben

1s szerepet jatszhatnak.
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A legjobban ismert ¢és kutatocsoportunk altal is vizsgalt, Un. ,klasszikus”
claudinok az 1-es, 2-es, 3-as, 4-esés 7-es, melyek expresszidja jelen vizsgalatainknak
is targya.

Paracellular ion selectivity
g S

~ ~~

@ Oligomerization
@

%
%. CPE binding
% :
(claudin-3,-4)

HCV entry { i 2 3 z
(claudin-1,-6,-9) % & % Paracellular space

Palmitoylation

Phosphorylation PDZ-interacting domain

7. abra — A claudinok szerkezete (Lal-Nag és mtsai. 2009) [130]. A claudinok négy
transzmembran doménnel (TM1-4) rendelkezve két, eltéré nagysagu extracellularis
hurkot (EL1, EL2) alkotnak, melyek a sejtek kdzott homo- és heterofil kapcsolatokkal
zarjak az intercellularis teret. Az intracellularisan elhelyezkedd N- és C-terminalisukon
keresztiil adapter fehérjék (pl. PDZ doménnel rendelkezd fehérjék) kozvetitésével
végezetiil az aktin citoszkeletonhoz is kotddnek.

2.3.1 - Claudin-1

A claudin-1 az els6 és talan legtobbet tanulmanyozott claudin, mely a legtobb
emberi szovetben jelen van. Fontos szerepe van a bor ateresztOképességének
meghatdrozasaban, valamint a majsejteken és epetti hamsejteken expresszalodva az vér-
epe gat létrehozasaban [134]. Ezen fiziologias funkcioi mellett szamos betegségben
ismert megvaltozott kifejezodése. Fokozott expressziojat irtdk le papillaris
pajzsmirigyrakokban [135], nyel6csé laphamrakjaban [136], cervicalis intraepithelialis
neoplasiakban [137], mig csokkent kifejez6dését invaziv emldrakban és tiido
adenokarcinomaban [138]. Ezen talmenden, a claudin-1 epithelialis-mezenchimalis
tranzicioban betoltott direkt szerepét is igazoltdk HCC sejtvonalakon, oki tényezdként

felvetvén a claudin-1 fokozott expressziojat HCC-ben [139].
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2.3.1.1 - Claudin-1 és HCV

A maj szempontjabol kiilondsen fontos azon felfedezés, miszerint a HCV
majsejtekbe jutasahoz sziikséges a virusok sejtfelszini receptorokhoz valod kotddése. A
CD81 ¢és SR-BI1 receptorok mellett két TJ protein — az occludin és a claudin-1 — jatszik
fontos szerepet a HCV internalizacidjaban [140], tovabb két masik claudinnak (claudin-
6 ¢s -9) is hasonl6 szerepet tulajdonitanak, azonban ezek inkdbb a HCV majsejteken
kiviili (fehérvérsejtek, endotél) replikaciojaban fontosak [141]. Erdekes médon mind a
junkciondlis (apikalis), mind a nem-junkcionalis (bazolateralis) claudin-1 megjelenési
formaknak lehet szerepe a HCV belépési folyamataban. A HCV tovabba kozvetleniil is
fokozhatja a claudin-1-nek mint belépési kofaktoranak expresszidjat [142]. A claudin-1
permissziv szerepét jol mutatja, hogy claudin-1 ellenes antitestekkel megakadalyozhato

a HCV fert6zés, sot a mar meglévd infekcid is gydgyithatonak tlinik huméan egér

majkimérakon [143].
2.3.2 - Claudin-2

A claudin-2 a legtobb claudinnal ellentétben az atereszté TJ-0k kialakitasaban
jatszik szerepet, megtalalhatdo a vese proximalis tubulusaiban illetve a bélkriptakban
[144]. Erdekes modon a claudinok szokéasos linearis immunhisztokémiai festédésétdl
eltéréen a claudin-2 perimembrandzus, granularis immunreakciot ad. Gyakori
feliilszabalyozodasat figyelték meg gyulladasos bélbetegségekben , mig expresszidja az

emldrakok progressziojaval csokken [145].

2.3.3 - Claudin-3 és claudin-4

A claudin-3 és claudin-4 fehérjék akkor keriiltek igazan a figyelem kozpontjaba,
amikor felfedezték, hogy a Clostridium perfringens enterotoxinjanak receptoraiként
szolgalnak. Ezen molekulak igy hamar daganatellenes terapias célpontokka valtak, hiszen
a claudin-3-at és 4-et magasan expresszald tumorsejtek célzott elpusztitasat teszik
lehetévé a toxin direkt sejtekhez juttatasaval [146]. A claudin-4 kifejez6dését tobben az
adenokarcinomdk jellegzetes tulajdonsaganak tartjak, igy fokozott expresszioja
figyelhet6 meg példaul prosztata karcinomaban [147], kolorektalis karcindmaban és azok

majmetasztazisaiban, ovarium karcinomaban, hasnyalmirigy karcinomaban [148].
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2.3.4 - Claudin-7

A claudin-4-hez hasonldéan gyakran emelkedett expresszidja szamos hameredet(i
tumorban [149], mig csokkent expressziojat irtak le fej-nyaki daganatokban, emld
duktalis adenokarcindmajaban [150], prosztatarakban [151]. A claudin-1-hez hasonldéan
TJ-6n kiviili lokalizacioja is ismert a sejtek bazolateralis felszinén, ahol gyakran az
EpCAM molekulaval alkot komplexet [152]. E komplex szerepét felvetették a

sejtadhézio, motilitas €s tumorprogresszio szabalyozasaban is.
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3 - CELKITUZESEK

A hepatocellularis karcindéma incidencidja ndvekvd tendencidt mutat a fejlett
vilagban, mortalitas szempontjabol azonban még mindig a legmalignusabb daganatok
kozott tartjak szamon. A betegek még mindig legtobbszor mar elérehaladott stadiumban
keriilnek diagnézisra, mely esetben limitalt a terapias eszkoztar. A par éve bevezetett
szisztémas, célzott terapia, a sorafenib segithet a betegség stabilizalasaban talélési elonyt
nyljtva, azonban a betegek csak mintegy fele reagal a kezelésre. Jelenleg nem
rendelkeziink olyan validalt, prediktiv biomarkerrel, mely megbizhatoan elére jelezné a
sorafenibre adott valaszkészséget. Ismert tovabba, hogy a HCC leggyakrabban kronikus
majbetegségek talajan kialakult cirrotikusan atalakult majban fejlodik ki. A daganatok
patomechanizmusaban gyakran szerepet jatsz6 sejtkapcsolatok, azon beliil is a claudin
fehérjék megvaltozasat szamos kutatdcsoport vizsgalta. Nem teljesen tisztazott azonban,
hogy a leggyakrabban vizsgalt claudinok kifejezddése hogyan valtozik a normal — cirr6zis

— HCC tengelyen, illetve hogyan korrelal a HCV fert6zottségi statusszal.
Mindezek alapjan a kovetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

- A HCC-ben gyakran deregulalt miRNS-ek kifejezodésének vizsgalata sorafenib

kezelés elotti, diagnosztikus vékonytll aspiracios biopszidkon

- Lehetséges Osszefliggések vizsgalata a kapott miRNS expresszios értékek és a

betegek klinikopatologiai jellemz6i kozott

- A sorafenib kezelés el6tti miRNS expresszid €s a betegek thlélése kozotti
lehetséges kapcsolatok feltarasa, kiilonos tekintettel az irodalomban leirt,

hepatokarcinogenezisben relevans, in vitro sorafenibre érzékenyité miRNS-ekre

- Aclaudin-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje expresszié lokalizacidjanak és erésségének
vizsgalata reszekalt HCC-ben és az azt koriilvevo cirrotikus vagy nem cirrotikus

majszovetben

- A claudinok expressziojanak 0sszevetése a tumorok differencidltsagi fokaval, a
betegek talélésével, valamint a HCV statusszal mind tumoros, mind tumormentes
majszovetben, kiilonods tekintettel a claudin-1 mint HCV belépési kofaktor

kifejezodésére.
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4 - ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Il. Szamua Patologiai Intézetének
archivumabol szarmazo6, formalin-fixalt, paraffinba agyazott, valamint aspiracios
citologiai mintait felhasznalva végeztiik. Vizsgalatainkban 6sszesen 50 HCC-s esetet
analizaltunk. A vizsgalatok minden esetben a Semmelweis Egyetem Regiondlis Etikai

Bizottsaganak engedélyével torténtek (#172/2003, #137/2008, #35/2011).

4.1 - Betegek és szovetmintak

4.1.1 - Beteganyag |. — Sorafenib és HCC miRNS-ek

A mikro-RNS expresszios vizsgalatainkhoz a vizsgalt mintakat 20 HCC-s beteg
kezelés eldtti, vékonytli aspiracids citolégiai mintavétellel nyert kenetei jelentették,
melyekbdl 2008 és 2012 kozott Dr. Székely Eszter, Dr. Jaray Balazs és Prof. Dr. Schaff
Zsuzsa allitotta f6] a HCC patologiai diagnozisat. A betegek sorafenibbel tortént kezelését
¢és utankovetését az Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo Korhaz - Rendeldintézet
Onkologiai Osztalyan Dr. Végh Eva és Prof. Dr. Bodoky Gyorgy végezték. A betegek
bevalasztasa retrospektiv vizsgalatunkba a kovetkez6 szigoru kritériumok alapjan tortént:
megeldzd sebészi, lokoregionalis vagy szisztémas kezelésben nem részesiiltek, késébbi
lokoregionalis kezelésben nem részesiiltek, Child-Pugh A vagy B majfunkcidkkal, <1
ECOG teljesitoképességi statusszal, valamint a diagndzistol szamitott legalabb 3 honap
tuléléssel rendelkeztek. A vizsgalt HCC-s betegek klinikai jellemzdit a 2. tablazat

mutatja.

A median utankovetési id6 33,6 honap volt. A 20 betegbdl 15 halt meg a vizsgalati
idoszakban a betegség progresszidjanak koszonhetden. A teljes talélést a sorafenib
kezelés kezdetétdl a haldl bedlltaig vagy a vizsgalat végéig eltelt id6 jelentette, mig a
progressziomentes tulélést a sorafenib kezelés kezdetétdl a radiologiai progresszioig vagy

a vizsgalat befejezéséig eltelt iddben hataroztuk meg.
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2. tablazat — A sorafenibbel kezelt betegek klinikopatologiai jellemzoi (n = 20)

N (%) vagy

Jellemzo median [intervallum]
Eletkor (év) 68 [52 - 82]
Nem Férfi 16 (80%)

N6 4 (20%)
Etiologia Virusos 11 (55%)

Egyéb 9 (45%)
Tumor szam Szoliter 6 (30%)

>1 14 (70%)
Tumor méret (cm) 5 [1,5-20]
Child-Pugh osztaly A 16 (80%)

B 4 (20%)
ECOG statusz 0 13 (65%)

1 7 (35%)
AFP <10ng/ml 7 (35%)

>10ng/ml 13 (65%)

4.1.2 - Beteganyag Il. — Claudinok és HCC

Osszesen 30 sebészileg eltavolitott, formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
humén HCC-t, valamint kdrnyez6 nem tumoros majrészletet vizsgaltunk. A betegek nem
részesiiltek kemo- vagy radioterdpiaban a miitét eldtt. Kontrollként 6, balesetben
elhaldlozott emberbdl szdrmazd normal majmintat hasznaltunk. A 2002 és 2006 kozott
gyljtott szovetmintdk patoldgiai diagndzisanak ujraértékelését, valamint a fibrozis-
cirrdzis megitélését Dr. Kiss Andras ¢és Prof. Dr. Schaff Zsuzsa végezték. A betegek
median életkora 63 év (intervallum: 44 — 78 ¢év), a férfi:né arany 20:10 volt, 24 eset
mutatott szoliter megjelenést, az atlagos tumorméret 7,1 cm volt (intervallum: 2 — 22 cm).
A tumorok koziil 7 grade 1, 10 grade 2, 13 grade 3 differencialtsagi fokot mutatott.
Tizenhét (17/30) HCC beteg mutatott HCV szerologiai pozitivitast. A fibrozis-cirrozis
megitélése a modositott Ishak fibrozis skala szerint tortént [153]: 11/30 esetben volt jelen
cirr6zis a HCC kortili majban (score 5-6), mig 11/30 esetben volt jelen kronikus hepatitisz
fibrozissal, de cirrdzis nélkiil (score 3-4). A 17 HCV pozitiv esetbdl 6 esetben volt jelen
cirrozis, mig 11 esetben kronikus hepatitisz €s fibrozis. A 13 HCV negativ eset kozott 5
alkoholos eredetli cirrdzis szerepelt, mig a tobbi eset nem mutatta kronikus hepatitisz

vagy fibrozis jeleit. A vizsgalt reszekatumok klinikopatologiai jellemzdit a 3. tablazat
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mutatja. A median utankovetési idé 83 honap volt. A teljes talélést a sebészi reszekciotol

a halal bealltaig vagy a vizsgalat végéig eltelt iddben hataroztuk meg.

3. tablazat — A sebészileg eltavolitott HCC-s mintak jellemz6i (n=30+6)

HCYV negativ (n) |HCYV pozitiv (n) | Osszesen (n)
Kontroll normal maj 6 - 6
HCC nem cirroézisos talajon 8 11 19
HCC cirrozis talajan 5 6 11
Osszesen (n) 19 17 36

4.2 - Immunhisztokémia

4.2.1 - Immunhisztokémiai reakciok

A claudinok immunhisztokémiai detektalasa FFPE blokkokbdl késziilt, 3-5 pm
vastagsagu metszeteken tortént. A reakciokhoz felhasznalt elsddleges és masodlagos
ellenanyagok listajat és jellemzoit a 4. tablazat mutatja. Deparaffinalas, feltaras és az
endogén peroxidaz blokkoldsa utdn az immunhisztokémiai festéseket Ventana ES
automata immunfestd késziilék (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA)
segitségével kiviteleztiik. A masodlagos antitestek biotinilalt anti-egér ill. anti-nytl savok
voltak (Ventana, Zymed), melyeket 1:100-as higitasban, 1 6ran at, szobahémérsékleten
inkubaltunk. Az el6hivas avidin-biotin peroxidaz technikat, valamint 3°3’-
diaminobenzidin kromogént hasznalva tortént a gyartéd eldirasainak megfelelden (iView
DAB Detection Kit, Ventana). Hattérfestésként hematoxylint és kékité (bluing) reagenst
alkalmaztunk. Negativ kontrollhoz a primer antitestet elhagytuk és O6nmagaban az

antitest-oldoszert hasznaltuk. A reakciok negativnak bizonyultak.

4. tablazat — Elsédleges claudin ellenes antitestek és jellemzéik

Tipus Higitas | Gyarto
Claudin-1 poliklonalis (nyul) |1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA)
Claudin-2 monoklonalis (egér) |1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA)
Claudin-3 poliklonalis (nyul) |1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA)
Claudin-4 monoklonalis (egér) | 1:100 Zymed (San Francisco, CA, USA)
Claudin-7 poliklonalis (nyal) |1:100 Zymed (San Francisco, CA, USA)
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4.2.2 - Az immunreakciok értékelése, morfometria

Az immunreakciok elkészilte utdn minden metszetbdl 10-15, random
kivalasztott, egymast at nem fedd fotot készitettiink, 200x nagyitassal (Olympus BX
mikroszkdp). A reakcidk kvantitativ értékelését Leica Qwin V3 morfometriai szoftverrel
végeztiik (Leica Mycrosystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK). A program az
altalunk pozitivnak definidlt pixelek szadmat, ezen keresztiil pedig a pozitiv
immunfestddés szazalé¢kos aranyat adja meg a teljes vizsgalt teriilethez viszonyitva. A
kapott értékeket az epeuti pozitivitast mind kKivonva, mind beleszamitva abrazoltuk. A
kiértékelés szempontjabol nem relevans teriileteket nem vettiik figyelembe (pl. nekrotikus
vagy technikai okok miatt értékelhetetlen teriiletek). Az egyes esetekbdl késziilt 10-15

foton mért adatok atlagértékével szamoltunk a statisztikai analizis soran.

4.3 - Western blot

A claudin immunreakciok specificitasanak ellenOrzésére Western blot
vizsgalatokat végeztink 5 reprezentativ tumoron és kornyez6 majmintaikon,
fehérjeizolalast kovetéen. A frissen fagyasztott mintakbol 50-50 mg-ot lizispufferben
homogenizaltunk (100 mM NaCl, 1 % NP-40, 2 mM EDTA, 50 mM TRIS, 20 pg/ml
aprotinin, 20 pg/ml leupeptin, I mM PMSF, pH 7.5), majd centrifugalds utan 30 pg
proteint 2x Laemmli pufferrel 10 percig 95°C-on fézve, 10% SDS-poliakrilamid gélen
szeparaltunk (200V, 35 perc, 4°C). Nitrocellul6z membranra torténd transzfert kdvetden
(20V, 16 h, 4°C) a blotokat blokkolas utan (5% zsirmentes szaraz tej), 1:200 higitott,
primer anti-claudin-1, -2, -3, -4, -7 antitestekkel, valamint loading kontrollként anti-
GAPDH antitesttel inkubaltuk 4°C-on, egy ¢éjszakan at. Mosast kovetden megfeleld
tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk (1:2000,
DAKO), majd kemilumineszcens el6hivast alkalmazva (ECL-Plus, Amersham

Biosciences) rogzitettiik a detektalt jelet.
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4.4 - mikro-RNS kifejezodés meghatarozasa kenetekbol

4.4.1 - mikro-RNS izoldlas citologiai kenetekbol

A vizsgalatokhoz kiemelt FNAB (fine needle aspiration biopsy, vékonytii
aspiracidés biopszia) mintdk ismételt attekintése és mikroszkopos kijelolése utdn a
legalabb 2000, jol lathatdo és jol megdrzott daganatos sejtet tartalmazo keneteket
hasznaltuk. Az FNAB mintakbol az RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével tortént teljes RNS izolalas. Xilolban val6 aztatds utan el0szor a fedélemez
eltavolitasa tortént, majd a Xilol eltavolitasa alkohollal. Steril szike segitségével a sejteket
steril csovekbe kapartuk, ahol proteindz K emésztés tortént 16 oran at, 55°C-on. Ezutan a
gyartd protokollja szerint oszlop alapi, mMiRNS-ekre optimalizalt RNS izolalas tortént
[154]. A rezidualis DNS szennyezd6dés eltavolitasa Turbo DNase-zal tortént a gyartd

cres

tisztasagat NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer segitségével mértiik meg.

4.4.2 - Reverz transzkripcio és valos idejii PCR

A HCC-ben gyakori eltérd kifejezodést mutato és kutatdcsoportunk altal korabban
Kiterjedten tanulmanyozott mikro-RNS-ek expressziojat TagMan MicroRNA Assay-vel,
valos idejii PCR-en alapuldé modszerrel hataroztuk meg. A vizsgalatainkhoz hasznalt 14
miRNS és kis magi U6 assay-azonositoi a kovetkezok voltak: miR-17-5p (1D:000393),
miR-18a (1D:002422), miR-21 (ID:000397), miR-34a (1D:000426), miR-122
(ID:002245), miR-140 (1D:000462), miR-195 (1D:000494), miR-210 (ID:000512), miR-
214 (1D:002306), miR-221 (ID:000524), miR-222 (1D:002276), miR-223 (1D:002295),
miR-224 (1D:002099), miR-328 (ID:000543) és U6 (ID:001973).

A cDNS szintézist Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Cat No:
4366596) és TagMan MicroRNA Assay primerek (for RT) (ABI, Cat Number: 4427975)
segitségével végeztilk, a gyartd utasitdsai szerint 10 ng total RNS-bdl, 7,5 pnl
végtérfogatban. A reverz transzkripcid Eppendorf Mastercycler Gradient PCR
késziilékben tortént, a kovetkez6 héprofillal: 16°C 30 perc, 42°C 30 perc, 85°C 5 perc,
4°C tartas.
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A val6s idejii PCR reakciot TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase
UNG (Applied Biosystems, Cat No.: 4324018) és TagMan MicroRNA Assay primerek
(for real time) (ABI, Cat No.: 4427975) segitségével végeztiik, a gyarto utasitasai szerint,
triplikatumban. A fluoreszcens jel a TagMan probakhoz kotott FAM jelzéfesték
lehasitasakor keletkezett. A valds idejii PCR ABI Prism 7000 Sequence Detection System
késziilékben futott, a kdvetkezd hdprofillal: 95°C 10 perc, majd 50 ciklus (95°C 15 mp,
60°C 60 mp), majd 4°C tartés.

A target miRNS-ek expresszidjanak meghatarozasat a 2C40eN-Catree) pmetodys
segitségével végeztik. A referencia meghatarozasira a NormFinder algoritmust
hasznaltuk, harom gyakorta hasznalt, lehetséges normalizaldé gént (miR-328, miR-140,

U6) vizsgalva.

4.6 - Statisztikai analizis

A normalitas vizsgalat eredményei alapjan nem-parametrikus tesztekkel
hasonlitottuk dssze az expresszids értékeket: két csoport esetén Mann-Whitney U tesztet,
tobb, mint két csoport esetén Kruskal-Wallis tesztet és post hoc analizist alkalmaztunk.

Kontingencia tablazatok esetén Fisher-féle egzakt tesztet hasznaltunk.

A talélési analizist (teljes talélés és progresszidomentes tulélés) Kaplan-Meier
modszerrel, a kapott talélési gorbék Osszehasonlitasat log-rank teszttel végeztiik, a

kockazati arany (hazard ratio, HR) meghatarozasa Cox regresszioval tortént.

A statisztikai analiziseket a STATISTICA 9.0 program segitségével végeztiik
(StatSoft Inc., OK, USA). A kiilonbségeket p < 0,05 esetén fogadtuk el statisztikailag

szignifikansnak.
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5 - EREDMENYEK

5.1 - Sorafenibbel kezelt HCC esetek mikro-RNS vizsgalata

5.1.1 - miRNS izoldlas lehetdségének vizsgalata HCC FNAB mintakbol

A citoldgiai mintakbol nyert total RNS mennyisége €s mindsége megfelelonek
bizonyult tovabbi vizsgalatok végzéséhez. A kenetekbdl nyert atlagos RNS hozam
10,8 £ 9,3 pg (atlag + szoras) (0,2-32,2 pg min—max) volt. Az RNS tisztasagat a
NanoDrop késziilékkel 260/280 nm-en mért optikai denzitds arany 2,0 + 0,1 (atlag +

szoras) jelezte.

5.1.1 - A sorafenib kezelés elotti mikro-RNS expresszio és a
klinikopatologiai jellemzok osszefiiggései

A vizsgalt miRNS-ek normalizalt expresszidjat az 5. tablazat mutatja.
Referenciaként a miR-140-et hasznaltuk, mert a NormFinder algoritmus alapjan ennek
expresszidja bizonyult legkevésbé valtozonak a mintak kozott (NormFinder-ben ezt a
legalacsonyabb ,,stabilitasi érték™ jelzi) (8. abra). Alkalmazhatosagat megerésitette, hogy
mas HCC-s vizsgalatokban is ezt hasznaltak referenciaként [155]. Mivel egészséges
majak nem keriilnek citologiai mintavételre, ezért a HCC-k mikro-RNS expresszidjat
jelen vizsgalatunkban nem tudtuk normal méjmintdkhoz viszonyitani. Vizsgalataink
szempontjabol azonban ez az Osszehasonlitds nélkiilozhetd volt, a normdl méajmintak

hianya az analizist nem befolyasolta.
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8. abra — A NormFinder algoritmus alapjan a miR-140 expresszidja a legstabilabb a

mintakban, szemben a gyakran hasznalt U6 kis magi RNS-sel, mely nagy szorast mutatott

5. tablazat — miRNS expresszi0o HCC kezelés elétti, diagnosztikus citologiai
mintaiban, miR-140-hez viszonyitva

Normalizalt miR expressziok
(median és tartomany)

miR-17-5p 1,91 [0,16 - 10,20]
miR-18a 1,25 [0,07 - 4,89]
miR-21 85,94 [5,13 - 352,95]
miR-34a 3,88 [0,62 - 11,25]
miR-122 173,46 [18,94 - 407,31]
miR-195 2,00 [0,43-10,15]
miR-210 1,16 [0,01-32,75]
miR-214 0,23 [0,07 - 165,61]
miR-221 0,92 [0,21-11,08]
miR-222 2,69 [0,21-17,96]
miR-223 4,34 [1,21 - 20,39]
miR-224 1,06 [0,06 - 23,67]
miR-328 0,12 [0,01 - 3,20]

U6 51,71 [0,01 - 1568,32]

A miRNS expresszid és a betegek klinikopatoldgiai jellemzdinek dsszevetésekor
az esetleges korrelaciot 2x2 kontingencia tablazatokkal vizsgaltuk. Ehhez a vizsgalt

paramétereket a kovetkezOk szerint dichotomizaltuk: életkor (<68 év / >68 év), nem
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(férfi / nd), etioldgia (virusos / egyéb), tumor szam (szoliter / >1), tumor méret (<5 cm /
>5 c¢m), Child-Pugh (A / B), ECOG teljesitoképességi statusz (0 / 1), AFP szint (<10
ng/ml / >10 ng/ml). A betegeket tovabba a miRNS expresszio alapjan az adott miRNS-t
»,magasan expresszalo (high)” illetve ,alacsonyan expresszald (low)” csoportokba
osztottuk, az adott miRNS relativ expresszios értékeinek medianjat véve viszonyitasi

pontnak.

Ezek alapjan szignifikans korrelaciot két miRNS esetében talaltunk.
A magas miR-214 expresszi6 gyakrabban tarsult kisebb tumormérettel (<5 cm) (80% vs
20%, p=0,019, Fisher egzakt teszt) (6. tablazat). A magas miR-17-5p expresszio pedig a
jobb ECOG teljesitoképességi statusszal rendelkezd betegek esetében volt gyakoribb
(77% vs 0%, p=0,003, Fisher egzakt teszt) (7. tablazat). A tobbi vizsgalt miRNS nem
mutatott Osszefiiggést a klinikopatologiai paraméterekkel. A részletes 2x2 kontingencia

tablazatokat a 8. tablazat mutatja.

6. tablazat — Sorafenib kezelés el6tti miR-214 és tumorméret osszefiiggése

7. tablazat — Sorafenib kezelés el6tti miR-17-5p és ECOG teljesitoképesség statusz

) miR-214
Fisher p = 0,023
magas | alacsony
Tumor- | >5cm 2 8
méret | <5cm 8 2

osszefiiggése
_ miR-17-5p
Fisher p = 0,003
magas | alacsony
0 10 3
ECOG
1 0 7
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8. tablazat — A kezelés elotti miR expresszio és a klinikopatolégiai paraméterek osszefiiggése sorafenibbel kezelt HCC betegek esetén.

A Fisher-féle egzakt teszttel szignifikansnak bizonyult 6sszefliggések félkovér kijeloléssel jelolve (p<0,05).

miR-17-5p | miR-18a | miR-21 | miR-34a | miR-122 | mIR-195 | miR-210 | miR-214 | miR-221 | mIR-222 | miR-223 | miR-224 | miR-328

high | low | high |low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low | high | low

Nem Férfi 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 8 8 8 8 7 9 8 8 | 10 | 6 8 8

N6 3 1 3 1 3 1 1 3 3 1 1 3 3 1 2 2 2 2 3 1 2 2 0 4 2 2

Eletkor =68 4 6 4 6 5 5 4 6 5 5 4 6 4 6 4 6 3 7 4 6 3 7 4 6 3 7

T " 68 | 6 | 4 | 6|4 5|56 4|5 5|6 |4|6|4|6]|4|7 364|736 |4]7]3

. ., . | Virusos| 4 5 4 5 7 2 3 6 3 6 4 5 3 6 5 4 2 7 3 6 3 6 4 5 3 6
Etiologia -

Egyéb | 6 5 6 5 3 8 7 4 7 4 6 5 7 4 5 6 8 3 7 4 7 4 6 5 7 4

Tumor |Szoliter| 3 3 2 4 4 2 2 4 2 4 3 3 3 3 2 4 2 4 3 3 3 3 4 2 2 4

szdm >1 7 7 8 6 6 8 8 6 8 6 7 7 7 7 8 6 8 6 7 7 7 7 6 8 8 6

Méret >5cm | 4 6 3 7 5 5 5 5 4 6 3 7 5 5 2 8 6 4 5 5 6 4 6 4 3 7

“l<sem| 6| 4 | 7383|555 |56 |47 [3]5|5|8|2|4|6|5][5|4]|6|4|6]|7]3

Child- A 7 9 7 9 8 8 7 9 7 9 7 9 6 | 10| 8 8 6 |10 6 |10 | 7 9 7 9 7 9

Pugh B 3 1 3 1 2 2 3 1 3 1 3 1 4 0 2 2 4 0 4 0 3 1 3 1 3 1

ECOG 0 10 3 9 4 7 6 5 8 7 6 8 5 8 5 8 5 6 7 6 7 8 5 6 7 9 4

1 0 7 1 6 3 4 5 2 3 4 2 5 2 5 2 5 4 3 4 3 2 5 4 3 1 6

AFP >10 6 7 7 6 7 6 7 6 6 7 7 6 6 7 7 6 8 5 8 5 6 7 6 7 7 6

<10 4 3 3 4 3 4 3 4 4 3 3 4 4 3 4 3 2 5 2 5 4 3 4 3 3 4
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5.1.2 - A sorafenibbel kezelt betegek utinkivetése

A husz, sorafenibbel kezelt HCC-s betegb6l a vizsgalatunk lezarasanak
idOpontjaig 15 halalozott el (75%) a betegség progressziodjanak koszonhetéen. A teljes
betegcsoportban a medidn teljes talélés (overall survival, OS) 6,2 hénap (95%
konfidencia intervallum (CI): 2,7 — 9,3 honap) volt, mig a progresszidmentes tulélés

(progression-free survival, PFS) 5 honapnak (95% CI: 3,5 — 6,5 honap) bizonyult.

A vizsgalt miRNS-ek koziil a miR-224 esetében talaltunk szignifikans
Osszefliggést a tuléléssel (9. tablazat). A kezelés el6tt magas, illetve alacsony miR-224
szinteket mutatd csoportok kozott a medidnok expresszids kiilonbsége tobb mint 20-
szorosnak mutatkozott (21,7x), jelezve a miR-224 jelentés feliilregulalodasat ezen
tumorokban (9. abra). Azon betegek, akik tumoraban magas, azaz a median folotti
kezelés elotti miR-224 expresszidt taldltunk, szignifikdnsan hosszabb teljes taléléssel
rendelkeztek a miR-224-et alacsonyan, azaz a median alatt expresszald esetekhez
viszonyitva (p=0,012 log-rank teszt; 10.a abra). A median OS a ,,magas miR-224”
csoportban 39,7 honapnak, mig az ,,alacsony miR-224" csoportban 5,7 hénapnak adodott.
A kockéazati arany (hazard ratio, HR) 0,24 [95% CI: 0,07 — 0,79] volt (8. tablazat).
Progressziomentes talélés szempontjabol hasonld eredményt kaptunk: a miR-224-et
magasan expresszald csoportban szignifikdnsan hosszabb volt a progresszidig eltelt id6
(p=0,029 log-rank teszt, 10.b abra). A median PFS ,,magas miR-224" csoportban 13
honapnak, mig az ,,alacsony miR-224" csoportban 4,5 honapnak adodott, a HR 0,28-nak
bizonyult [95% CI: 0,09 — 0,92] (8. tablazat).
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9. tablazat — Log-rank és univarians Cox analizis kockazati arany (HR) eredményei

Teljes tulélés Progressziomentes tulélés

Paraméter Kategoria HR [95% CI] log-rank HR [95% CI] log-rank

p érték p érték
miR-17-5p high 1,09 [0,37 - 3,26] 0,88 1,08 [0,40 - 2,91] 0,87
miR-18a low 1,57 [0,52 - 4,69] 0,43 1,20 [0,45 - 3,22] 0,69
miR-21 low 1,03 [0,36 - 2,96] 0,95 0,88 [0,33 - 2,35] 0,78
miR-34a low 1,84 [0,61 - 5,54] 0,26 1,31 [0,47 - 3,63] 0,59
miR-122 high 1,15 [0,40 - 3,33] 0,79 1,81 [0,63 - 5,17] 0,25
miR-195 low 1,42 [0,47 - 4,26] 0,54 1,03 [0,38 - 2,75] 0,96
miR-210 high 1,70 [0,58 - 4,98] 0,32 1,83 [0,65 - 5,16] 0,23
miR-214 high 0,62 [0,20 - 1,87] 0,40 0,52 [0,19 - 1,46] 0,21
miR-221 high 1,92 [0,61 - 6,10] 0,29 1,32 [0,47 - 3,66] 0,58
miR-222 high 2,04 [0,64 - 6,46] 0,25 1,43 [0,51 - 3,99] 0,47
miR-223 high 1,25 [0,43 - 3,62] 0,68 2,15 [0,71 - 6,45] 0,16
miR-224 high 0,24 [0,07 - 0,79] 0,01 0,28 [0,09 - 0,92] 0,03
miR-328 high 0,66 [0,22 - 2,00] 0,47 0,66 [0,24 - 1,86] 0,42

OS: teljes tulélés; PES: progresszidmentes talélés; HR: kockazati arany; CI: konfidencia intervallum
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9. abra — A kezelés eltt magas miR-224 szinteket és hosszabb tulélést mutatd betegek
median expresszidja tobb mint 20-szorosa az miR-224-et alacsonyan expresszalo,
rovidebb talélést mutatokénak.
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10. abra — A kezelés el6tti magas miR-224 expresszid (median folott) szignifikansabb
hosszabb teljes (a) és progressziomentes (b) taléléssel tarsult az alacsony (median alatti)
miR-224  expresszidhoz viszonyitva sorafenibbel kezelt HCC betegekben.
Komplett esemény = a beteg meghalt vagy a daganat progredialt; cenzoralt esemény =
véget ért az utankovetési idészak; HR = hazard ratio / kockéazati ardny

- 49 -



DOI:10.14753/SE.2017.2017

5.2 - Reszekalt HCC esetek claudin expresszios vizsgalata

5.2.1 - Immunhisztokémiai vizsgalatok eredménye

Az immunhisztokémiai reakciok kvantitativ, morfometriai elemzésének
eredményeit a 9.a és 9.b tablazatok mutatjak. Mivel cirrézisban az proliferalé epeutak
erds claudin festddést mutatnak, ezért a morfometria eredményeit mind az epeuti
pozitivitast beszamitva (10.a tablazat), mind epetti pozitivitas nélkil (10.b tablazat)
megadtuk, felfedve igy kiilon a majsejt pozitivitds teriiletszazalékos aranyat.
Vizsgalatainkban a normal — cirrézis — HCC tengelyt kivantuk vizsgalni a normal majat
(normal liver, NL), a nem-cirrotikus tumor kornyéki majszovetet (non cirrhotic
surrounding liver, ncSL), a cirrotikus kérnyez6 majszovetet (cirrhotic surrounding liver,
cSL), a nem cirrotikus talajon kifejlod6 HCC-t (non cirrhotic HCC, ncHCC) és a
cirrotikus talajon kifejlédé HCC-t (cirrhotic HCC) hasonlitva dssze.

10.a tablazat — Morfometriai eredmények epeiti pozitivitassal egyiitt

Atlag | Standard | K-W teszt vsncHCC vscSL  vsncSL  vs NL
Csoport | teriilet % hiba p-érték p-érték  p-érték  p-érték  p-érték
Claudin-1 | cHCC 2,54 0,50 <0,001* 0,018* 1,000 <0,001* 0,017*
ncHCC 0,77 0,20 0,088 1,000 1,000
cSL 1,48 0,24 0,001* 0,060
ncSL 0,37 0,08 1,000
NL 0,40 0,15
Claudin-2 | cHCC 1,80 0,33 <0,001* 1,000 0,017 0,038* 0,946
ncHCC 1,41 0,29 <0,001* <0,001* 0,115
cSL 3,77 0,17 1,000 1,000
ncSL 3,43 0,24 1,000
NL 3,10 0,55
Claudin-3 | cHCC 0,41 0,09 0,238 0,981 1,000 1,000 1,000
ncHCC 0,27 0,07 0,674 1,000 1,000
cSL 0,39 0,07 1,000 1,000
ncSL 0,27 0,04 1,000
NL 0,25 0,07
Claudin-4 | cHCC 0,00 0,00 <0,001* 1,000 0,019 <0,001* 0,001*
ncHCC 0,00 0,00 0,005 <0,001* <0,001*
cSL 0,03 0,004 1,000 1,000
ncSL 0,02 0,003 1,000
NL 0,01 0,003
Claudin-7 | cHCC 0,54 0,15 <0,001* 0,315 1,000 0,144 0,054
ncHCC 0,24 0,06 0,002 1,000 1,000
cSL 1,00 0,18 0,001*  0,001*
ncSL 0,23 0,05 1,000
NL 0,11 0,05
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10.b tablazat — Morfometriai eredmények epeuti pozitivitas nélkiil (i.m. majsejt pozitivitas)

Atlag | Standard | K-W teszt vsncHCC vscSL  vsncSL  vs NL
Csoport | teriilet % hiba p-érték p-érték  p-érték p-érték p-érték
Claudin-1 | cHCC 2,54 0,50 <0,001* 0,028* 1,000 <0,001* 0,028*
ncHCC 0,77 0,20 1,000 0,631 1,000
cSL 1,06 0,19 0,014* 0,584
ncSL 0,27 0,06 1,000
NL 0,38 0,14
Claudin-2 | cHCC 1,80 0,33 <0,001* 1,000 0,017  0,037* 0,980
ncHCC 1,41 0,29 <0,001* <0,001* 0,121
cSL 3,76 0,17 1,000 1,000
ncSL 3,42 0,24 1,000
NL 3,09 0,55
Claudin-3 | cHCC 0,41 0,09 0,280 0,902 1,000 1,000 1,000
ncHCC 0,27 0,07 0,914 1,000 1,000
cSL 0,36 0,06 1,000 1,000
ncSL 0,25 0,04 1,000
NL 0,24 0,07
Claudin-4 | cHCC 0,00 0,00 -
ncHCC 0,00 0,00
cSL 0,00 0,00
ncSL 0,00 0,00
NL 0,00 0,00
Claudin-7 | cHCC 0,54 0,15 <0,001* 0,252 1,000 0,036* 0,016*
ncHCC 0,24 0,06 0,236 1,000 1,000
cSL 0,73 0,19 0,033*  0,015*
ncSL 0,16 0,03 1,000
NL 0,09 0,04

Labjegyzet: A vizszintes versus fliggdleges csoportok statisztikai Osszehasonlitasa
Kruskal-Wallis teszttel (K-W teszt) és post hoc analizissel tortént. A szignifikans
kiilonbségeket (p<0,05) csillagok jeldlik.

5.2.1.1 - Claudin-1 — Emelkedett expresszié cirrézisban és HCC-ben

Immunhisztokémiaval a claudin-1 pozitivitds minden esetben a sejtek
membranjdban jelent meg. A normal és tumor kérnyéki nem cirrotikus majszovetben az
epeutak erds, mig a majsejtek gyenge-kdzepes, apikalis, linearis pozitivitdst mutattak.
Ezzel szemben cirrozisban a festddés gyakran a majsejtek teljes keriiletén, valtozo
intenzitassal jelentkezett. Ez a jelenség kiilondsen a cirrotikus gobok széli részein volt
kifejezett. Hét cirrotikus esetben tovabba intenziv membranfestédés volt megfigyelhetd
diszplasztikus fokuszokban is. A HCC-k a cirrézisban latottakhoz hasonlé mintazatot

mutattak, kdzepes-er6s immunreakciot adva (11.a,b,c abra).
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s
. Claudin-1 a)

|

normal majban, b) cirr6zisban, ¢) HCC-ben. Claudin-7 d) normal méajban, e) cirrdzisban,

f) cHCC-ben. Eredeti nagyitas: 600X.

Az immunreakciok kvantitativ, teriiletszazalékos mérése alapjan a claudin-1
szignifikansan magasabb expressziot mutatott cSL-ben az ncSL-hez képest. A HCC-k
Osszességében szintén magasabb kifejezddéssel birtak normal és nem-cirrotikus majhoz
képest, azonban ez csak a cirrotikus HCC-k esetében bizonyult szignifikdnsnak. A cHCC

ugyanis még a cSL-nél is magasabb claudin-1 expressziot mutatott, szignifikansan
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magasabbat, mint az ncHCC. Habar az epeut-proliferacié nagyban hozzajarult a cSL-ben
mért magas claudin-1 teriiletszazalékokhoz, a cirrozissal jar6 claudin-1
feliilszabalyozodas az epeuti pozitivitas nélkiil is szignifikans maradt, mutatva a
majsejtek érintettségét (10.a és b tablazat). A kiilonbségeket - oszlopdiagramon abrazolva

- a 12. abra mutatja.

CLDN-1
47 | * " | wio portal tract
' s ' 1 portal tract
. i , ' B HCC
-
=
M o
@ 2
m

1 T
L
W77

NL ncsSL ncHCC cSL cHCC
12. abra - Claudin-1 morfometria eredményei. A csoportok statisztikai

Osszehasonlitdsa Kruskal-Wallis teszttel tortént: mind epeutakkal, mind epeutak nélkiil
ugyanazt az eredményt kaptuk. A szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) csillagok jeldlik.

(A roviditések magyarazatat lasd a szovegben.)

5.2.1.2 - Claudin-7 — Emelkedett expresszio cirrézisban és HCC-ben

A claudin-7 erés, membranodzus epeuti és gyenge majsejt immunreakciot adott
nem cirrotikus majszovetben. Cirrotikus méjparenchyméaban a majsejtek kozepes-erds
pozitivitast mutattak, a festddés kifejezettebb volt diszplasztikus fokuszokban. HCC-ben
a tumorsejtek szintén kozepes intenzitasu festodést mutattak, mely kifejezetten

jelentkezett a pszeudoacinaris struktirakban (11.d,e,f abra).

Morfometriaval a majsejtek claudin-7 expresszidja szignifikansan magasabbnak
bizonyult cSL-ben, NL-hez és ncSL-hez viszonyitva. A cHCC szintén szignifikansan

emelkedett értékeket mutatott NL és ncSL madjsejt-expresszidjahoz képest (tehat epetti
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pozitivitas nélkiil), viszont az expresszio nem érte el a CSL-ben latottakat. A morfometria

eredményeit a 10.a és b tablazat, valamint a 13. abra mutatja.

CLDN-7
*
157 o — : : £20 without portal tract
= - . [ portal tract
1 1 - I_EC
1.0
£
m
e
m
0.5-
0.0 E?’%ééa
ML ncsSL ncHCC cSL cHCC
£ ! : IT*__*_I
¥
13. abra - Claudin-7 morfometria eredményei. A csoportok statisztikai

Osszehasonlitdsa Kruskal-Wallis teszttel tortént: az epeutakkal kapott eredmények alul
(,,with), az epeutak nélkiil kapott eredmények feliil lathatok (,,w/0”). A szignifikdns
kiilonbségeket (p<0,05) csillagok jelolik. (A roviditések magyarazatat 1asd a szovegben.)

5.2.1.3 - Claudin-2 — Csokkent expresszio HCC-ben

A claudin-2 immunhisztokémiailag a szokésos linearis claudinfestddéssel
szemben, granularis, perimembrandézus megjelenést mutatott a sejtekben, mely ismert
jelenség az irodalomban. (14. abra) Szignifikans eltérés nem volt kimutathaté6 a nem
tumoros szovetek kozott. Ezzel szemben a claudin-2 szorvanyos megjelenéssel,
szignifikdnsan alacsonyabb expressziét mutatott mind ncHCC-ben, mind cHCC-ben
(10.a és b tablazat).
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14. 4bra — Claudin-2 1mmunh1szt0kem1a Claudin-2 a) normal majban, b) HCC ben

Eredeti nagyitas: 600X.

5.2.1.4 - Claudin-3 — Valtozatlan expresszio cirrozisban és HCC-ben

A claudin-3 nagyon gyenge membrandzus immunreakciot adott mind cirrotikus,
mind nem cirrotikus majsejteken, mig az epetti ham erésebben festddott. A HCC sejteken

is csak gyenge, linedris membranpozitivitads mutatkozott.

Kvantitativ morfometriai vizsgalattal nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a

vizsgalt csoportok kozott (10.a és b tablazat).

5.2.1.5 - Claudin-4 — Az epeutakra és egy HCC altipusra korlatozédik

Immunhisztokémiai festéssel claudin-4 pozitivitas nem jelentkezett normal vagy
cirrotikus majsejteken, erés, membrandzus reakcid volt viszont megfigyelhetd az epeuti
hamsejtekben, erdsebb festddéssel a luminalis polusokon. A vizsgalt tumoros mintdk
nagy része egyaltalan nem adott pozitiv immunreakciot, mindosszesen 4/30 esetben volt
némi fest0dés lathat6 a tumorsejtek alkotta pszeudoacinusok apikalis polusan (15. abra),
tehat a claudin-4 kifejez6dés a HCC pszeudoglanduldris szdvettani altipusara

korlatozdodott.
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iny i
15. abra — Claudin-4 immunhisztokémia (a) és immunfluoreszcencia (b). Claudin-2

pozitivitas HCC pszeudoacinusok luminalis pélusan. Eredeti nagyitas: a) 600X, b) 630X.

5.2.1.6 - A HCV hatasa a vizsgalt claudinok expressziojara

A kapott claudin-1 és claudin-7 morfometriai eredményeket HCV statusz szerint

is vizsgaltuk mind a nem tumoros, mind a tumoros csoportokban. (16. abra ¢s 17. abra)

Erdekes modon a HCV pozitiv nem tumoros mintak némiképp emelkedett majse;jt
claudin-1 expressziot mutattak a HCV negativ mintakhoz képest, a kiillonbségek azonban

nem bizonyultak szignifikansnak.

Egyediili szignifikans kiilonbségként a HCV pozitiv ncSL mintdk emelkedett
claudin-7 expresszidja mutatkozott a HCV negativ ncSL mintakhoz képest (17. abra).
Fontos azonban megjegyezni, hogy mig a HCV+ mintak mind fibrozissal tarsultak, addig

a HCV— mintakban nem volt jelen fibrozis, mely magyarazhatja az észlelt kiilonbséget.
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16. abra — Claudin-1 morfometria eredményei HCV statusz szerinti bontasban. A
csoportokon beliil a HCV+ és HCV— esetek statisztikai 6sszehasonlitaisa Mann-Whitney
U teszttel tortént. A szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05) csillagok jelolik. (A roviditések

magyarazatat lasd a szovegben.)
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17. abra — Claudin-7 morfometria eredményei HCV statusz szerinti bontasban. A
csoportokon beliil a HCV+ és HCV— esetek statisztikai 6sszehasonlitasa Mann-Whitney
U teszttel tortént. A szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05) csillagok jelolik. (A roviditések

magyarazatat lasd a szovegben.)
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5.2.2 - Az immunreakciok specificitisanak ellenorzése Western blottal

A Western blot technikat a cirrézisban és HCC-ben immunhisztokémiai
vizsgalattal igazolt megvaltozott claudin festédés specificitdsdnak ellendrzésére, az
expresszios kiilonbségek megerdsitésére hasznaltuk. A mintdkban specifikus
immunreaktiv savokat talaltunk a claudinok molsulyanak megfeleléen, mely claudin-1, -

2, -3, 4 és -7 esetében rendre 24, 25, 23, 22 és 24 kDa. (18. abra)

A reprezentativ mintdkon végzett Western blot vizsgdlatok megerdsitették a
morfometriaval kapott eredményeket. A claudin-1 és -7 expresszié fokozottabbnak
bizonyult cirrézisban normal majhoz viszonyitva és a claudin-1 HCC-ben szintén
kifejezett expressziot mutatott. A claudin-2 expresszi6 a cHCC-ben volt a

legalacsonyabb, a claudin-3 és claudin-4 pedig nem mutatott kiilonbséget a vizsgalt

csoportok kozott.
NK NL ncSL ¢S ncHCC cHCC
CLDN-1 * - @ L 24kDa
CLDN-2
CLDN-3
CLDN-4 27 kDa
CLDN-7 -h 24 kDa
GAPDH L e — S— a— 37KkDa

18. abra — Claudinok Western blot vizsgalata. NK negativ kontroll, NL normal m4j,
ncSL nem cirrotikus kérnyez6 maj, cSL cirrotikus kdrnyez6 maj, ncHCC nem cirrotikus

talajon kialakult HCC, cHCC cirrozis talajan kialakult HCC.
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5.2.3 - Claudin expresszio osszevetése HCC differencidltsagi fokkal és
tulélési adatokkal

A HCC-k claudin kifejezddésének tumor differencialtsag szerinti vizsgalatakor
nem volt szignifikdns Osszefiiggés a HCC gradusaval. Emellett azonban a claudin-1
expresszio szempontjabol emelkedd tendencia mutatkozott a rosszabbul differencialt
HCC-kben (19. abra). A claudin-4 expresszio tumorokban nem volt mérhetd

mennyiségli, ezért nem abrazoltuk.

Claudin expressziéo vs HCC grade

3-
1 Grade 1
B Grade 2
X 21 Bl Grade 3
: 1
2
(]
= 14
0-

Cldn-1 Cldn-2 Cldn-3 Cldn-7

19. abra — Claudin expresszié osszefiiggése a tumor differencialtsagi fokkal. A
HCC-k claudin expresszidja nem mutatott szignifikans Osszefliggést a tumor
differencialtsagi fokkal, bar a claudin-1 kifejezddés emelkedd tendenciat mutatott

rosszabbul differencialt HCC-kben.

A harminc, reszekalt HCC-s betegbdl a vizsgalatunk lezarasanak idépontjaig 25
halalozott el a betegség progresszidjanak kovetkeztében (83%). A teljes betegcsoportban
a median teljes tulélés 33 honap (95% konfidencia intervallum (CI): 18 — 48 hénap) volt.

A betegeket a HCC-k claudin expresszié medianja szerint osztottuk ,.claudin
high” illetve ,.claudin low” csoportokba. Vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans

Osszefiiggést a HCC-k claudin expresszidja és a talélés kozott (20. abra).
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20. abra — Claudin expresszié Osszefiiggése a teljes tuléléssel. A HCC-kben talalt
magas (high), illetve alacsony (low) claudin expresszi6 nem mutatott szignifikans
Osszefliggést a vizsgalt betegek talélésével. A claudin-4 tumor expresszio praktikusan

negativ volt, ezért nem abrazoltuk.
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6 - MEGBESZELES

A hepatocellularis karcinoma (HCC) a maj primér, majsejt eredetdi, malignus
daganata, novekvo el6fordulast és nagyon magas halalozast mutat a fejlett vilagban. A
daganatrol szerzett egyre tobb informacio sajnos még mindig nem elégséges ahhoz, hogy
atfogo képet kapjunk biologiai viselkedésérdl. Nem pontosan tisztazott példaul a HCC
kialakuldsanak patomechanizmusa, tovabba kevés megbizhat6é markerrel rendelkeziink a
mar kialakult daganatok korlefolyasanak elorejelzésére. Mint minden mas rosszindulata
daganat esetében, itt is a megel6zés, illetve a korai diagnosztika lenne dont6 jelentdségii
a korjoslat szempontjabol, azonban a tiinetszegény kialakulas miatt a HCC-s betegek

tobbsége csak késon, mar eldérehaladott stadiumban keriil diagnozisra.

Az elérehaladott stadiumu HCC-s betegek kezelésében az elsd, bizonyitottan
hatékony target terapiat a sorafenib jelentette, mely szignifikdns tulélési eldnyt nyujtott,
célzott molekularis hatasmechanizmussal [27, 28]. A sorafenib kis molekulastlyu tirozin-
kinaz gatloként a HCC-ben gyakran diszregulalt jelatviteli titvonalakat befolyasolja,
tobbek kozott a CRAF, VEGFR, PDGFR tirozin-kinaz receptorok gatlasaval. Sajnalatos
médon a sorafenib terdpia nagyon magas koltségekkel és csak limitalt klinikai
hatékonysaggal bir, atlagosan kb. 3 honappal nyujtva meg a tGlélést. Erdekes médon az
Angol Egészségligyi ¢és Klinikai Kivalosagok Nemzeti Intézete (NICE) a
koltséghatékonysagra hivatkozva 2010-ben nem is javasolta eldrehaladott HCC-ben a
sorafenib kezelést, mert iranyelveik szerint a szerény talélési elony nem elégséges, hogy
igazolja a terapia magas koltségét [156]. Magyarorszagon egy havi sorafenib (Nexavar -
4x28 tabletta) ara kozel 1 millié forint [157]. Ezen tilmenden a kezelt betegek csak
mintegy fele reagdl a sorafenib terapiara, mely a daganatok heterogenitasanak, illetve
megfeleld prediktiv biomarkerek hidnyanak tudhato be. A betegek terdpias
valaszkészségének eldrejelzése tehdt olyan igény a klinikum részérdl, mely validalt

biomarkerek hidnydban még nem keriilt megoldésra.

Vizsgalatainkban ezért fordultunk a mikro-RNS-ek felé, melyek a sejtek
génkifejezOdésének szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet, igy praktikusan szinte
minden sejtfunkcidt befolydsolni tudnak. Ezek alapjan nem meglepd, hogy szamos

daganatban, igy HCC-ben is megvaltozott expresszioval birnak, ami diagnosztikus,
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terapias és prognosztikus potencialt rejt magaban. A miRNS-ek nagy elénye, hogy kis
méretilk miatt izoldldsuk, kimutatdsuk olyan mintakb6l is hatékonyan elvégezhetd,
amikben a nagyobb hirvivé mRNS-ek példaul mar csak fragmentaltan vannak jelen.
Vékonytl aspiracios citologiai kenetek miRNS vizsgalatat el6szor pajzsmirigyrakbol vett
mintakon végezték el, és a MIRNS-ek kiegészité diagnosztikus felhasznalasi lehetdségét
mutattak ki [158]. Ezt kés6bb a hasnyalmirigyrak FNAB mintai kovették, szignifikans
Osszefliggést talalva a miRNS expresszio és a betegek tulélése kozott [159].

Jelen vizsgalatban munkacsoportunk HCC-kbdl vett FNAB mintdk miRNS
vizsgalatat végezte el a vilagon els6ként. Habar koradbban tobb kutatdcsoport is vizsgalta
a mMiRNS-ek megvaltozott expressziojat HCC-ben, ezek a vizsgalatok altalaban
sebészileg reszekalt mintakat hasznaltak fel [116, 160-162]. Az aktualis terapias
iranyelvek szerint sebészi kezelés azonban csak korai stadiumu HCC-k esetében jon
szOba, tehat ezen kutatdsok elsGsorban a korai HCC-kre szoritkoztak. Jelen
vizsgalatainkba eldrehaladott stddiumu, nem reszekabilis HCC-kbdl vett diagnosztikus
aspiracios citologiai mintakat vettiink be, azon céllal, hogy a kezelés el6tti miRNS
expresszio €s a sorafenib terdpia alatti tulélés Osszefiiggéseit vizsgaljuk. A nemzetkozi
irodalomban elvart, részletes klinikai adatok komplettaldsa soran a kezdeti nagyszamui
vizsgalt beteg koziil relative kis esetszdmu csoportban valt lehetévé, hogy homogén, mas
terapids modalitdsokkal nem kezelt vizsgalati csoportot képezhessiink. Tovabba olyan
betegeket kellett kivalasztani, akiknek az utankovetési adatai megbizhatdan
rendelkezésre alltak (ez utobbi, a sokszor nem idealis beteg compliance miatt, nem
mindig érvényesiil). A szigora szabalyok szerint bevalogatott husz beteg a fentiek alapjan
sem sebészi, sem lokoregionalis, sem szisztémas kezelésben nem részesiilt a sorafenib
terdpia megkezdése elott, igy a kapott miRNS kifejezddési eredmények varhatéan a
tumorok eredeti, kezelés altal nem befolyadsolt molekuléris hatterét tiikkrozték. Tovabba
igy a tulélési mutatokat mas terapias beavatkozasok nem befolyasoltdk. Erdekes modon
a miénkhez hasonléan egy német kutatocsoport vizsgalataba is minddssze tizenkilenc
sorafenibbel kezelt beteg keriilt bevonasra [163]. Kutatasainkban a HCC-ben irodalmi
adatok alapjan jelent6s és gyakori eltérést mutatd, valamint munkacsoportunk altal

korabban szamos alkalommal tanulmanyozott mMiRNS-ek expressziojat vizsgaltuk [164,
165].
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Eredményeink alapjan osszefliggést talaltunk egyes miRNS-ek expresszidja €s a

betegek klinikopatologiai jellemz6i, valamint tilélése kozott.

A miR-214 expresszié magas szintje a kisebb méretii tumorokban volt gyakrabban
megtaldlhatd, mig a magas miR-17-5p expresszid6 a betegek jobb ECOG
teljesitOképességi statuszaval asszocialodott. A mMiR-214 és tumorméret kozott talalt
Osszefiiggés jol illeszkedik korabbi irodalmi adatokhoz, hiszen a miR-214 mint
tumorszuppresszor mMiRNS ismert [166]. HCC sejtvonalon a miR-214 ektdpias
expresszidja ugyanis a HCC-kben gyakran érintett, onkogén [-catenin jelatviteli
utvonalon a ciklin D1, c-Myc, és TCF-1 fehérjék kifejez6dését gatolta [167].
Vizsgalatunk tehat aldtimasztja a miR-214 tumorszuppresszor funkcidjat HCC-ben.
Ezzel szemben, habar korabbi irodalmi adatok szerinta miR-17-5p a HCC-ben onkomiR-
ként viselked6 miR-17-92 tagja és szdmos daganatban leirtak feliilszabalyozodasat, jelen
vizsgalatunkban magas szintje a betegek jobb klinikai teljesitoképességével
asszocialodott. EQy kutatas szerint tovabba a miR-17-5p magas szintje a HCC-s betegek
rovidebb tulélésével korrelalt [160], am jelen vizsgalatunkban nem talaltunk sszefliggést
a miR-17-5p szint és a betegség kimenete kozott. Erdekes modon szintén nem talaltunk
Osszefliggést a miR-221 szintek és a tumorszam kozott, habar egy korabbi irodalmi adat
szerint a magas miR-221 szint a HCC multifokalis megjelenésével asszocialodott [119].
A kiilonbségek oka lehet, hogy mig a fentebbi tanulméanyok célcsoportjait korai stadiumu,
még reszekabilis esetek adtak, addig jelen kutatdsunkban nem reszekabilis daganatokat
vizsgaltunk. Ezen kiilonbségek jelzik a miRNS profil lehetséges valtozasat a daganatok

crer

elérehaladott stadiumtt HCC-k tanulmanyozasanak jelentdségét.

A miRNS szintek és a betegek talélése kozotti esetleges kapcesolatok vizsgalatakor
a miR-224 kivételével nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést. Ez kiilondsen érdekes,
hiszen a miRNS-ek kozott két olyat is vizsgaltunk, amelyek korabbi kutatasok alapjan
érzékenyithetnek sorafenib terdpidra. A maj legnagyobb mennyiségben eldforduld
mMiRNS-e a miR-122, mely a maj 6sszes miRNS-ének mintegy 70%-at adja. Tobb
kutatasban is gyakori downregulaciot mutatott a vizsgalt HCC-kben, mely
de feliilszabalyozasat is leirtak, mutatva, hogy heterogén moddon alakul ki a tumorra

jellemz6 miRNS-profil [116]. In vitro vizsgalatokban a miR-122 ektopias bevitele a miR-
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122-t nem expresszalo tumorsejtekbe szignifikans mértékben novelte a sorafenib talélést
és novekedést gatld hatasat [116]. Tehat a miR-122 jobb sorafenibre adott
valaszkészséget jelentett in vitro. Tovabba egy masik miRNS, a miR-34a a Bcl-2 protein
gatlasan keresztiil a sorafenib toxicitasat és apoptdzist indukald hatasat erdsitette in vitro
kisérletekben [125]. A mi vizsgalati anyagunkban nem mutattuk ki a magasabb in vivo
miR-122 vagy miR-34a szinttel kapcsolatban a betegek sorafenibre adott jobb

valaszkészségét, a betegek hosszabb talélését.

Ezzel szemben érdekes modon a kezelés el6tti miR-224 expresszié szignifikans
Osszefliggést mutatott a betegek teljes és progressziomentes tilélésével, mutatva ezen
miRNS prediktiv potencialjat. A miR-224 gyakori overexpresszidjat mar leirtak HCC-
apoptoziskészségét befolyasolja [168]. Ezen talmenden emelkedett szintje
méhnyakrakban [169] és gliomaban [170] szenved6 betegekben is rosszabb prognozissal
tarsult. HCC-s betegekben tovabba, habar a miR-224 expresszid Onmagaban nem
korrelalt a progndzissal, a miR-224 magas szintje és targetjének, a SMAD4-nek szimultan
csokkent expresszidja rovidebb talélési idovel tarsult [171]. Ez jelenlegi eredményeinkkel
elsé ranézésre talan ellentmondasban 1évének tiinhet, hiszen vizsgalatunkban a magas
mMiR-224 szint jobb taléléssel tarsult; tovabba a hosszabb tilélésii csoportban a miR-224
median expresszidja tobb mint 20-szorosa volt a miR-224-et alacsonyan expresszalo,
rosszabb talélésii csoporthoz képest, mely jelzi ezen miRNS jelentds feliilregulalodasat a
azt is, hogy a magas miR-224 expresszioju daganatok jobban reagalnak a sorafenib
terapiara, ezaltal a betegség kimenetele is jobb lesz, lassabb a progresszio és hosszabb a
tulélés. Ezt alatamasztjak azok a megfigyelések, miszerint a miR-224 érzékenyiti a
vastagbél karcindma sejteket metotrexat kezelésre [172], tovabba HCC sejtvonalakon a
celastrol a sejtek metasztazisképz6 hajlamanak csokkentését a miR-224 szint
represszalasaval éri el [173]. Ezen tilmendéen HCC sejtvonalakon a miR-224 sejtciklus
szabalyozasban betoltott kett6s hatasmechanizmusat is megfigyelték, miszerint mind
osztodast, mind sejthalalt képes volt indukalni [168, 174]. Ezek alapjan tehat a miR-224
az irodalmi adatok tantisaga szerint egyrészrdl eldsegitheti a tumor progresszidjat,
masrészrol viszont fogékonnya teheti a HCC sejteket a gyogyszer indukalta apoptozisra.

(Ehhez hasonlé mechanizmus jo példaja a Her2 szerepe emlérakban.)
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A miR-224 szamos lehetséges targetje koziil a PDGFR-a-t és PDGFR-B-t érdemes
kiemelni [175, 176], hiszen ezek szoros kapcsolatban 4allnak a sorafenib
hatdsmechanizmusaval. Erdekes moédon, mindkét fehérje kifejez6dése rosszabb
prognozissal [177] és rovidebb teljes taléléssel tarsult reszekalt HCC-s betegcsoportban
[178], tovabba ismert, hogy tirozin-kinaz receptorként a PDGFR-} a sorafenib fontos
tamadaspontja HCC-ben [29]. Erdekes médon egy 2013-as tanulmény — mely a miénkhez
hasonléan szintén sorafenib-kezelt HCC-s betegekbdl nyert biopszias mintakat vizsgalt —
arra a megallapitasra jutott, miszerint az alacsony PDGFR- expresszio hosszabb teljes
tuléléssel korrelalt [33]. Ezen eredmény nagy Osszhangban van jelen kutatasi
eredményeinkkel, hiszen az altalunk vizsgalt, szintén sorafenib-kezelt betegcsoportban a
magas kezelés el6tti miR-224 expresszio — ami a PDGFR-B lehetséges negativ
szabalyozdja — szignifikansan hosszabb tléléssel tarsult. Ez felveti tehat, hogy a miR-
224 expresszid valtozasa a PDGFR- kifejezddés modulalasan keresztiil befolyasolja a
tumorok biologiai viselkedését, valamint terapids valaszkészségét. A két molekula kozotti
direkt kapcsolat feltdrasa HCC-ben azonban tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé. EQy
2015-6s tanulmany, mely tizenkilenc, szintén HCC-bdl vett citologiai minta globalis
miRNS elemzését végezte, megvaltozott miR-224 szintet talalt a vizsgalt tumorok egy
részében, azonban nem talaltak osszefliggést a sorafenibbel kezelt betegek tulélésével. Ez
a kiilonbozdség adodhatott az eltérd vizsgalati modszerekbdl, tovabba abbol, hogy
vizsgélataikban a betegek harmada nem csupan sorafenib kezelést kapott, illetve a

beteganyaguk csak negyede rendelkezett viralis etiologiaval [163].

Kutatasunk tehat megerdsiti a miRNS-ek azon felhasznalasi lehetdségét, miszerint
képesek bizonyos terdpidkra adott klinikai valaszkészséget predikcidés biomarkerként
megjosolni. Mivel jelen vizsgalatunk a szigoru szelekcios kritériumok miatt viszonylag
kis esetszdml csoporton tortént, a késObbiekben nagyobb esetszamu, prospektiv

vizsgalatok sziikségesek jelen megallapitasaink validalasara.

A mMIiRNS-ek és a mar kialakult HCC terapias valaszkészségének vizsgalata
mellett kutatasaink masik iranya a claudin fehérjék valtozasainak feltérképezése volt a
HCC patogenezise soran. A claudinok a sejtek kozotti szoros kapcesolatok (tight junction,
TJ) kialakitasaban jatszanak kozponti szerepet, neviikhoz hiven (,,claudere” (latin) =

zarni) tobbnyire a kapcsolatok zarva tartdsaban, a sejtek Osszeflizésében, a sejtpolaritas
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fenntartasaban fontosak. A sejtek kozotti kapcsolatok megvaltozasa, valamint a
sejtpolaritds elvesztése mind kulcsfontossagu jellemz6i a daganatos atalakulas
folyamatanak, igy nem meglepd, hogy a claudinok expresszidjanak megvaltozasat
szamos malignus daganatban leirtak. Erdekes modon ez nem csak a claudin kifejez6dés
csokkenést jelenti, hiszen SOk esetben fokozott claudin expressziot figyeltek meg
daganatokban. Habar ez els6 olvasasra nem tlinik logikusnak, fontos megjegyezni, hogy
a claudinok expressziojanak fokozddasa nem sziikségszerlien jelent szorosabb
kapcsolatokat, ,,er6sebb” TJ-6ket. Mivel a TJ-6k multi-protein komplexként dinamikusan
valtozod struktarak, funkcioikat, ateresztoképességiiket elsésorban inkabb alkotéelemeik
aranya, ill. fizikai szerkezetiik hatarozza meg. A claudinok felszaporodasa tovabba a TJ-
regulacion kiviil mas faktorok, jeldtviteli utvonalak szabdlyozasa alatt is allhat, illetve a
claudinok a TJ-ben betoltott szerepiik mellett mas fontos funkciokkal is birhatnak. Ezt
tamasztja ala példaul egyes TJ fehérjék esetenkénti magi lokalizacidja [179], illetve
ismert, hogy a claudin-3 és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinjanak receptoraként
is funkcionalnak [180]. A claudinok tovabba szerv- és szovetspecifikus kifejezodést
mutatnak, ¢és szerepiik van a sejtproliferacio és sejtdifferenciacio szabalyozasaban is

[181].

Mivel a kronikus hepatitisz alapvetd szerepet jatszik a maj gobos atalakulasaban
és a cirrozisban megvaltozott jelatvitel és proliferacié végiil malignus atalakuldshoz
vezet, nem meglepd, hogy a fejlett vilagban a HCV infekcio a leggyakoribb tényezd, mely
HCC kialakulasahoz vezet [3, 5]. Csak részben ismert azonban, hogy a cirrdzis
kialakuldsa miként vezet malignus transzformacidohoz. A fentebb ismertetettek alapjan
felmeriil, hogy a cirrézisban megvaltozott majszerkezet, valamint a sejtek kozotti
kommunikécié atalakulasa a TJ-0k, ezen beliil is a claudinok megvaltozott
expresszidjahoz vezet. Habar a claudinok pontos szerepe a hepatokarcinogenezisben nem
tisztazott, ismert, hogy majregeneracié soran dinamikus véltozason mennek keresztiil
[182], tovabba hepatotrop novekedési faktorok szabalyozasa alatt is allhatnak [183]. Ezen
tulmenden a claudin-3-at és claudin-7-et a maj Gssejtek lehetséges markereiként irtak le,
melyeknek fontos szerepe lehet mind méjregeneracioban, mind tumorok kialakuldsaban
[184]. Mint ismert, a HCV majsejtekbe torténé hatékony belépése egy tobblépcsds
folyamat, melyhez a méjsejtek felszinén jelen 1évé molekulakomplexet hasznal {61. Ezen

komplex nemrégen leirt tagja a claudin-1, mely sziikséges feltétele az effektiv HCV
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fertézésnek [185]. A HCV infekcid kronikus volta tovabba feltételezi a virus majsejtekbe
torténd folyamatos bejutdsat ¢és a megjuld hepatocytdk fertézodését. Jelen
vizsgalatunkban emelkedett claudin-1 és claudin-7 expresszidt talaltunk cirrotikus tumor
kornyéki majszévetben a nem cirrotikus kdrnyezé majszovethez képest. Eredményeink
Osszhangban vannak Reynolds €s mtsai. vizsgalataival, akik szintén fokozott claudin-1
termel6dést talaltak cirr6zisban [142]. Immunhisztokémiai vizsgalatunk alapjan tovabba
a claudin fehérjék nem kizardlag a sejtek apikalis polusara lokalizalodtak, hanem mind
cirrotikus m4jsejtek, mind HCC daganatsejtek bazolateralis oldalan kimutathatdak
voltak. Ennek ellentmondani latszanak Mensa és mtsai. eredményei, akik a claudin-1-et
kizarélag a majsejtek apikalis polusan figyelték meg [186], azonban ezen
megfigyelésiiket azota tobben cafoltak, megerdsitve sajat vizsgalati eredményeinket [187,

188].

Erdekes modon tovabba Reynolds és mtsai. in vitro HCV-vel fert6zott majseit
vonalon, valamint Mensa és mtsai. in vivo donor majakon tortént vizsgalatai felvetették,
hogy a HCV direkt modon indukalni képes belépési kofaktoranak, a claudin-1-nek
termel6dését [142, 186]. Ezzel kapcsolatban sajat mintainkban nem talaltunk szignifikans
claudin-1 expresszios kiilonbséget a HCV pozitiv és HCV negativ csoportok kozott, sem
cirrotikus, sem nem-cirrotikus majszévetben. Ugyanakkor morfometriaval lathato volt a
tendencia, miszerint a HCV fert6zott mintakban a claudin-1 termelddése fokozottabb
volt. Vizsgalatunkban az irodalmi adatoktdl valo eltérés oka vagy legalabbis a
szignifikancia hianya a mintak osszetételébol, valamint az eltérd vizsgalati metddusokbol
adodhat. Mensa és mtsai. ugyanis a majtranszplantaciot kovetd graft reinfekciot
tanulmanyoztak, ami egy sokkal gyorsabb ¢és akutabb folyamat, mint az altalunk vizsgalt
kronikus esetek [186], mig Reynolds és mtsai. megallapitasai elsésorban in vitro
eredményeken alapszanak [142]. Mindent Osszevetve azonban, ha a HCV infekcio
Onmagéaban nem is elégséges a claudin-1 termelddés szignifikdns indukciojahoz, a
cirrotikus atalakulés indirekt modon hozzajarulhat a HCV kronicitdsanak fenntartasahoz,
a claudin-1-nek mint a HCV belépési kofaktoranak cirrozisban észlelt szignifikans

emelkedésén keresztiil.

Erdekes moédon a claudin-7 a cirrdzis nélkiili tumor kornyéki méjban
szignifikdnsan magasabb fehérje expressziot mutatott a HCV fert6zott esetekben. A

claudin-7 és claudin-1 szoros rokonsagot, szekvencia-homoldgiat mutat, azonban nem
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ismert, hogy a claudin-7 a HCV fertézésben szerepet jatszana [189]. Az észlelt
kiilonbséget mas faktorok jelenléte is magyardzhatja, hiszen mig a HCV negativ
esetekben fibrozis sem volt jelen, addig a HCV pozitiv nem cirrotikus esetekben enyhe
fibrozis megfigyelhetd volt. Erdekes tovabba, hogy a claudin-7 festddés cirrotikusan
atalakult majban a sejtek teljes keriiletén megfigyelhet volt. Ez felveti a claudin-7
szerepét a sejt — extracellularis matrix kapcsolatok kialakitdsdban krénikus hepatitisz
talajan kialakult cirrézisban. Erdekes modon egy kutatocsoport nem talalt szignifikans
Osszefiiggést a claudin-7 €s a cirrozis jelenléte kozott, am ez a csoport csupan mRNS
szinten vizsgalta a claudin-7 expresszigjat [190]. Az altalunk cirrotikus majszdvetben,
fehérje szinten észlelt szignifikans claudin-7 emelkedést azota egy masik csoport
megerésitette, akik a claudin-7 kifejez6dés és fibrozis score kdzotti pozitiv korrelaciot,

valamint szignifikans claudin-7 emelkedést talaltak cirrdzisban [191].

A mar kialakult HCC-ket vizsgalva szintén megfigyeltiink claudin expresszios
valtozasokat. A cirrotikus alapon kialakult tumorok magasabb claudin-1 és claudin-7
kifejezddést mutattak nemcsak a normal majhoz, hanem a nem cirrdzis talajan kifejlodott
HCC-khez képest is. A HCC-k tovabba a kdrnyezé majszovethez képest csokkent
claudin-2 expresszioval rendelkeztek, a nem tumoros szovetek kozott azonban nem volt
észlelhet6 kiilonbség. Ezen megfigyelések arra utalnak, hogy egyes, a TJ dsszetételében
lathat6 véltozasok mar a tényleges malignus transzformaciot megel6zden 1étrejohetnek a
majban (a cirrotikus HCC-kben is megmaradnak a cirr6zisban latott magasabb claudin-1
¢és -7 szinteket), mig mas valtozasok a malignizaldédas folyomanyaként kovetkezhetnek

be (lasd csokkent claudin-2 HCC-ben, mely csdkkenés cirr6zisban még nincs jelen).

Erdekes modon Higashi és mtsai. eredményei alapjan a claudin-1 expresszio
elvesztése a HCC-k rosszabb differencialtsagaval, valamint érbetorésével allt
Osszefliggésben, mig a fokozott claudin-1 kifejez6dés a jol differencialt HCC-kre volt
jellemzo [192]. Ezzel szemben HCC sejtvonalakon a claudin-1 fokozott invazios
készségben betoltott direkt szerepét mutattak ki, tehat a fokozott claudin-1 expresszio jart
malignusabb fenotipussal [193]. Hasonloan ellentmondasos eredmények ismertek
kolorektalis karcinoméban, ahol a claudin-1 szintén gyakori emelkedett expressziot
mutat, és direkt szerepét mutattdk ki az tumor invazid és attétképzés folyamatdban,
tovabba pozitiv korrelaciot talaltak a claudin-1 expresszio és a vastagbélrak

progresszidja, valamint metasztazisképzése kozott [194]. Mas kutatocsoportok viszont a
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------

claudin-1 szinteket talaltak osszefiiggésben [195]. Suh és mtsai. azonban megerdsitették
a claudin-1 direkt szerepét a HCC malignus transzformacioban: in vitro vizsgalataikban
mind normal, mind tumoros majsejt vonalakban a claudin-1 taltermeltetése képes volt
epithelialis-mezenchimalis atalakulast indukalni a c-Abl-ERK1/2 jelatviteli Gtvonalon
keresztiil [139]. Amennyiben ezt az eredményt Osszevetjiik az altalunk észlelt
valtozasokkal, a cirrozisban latott claudin-1 expresszidé fokozodas a cirrdzis-indukalta

malignizalodas egy 1) potencialis mechanizmusa lehet.

Az éltalunk HCC-ben észlelt claudin-2 expresszio csokkenés nem példa nélkiili
az irodalomban. Kimutattak, hogy a claudin-2 szint az emldrdk progresszidja soran
lecsokken a primer daganatban [145], mig az emldrak majmetasztazisaiban ujra
megjelenik [196]. Ezen tilmenden a claudin-2 expresszidjat kimutattak vastagbélrakban
és hasnyalmirigyrdkban is. Erdekes modon méjban a claudin-2 expressziéjanak egyik
meghataroz6 pozitiv szabalyozodja a hepatocyta nuklearis faktor-1a (HNF-1a) [197]. A
HNF-1a csokkent kifejezodést mutat HCC-ben [198], mely jol egybevag az altalunk is
észlelt csokkent claudin-2 expresszioval. A HNF-la szerepét tovabba kimutattak a
majsejtek megfeleld polarizacidjanak kialakitdsaban, mely gyakran elveszik tumorokban

[199].

A claudin-3 ¢és claudin-4 vizsgalata majsejteken nem mutatott szignifikans
kiilonbséget az egyes csoportok kozott, az epeuti hdmban viszont erds, apikalis
pozitivitast talaltunk. Ezen fehérjék akkor keriiltek az érdeklddés kozéppontjaba, amikor
kideriilt, hogy a C. perfringens enterotoxinjanak receptorai, és igy target terapiak
célpontjaiként segithetnek a claudin-3, -4-et magasan expresszalo daganatok szelektiv
elpusztitasaban [146]. A claudin-4 expresszidjat tovabba az adenokarcinémak jellegzetes
tulajdonsdgaként irtdk le, igy vastagbélrakban, petefészekrakban, prosztatarakban
kifejezett a jelenléte [134]. Munkacsoportunk korabban szintén szamos daganat esetében
leirta kifejezodését, példaul hasnyalmirigy é€s bilidris eredetli tumorokban, azonban Lodi
és mtsai. normal majszovet és HCC esetében nem talaltak claudin-4 pozitivitast [200].
Jelen vizsgalatunkban azonban, nagyobb esetszamu betegcsoportot elemezve, néhany
esetben elszortan észleltiink claudin-4 pozitivitast HCC-ben. Ez a pozitivitds azonban

csak a tumorsejtek altal formalt, pszeudoglandularis struktarak apikalis polusara
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korlatozodott, ami egybevaghat a kordbban ismertetett megfigyeléssel, miszerint a

mirigyszer( struktarakat képzd daganatokra jellemzd kifejezédése.

A claudin-7 szintén megvaltozott expresszidjat irtak le szamos hameredetii
daganatban. Emldtumorokban, fej-nyaki tumorokban és méhnyakrakban csokkent
expressziot mutat [150, 201], illetve nyel6csé laphamrakjaban csokkenése az invazidval
és metasztazisképzéssel korrelalt [202]. Kolorektalis sejtvonalakon azonban daganat-
kialakulast elGsegitd hatasa is ismert [149]. Kutatasainkban emelkedett claudin-7
kifejezddést észleltiink cirrdézisban és cirrotikus talajon kialakult HCC-ben, mig nem
cirrotikus HCC-ben a claudin-7 nem mutatott fokozott expressziot. Ez alatimaszthatja a
HCC karcinogenezisének ismert kiilonbozéségét attol fiiggden, hogy a daganat cirrotikus
vagy nem cirrotikus mdjban alakul ki, a kiilonbségek pontos eredetének feltarasahoz
azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Eredményeinkkel Osszhangban mas
csoportok is emelkedett claudin-7 expressziot detektaltak HCC-ben, mind mRNS [190],
mind fehérje szinten, tovabba a magasabb claudin-7 kifejez6dés rosszabb prognodzissal

tarsult [203].

Erdekes modon jelen vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikéns Gsszefiiggést a
HCC-k claudin expresszidja, valamint a tumorok differencialtsaga és a betegek tulélése
kozott, habar més tumorok esetében ismert, hogy a claudin kifejez6dés prognosztikus
potencialt hordoz. Emldrak esetében példaul a claudin-3 és -4 magasabb kifejezodése az
invazidval korrelalt, mig a claudin-1 és -7 csokkent kifejez0dést mutatott [204] és a
claudin expresszio mint prognosztikus index is felmeriilt [205]. A claudin-4 expresszio
rosszabb tuléléssel tarsult [148]. Bioldgiailag azonban nem megjosolhatd, hogy a
claudinok milyen irdnyban valtoznak a tumorprogresszio soran. Egy csoport példaul a
claudin-1 kifejezddés elvesztését irta le dedifferencialt HCC-ben, mely rosszabb
prognoézissal jart [192], mig egy masik csoport a claudin-1-nek épp ellenkezdleg
proinvaziv, malignizal6 tulajdonséagat talalta. Ez utobbit tdmasztja ald inkabb az altalunk
latott tendencia, miszerint a claudin-1 kifejezettebb expressziét mutatott rosszabbul
differencialt HCC-kben. Ezzel egyetértésben a claudin-1 rosszabb differencialtsagi

fokkal valo osszefliggését észlelték egy masik kutatasban is [139].
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Habar a claudinok HCC-ben betoltott prognosztikai szerepének pontosabb
feltérképezése még varat magara, a fentebb ismertetett claudin expresszidés mintazatok a
daganatok differencial diagnosztikajaban is szerepet jatszhatnak. Munkacsoportunk egy
masik vizsgalatban elvégezte a HCC, valamint a hasnyalmirigy- ¢és vastagbélrak
majmetasztazisainak claudin kifejezodési Gsszehasonlitasat [206]. Mind a kolorektalis,
mind a pankredsz duktalis karcindma majattétei szignifikansan magasabb claudin-4
kifejezodést mutattak HCC-vel Osszehasonlitva, a kolorektalis metasztazisok tovabba
erosebb claudin-1, -3 és -7 festddéssel is rendelkeztek, mig a claudin-2 nem mutatott
kiilonbséget a vizsgalt daganatok kozott. Az intrahepatikus kolangiokarcinoma pedig
emelkedett claudin-4 és csokkent claudin-7 festodés alapjan lehet elkiilonitheté a HCC-
t6l [200, 207]. Ezek alapjan a claudinok megvaltozott expresszidja nem csak a HCC
patomechanizmusénak jobb megértésében, hanem a primér és metasztatikus

majdaganatok elkiilonitésében is segitséget nyujthat.

Vizsgalataink aldtdmasztjak azt a feltételezést, miszerint a cirrotikus atalakulas,
valamint a HCC kialakulésa soran a sejtkapcsold-strukturak atalakulasa és alkotoelemeik
megvaltozasa kovetkezik be. A claudin expresszidé valtozasabol arra kdvetkeztetiink,
hogy szerepiik lehet a HCC karcinogenezisében. A claudin-1-gyel kapcsolatos
megfigyeléseink tovabba még érdekesebbek lehetnek annak fényében, hogy claudin-1
ellenes antitestekkel megeldzhetdnek, sét gyodgyithatonak bizonyult a HCV fertdzés
egérkisérletekben, mindemellett az anti-claudin-1 terapia tumorellenes hatasossagat is
észlelték egerek claudin-1-et expresszalé daganataiban [208]. Eredményeink alapjan
tehat a claudin-1 értékes, kettds timadaspontot jelenthetne kronikus hepatitisz C talajan

kifejlodott HCC-s esetekben, mind az okot, mind a kovetkezményt kezelve.
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. Els6ként igazoltuk hepatocellularis karcindmabol vett, sorafenib kezelés el6tti,
diagnosztikus vékonytl aspiracios mintak alkalmazhatosagat mikro-RNS expresszid

vizsgalataban.

. A sorafenib kezelés el6tti magas miR-214 expresszid kisebb tumormérettel, mig a
kezelés eldtti magas miR-17-5p expresszio jobb ECOG klinikai teljesitoképességi

statusszal tarsult.

. Els6ként azonositottuk a miR-224-et mint lehetséges prediktiv faktort az
elérehaladott hepatocellularis karcinomaban szenved6 betegek sorafenibre adott
terapias valaszkészségében: a sorafenib kezelés el6tti magas miR-224 szint hosszabb

teljes és progressziomentes taléléssel tarsult.

. Kimutattuk, hogy a m4j cirrotikus 4talakulasa emelkedett claudin-1 és claudin-7
kifejezOdéssel tarsul a nem cirrotikus majszovettel 6sszehasonlitva, mely fokozott
expresszio a cirrotikus talajon kifejlédott hepatocellularis karcinomakban is

megmarad.

. Hepatocellularis karcindmaban csokkent claudin-2 kifejezddést észleltiink, mig a
claudin-4 expresszi6 az epetti hamsejtekre, valamint a hepatocellularis karcindmak

pszeudoglandularis altipuséra korlatozodik.

. Nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést a hepatitisz C virus (HCV) belépési
kofaktora, a claudin-1 és a mintak HCV fert6zottségi statusza kozott, ugyanakkor a
cirrozisban észlelt fokozott claudin-1 expresszi6 eldsegitheti a virus eredményesebb
behatolasat a majsejtekbe, fokozhatja a reinfekciot és egyben hozzijarulhat a

malignus transzformacidhoz.

Nem észleltiink szignifikans Osszefliggést a HCC-k claudin expresszidja €s a tumor
differencialtsagi fok, valamint a betegek tulélése kozott, azonban a claudin-1

kifejezodés emelkedd tendenciat mutatott rosszabbul differencialt HCC-kben.
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A hepatocellularis karcindma az egyik leggyakoribb primer malignus daganat, melynek
incidenciaja tovabbra is novekvd tendenciat mutat a fejlett vilagban. A daganatok
talnyom6 tobbsége cirrdzis talajan fejlédik ki, a hepatokarcinogenezis pontos
mechanizmusa azonban még nem teljesen tisztazott. Sajnalatos modon az esetek nagy
tobbsége tovabbra is csak eldrehaladott stadiumban keriil diagnozisra, amikor a kurativ
terapiat jelentd sebészi kezelés mar nem elérhetd. Ilyen esetekben az egyetlen validalt,
szignifikans tulélési elényt nyajtod, célzott terapiat a sorafenib jelenti. A tight junction-ok
gerincét alkotd claudin fehérjék elengedhetetlen szerepet jatszanak a normal szdveti
struktira és funkcidé fenntartdsdban, igy nem meglepd, hogy termelddésiik szamos
betegség patogenezisében megvaltozik. A mikro-RNS-ek kis, nem kodolo, egyszala RNS
molekulak, melyek a génexpresszid poszttranszkripcids szintli szabalyozoéiként szintén
gyakran mutatnak koros kifejezodést, igy felmeriilt biomarkerként torténd
alkalmazhatdésaguk is. Kutatasaink soran a claudinok kifejez6dését vizsgaltuk a normal
maj — cirrdézis — HCC tengelyen a hepatitisz C virus fertézés fliggvényében, valamint a
HCC-ben deregulalt miRNS-ek kozott olyan prediktiv markert kerestiink, mely eldre
tudna jelezni a betegek sorafenibre adott valaszkészségét. Elséként irtuk le sorafenib
kezelés eldtti vékonytll aspirdcidos mintak alkalmazhatosagdt miRNS expresszios
vizsgalatokra, melyek kapcsan a magas miR-214 szint és a kisebb tumorméret, valamint
Ezen talmenden a magas kezelés eldtti miR-224 szint a sorafenibbel kezelt betegek
szignifikansan hosszabb teljes és progressziomentes tulélésével tarsult, ami felveti ezen
miRNS predikcidos markerként valo alkalmazhatosaganak lehet6ségét. Kimutattuk, hogy
a m4j cirrotikus atalakulasa emelkedett claudin-1 és claudin-7 kifejez8déssel tarsul, mely
fokozott expresszid a cirrotikus talajon kifejlédott hepatocelluldris karcinomaékban is
megmarad, amelyek tovabba csokkent claudin-2 expressziét mutatnak. Nem talaltunk
viszont szignifikans 0sszefiiggést a HCV fert6zottségi statusz, a HCC differencialtsagi
foka és a betegek tulélése, valamint a claudinok termelédése kozott. Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a citologiai mintakban is jol vizsgalhaté miRNS expresszio a jovoben
segitséget nyljthat a sorafenibre adott valaszkészség jobb megitéléséhez, mig az altalunk
leirt cirrozisban ¢és HCC-ben megvaltozott claudin expresszid hozzajarulhat a

hepatokarcinogenezis jobb megértéséhez.
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9 - SUMMARY

The incidence of hepatocellular carcinoma (HCC) — one of the most common primary
malignancies worldwide — is increasing in the developed world. Most HCC cases develop
on a cirrhotic background, but the exact molecular mechanisms of hepatocarcinogenesis
are still not fully characterized. Unfortunately, patients with HCC predominantly present
at an advanced stage, when potentially curative surgical treatments are not an option
anymore. In advanced disease stage, sorafenib, a newly discovered multi-kinase inhibitor
represents the only targeted therapy that bears a significant survival advantage. Claudin
proteins constitute the backbone of tight junctions, that play essential role in maintaining
proper tissue architecture and function — their aberrant expressions have been described
in several disease states, including cancers. MicroRNAs are small, noncoding,
posttranscriptional regulators of gene expression, commonly dysregulated in tumors,
hence their potential use as biomarkers is under intense investigation. In the present study
we studied the altered claudin expression of the normal — cirrhotic liver — HCC axis with
regard to hepatitis C virus (HCV) infection. Further, we investigated the pretreatment
miRNA expression of sorafenib-treated, advanced stage HCC to identify a possible
biomarker that could predict patient sensitivity to sorafenib. To the best of our knowledge,
we are the first to study miRNA expression from fine needle aspiration samples of HCC,
which showed that high miR-214 levels associated with smaller tumor size, while high
miR-17-5p levels correlated with better clinical performance. Further, survival analysis
revealed that high miR-224 expression was associated with increased survival rates. On
examination of claudin expressions in the course of HCC development, increased claudin-
1 and -7 protein expressions were found in cirrhosis when compared with non-cirrhotic
liver. HCCs developed in cirrhotic livers showed even higher expression of claudin-1
contrary to decreased claudin-7 expression when compared with cirrhosis, further,
claudin-2 showed downregulation in HCC. With respect to HCV status, no significant
difference was found in the HCV entry cofactor, claudin-1 expression levels between
HCV-infected and HCV-negative cases, and there was no correlation between claudin
expression and HCC grade or survival. In summary, pretreatment microRNA profiling
might serve as an ancillary tool for the better survival assessment and stratification of
sorafenib-treated patients, while changes in claudin expression might advance the better
understanding of the course of hepatocarcinogenesis.
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