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1 Roviditések jegyzéke

Rovidités Angol nyelven Magyar nyelven
3-MA 3-metyladenine 3-metiladenin
5-FU 5-Fluoro-uracil 5-Fluoro-uracil
AIH autoimmune hepatitis autoimmun hepatitis
v-akt Mouse Thymoma Viral v-akt egér thymoma viralis
AKT Oncogene Homolog, serin/treonin | onkogén homolog; szerin/treonin
kinase kinaz
Activating molecule in BECNI1- Aktivalo molekula a BECNI éltal
AMBRAI . , .
regulated autophagy protein 1 szabalyozott autofagidban
ALD Alcohol induced chronic hepaitis | alkohol indukalta kronikus hepatitis
ANA Antinuclear antibody antinukledris antitest
anti-SLA Anti-Soluble-Liver-Antigen szolbilis m4j antigén elleni antitest
autoantibodies
ARE antioxidans response element antioxidans valaszért felelds tertilet
ASH Alcohol induced steatohepatitis alkohol indukalta szteatohepatitis
ATG Autophagy-related gene autofagia-kapcsolt gén
ATP adenosine triphosphate adenozin-trifoszfat
BCA bicinchoninic acid bicinchininsav
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 B-cell lymphoma 2
BilIN Biliar intraepithelial neplasia biliaris intraepitelialis neoplazia
Bnip3 BCLg/afienovims El1B 1'9 kDa BCL2 "és az adel?ovirus EIB 19—.
protein-interacting protein 3 kDa-kolcsonhatasban 1év0 protein 3
BRAF v-Raf murine sarcoma viral i
oncogene homolog B
CAI25 cancer antigen 125 -
cC cholangiocarcinoma kolangiokarcindma
cCl4 Carbon tetrachloride Szén-tetraklorid
hematopoietic progenitor cell Hematopoetikus progenitor sejt
CD34 . .
antigen antitest
complement deoxyribonucleotide | Komplementer
cDNS . . .
acid dezoxiribonukleinsav
CH chronic hepatitis kronikus hepatitis
CHC Hep at'it'is C induced chronic kronikus hepatitis C
hepatitis
CHILD Child-Turcotte-Pugh Score -
CK cytokeratin Citokeratin
-KIT cellular homolog of the feline i

sarcoma viral oncogene v-kit
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c-Met hepatocyte growth factor receptor | Hepatocita ndvekedési faktor

CO: Carbon dioxide széndioxid

cox cyclooxigenase ciklikus oxigenaz

COX4 Cytochrome c¢ oxidase 4 subunit Citokrom c oxidaz 4 alegysége

co choloquine Kloroquin

CYP2EI] Cytochrome P450 2E1 Citokrom P450 2E1

DAA direct acting antiviral direkt hatdsu virusellenes szer

DAB 3,3’-diaminobeqzidiqe- 3,3’-d.iaminob.enz%d%n-
tetrahydrochloride-dihydrate tetrahidroklorid-dihidrat

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4"',6-diamino-2-fenil-indol

dcc Distal cholangocarcinoma Disztalis kolangiokarcindma

DMSO dimethyl sulfoxide Dimetil-szulfoxid

DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav

Dipl Dynamin realetd protein1 mitcgkcgndriélis szétesést aktivalod

fehérjén

puspys | Dual-specificity protein Kettés specifitast foszfataz 4/5
phosphatase 4/5

eCC Extrahepatic cholangiocarcinoma | Extrahepatikus kolangiokarcindéma

ECL enhanced chemiluminescence erdsitett kemilumineszcencia

EGFR epidermal growth factor receptor | Epidermalis novekedési faktor

ER Endoplasmatic reticulum endoplazmatikus retikulum
v-erb-b2 avian erythroblastic

ERBB2 leukemia viral oncogene homolog | -
2

ETT Medical Research Council Egészségiigyl Tudomanyos Tanacs

EZH?2 Enhancer of zeste homolog 2 -

F fibrosis Fibrozis

FBS fetal bovine serum fotalis borju savo
formalin-fixed, paraffin- formalinban fixalt paraffinba

FFPE embedded agyazott

FKBPI2 FK506-binding protein of 12 kDa | FK506 kot6 fehérje 12 kDa

FNH Focal nodular hyperplasia Fokalis nodularis hiperplazia

GLOBOCAN | Global Cancer database Globalis Rak Adatbazis

HBV Hepatitis B virus Hepatitis B virus

HCC Hepatocellular carcinoma hepatocelluléris karcinoma

HCV Hepatitis C virus Hepatitis C virus

HepPar-1 Hepatocyta paraffin 1 Hepatocita paraffin 1

HRP horseraddish peroxidase torma peroxidaz

HSC hepatic stellate cells Mij csillagsejtjei
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HSP70 heat shock proteins hésokk fehérje 70

1C50 half maximal inhibitory a kezelések azon konpentrépiéit,
concentration amely 50%-kal gatolja a sejt valaszt

icC Intrahepatic cholangiocarcinoma | intrahepatikus kolangiokarcinoma

IFN interferon interferon

IHC score Immunohistochemistry score immunhisztokémiai eredmények

IL-6 Interleucin 6 interleukin-6

IPNB Intraductal papillar neoplasia intraduktalis papillaris neoplazia

IRE1 Inositol-requiring enzyme 1 Inozitolt igényld enzim 1

Kat.sz. Catalog number katalogus szam
Kelch-like ECH-associated Kelch szertit ECH asszocialt fehérje

Keap 1 !
protein 1 1

KRAS Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral |
oncogene homolog

1C3 Microtul?ule—assgciated protein Mikrotubullus asszocialt protein
1A/1B-light chain 3 1A/1B konnyt lanc 3

Ig Immunoglobuline immunglobulin

LIR LC3-interacting region Lc3-al kdlesonhatasba 1ép6 régio
Liver kidney microsomal type 1 maj ¢és vese mikroszomalis 1. tipusu

LEMI antibody antitest

MAPK mitogen-activated protein kinase | Mitogén aktivalt protein kindz

mCEA Carcino-embrional antigen Karcino-embrionalis antigén
myeloid leukemia cell Mieolid leukémia sejt differencialt

MCLI . oy . g
differentiation protein fehérje 1

MDC Monodansyl-cadaverin Monodansil-kadaverin

miR microRNA mikroRNS

MMP Matrix metallopeptidases Mitrix metalloprotedz

mRNS messenger-RNA Hirvivé RNS

mTOR mammalian target of rapamycin -

MUC Mucin Mucin

NAD nicotinamide adenine dinucleotide | nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADH Reduped form of picotinamide Redu‘kélt' formaijq a nikotinamid-
adenine dinucleotide adenin-dinukleotidnak

NAFLD Non glgohol induced chonic nem glkohol okozta krénikus
hepatitis hepatitis

NASH Non alcoho'l ! nduced nem alkohol okozta szteatohepatitis
steatohepatitis

NIX BCL?2 interacting protein 3 like Bcl,2-.vel kdlesonhatasba 1épd 3-as

fehérje
NK Natural killer természetes 6l0sejtek
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nuclear factor erythroid 2—related

Nrf2 factor 2 Nukledris eritroid

NS Non structur nem szerkezeti

(ONY Overall survival teljes tulélés
Multifunctional 62 kDa Multifunkcionélis 62 kDa

p62 intracellular protein (SQSTM1 intracellularis fehérje (SQST1-
sequentosome-1) szekventoszom 1)

PBS Phosphate-buffered saline Fosztat pufferelt sdoldat

pCC Perihilar kolangiokarcindéma perihilaris kolangiokarcinoma
Beta platelet-derived growth vérlemezke-eredetli novekedési

PDGFR p factof receptor ¢ faktorok

PERK Protein kin?se R‘NA-like' Fehérje kinég RNS- §zerﬁ .
endoplasmic reticulum kinase endoplazmatikus retikulum kinaz

PI3K Phosphatidyl-inositol 3-kinase foszfatidil-inozitol 3-kinaz
Phosphatidylinositol-4,5- Fosztfatidilinozitol-4,5-

PIK3CA Bisphosphate 3-Kinase Catalytic | biszfoszfatdz 3-kinaz katalitikus
Subunit Alpha alegysége o

Pinkl PTEN induced putative kinase 1 PTEN indukalta putativ kindz 1

PIP3 Phosphatidyl-inositol phoshpate Foszfatidil-inozitol-trifoszfat

PSC Primary sclerosing cholangitis primer szklerotizald kolangitisz

PTEN Phosphatidylinositol 3,4,5- F 9szfatidil—inozitol—trifoszfét 3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase trifoszfat 3 foszfataz

qPCR Quaqtltatlve polymerase chain kvantitativ polimeraz lancreakcio
reaction

r Correlation coefficient Korrelacios egyiitthato

RABS5A RAS related Rab-5A protein RAS kapcsolatos Rab-5a fehérje
serine/threonine-specific protein Szerin/threonin specifikus kinaz,

Raf kinases, Rapidly Accelerated (Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma Fibrosarcoma)

Rapa Rapamycin Rapamycin

RAS retrovirus-associated DNA Retrovims asszocialt DNS
sequences szekvencia

REF Reference number Refenciaszam

RNS ribonucleotide acid Ribonukleinsav

ROS reactive oxygen species reaktiv oxigén gyokok

SDS natrium dodecyl sulfate natrium-dodecilszulfat

SMA Smooth muscle antibody simaizom ellenes antitest

SMAD4 Mothers against decapentaplegic |
homolog 4

SRB Sulforodamine b szulforodamin B
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Signal Transducers and Activators

Szignal transzdukal6 és

STAT of Transcription transzkripci6 aktivalo
STMNI1 Stathmin 1 -
TBST tris-buffered saline (TBS) and Tris pufferelt s6oldat és poliszorbat
Polysorbate 20 (Tween20) 20 (Tween 20) keveréke
TCA Trichloroacetic acid triklor-ecetsav
TGF p Transforming growth factor beta | transzformal6 ndvekedése faktor 3
T™MA Tissue macroarray szoveti multiblokk
TNF-a tumor necrosis factor-o Tumor nekrézis factor a
TNM tumor, node, metastasis tumor, nyirokcsomd, metasztazis
TOM translocase of the outer membrane | kiillsé membran transzlokaz
translocase of the outer kiils6 mitokondrium membran
TOMM . . .
mitochondrial membrane transzlokaz
Tris Tr1§ (hydroxymethyl) Tris (hidroximetil)-aminometan
aminomethane
Committe of Scientific and Tudomanyos ¢s Kutatasetikai
TUKEB Research Ethics Bizottsélgy
UBA ubiquitin-associated domain Ubiqutin asszocialt domén
ULK uncoordinated 51-like kinase Koordinalatlan 51-szert kinaz
USA United American States Amerikai Egyesiilt Allamok
UTR Untranslated region nem transzlalodo régio
Vascular endothelial growth vaszkularis endotelidlis novekedési
VEGF
factor faktor
WHO World Health Organization Egészségiigy1 Vilagszervezet
YAP YES-associated protein YES asszocialt fehérje
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2 Bevezetés, irodalmi hattér

2.1 Majbetegségek epidemioldgiaja

A kronikus méjbetegségek a mai napig vilagszerte jelentds egészségiigyi problémat
jelentenek, mivel kozel 2 milli6 ember haldlat okozzak évente (1). Jelen becslés szerint 75
millié6 az alkoholos kérosodassal Gsszefiiggd betegek szdma, akiknél szintén a krénikus
majbetegségek allnak a vezetd helyen (1). Tovabba koriilbeliil 2 millié elhizott, talstlyos,
valamint 400 milli6 cukorbeteg ember €l a vilagon, akiknél ez az allapot komoly kockazati
tényezOt jelent a nem alkohol okozta krénikus majbetegség (NAFLD) és majrak kialakulasa
szempontjabol. A NAFLD a kronikus méjbetegség egyik vezetd oka vilagszerte, Europaban
a becslilt megjelenése a populdcioban akar 30% is lehet (1, 2). A virushepatitis globalis
szintén magas prevalenciat mutat, mivel 2015. évi becslések szerint 257 millid ember
kronikus hepatitis B (HBV) és 71 millié ember krénikus hepatitis C virus (HCV) fertdzéssel
¢l (1, 3). Mortalitast tekintve a WHO adatai alapjan a virushepatitis 1,34 millié haldlesetet
okozott 2015-ben, amelybdl 720 000 fénél cirrdzis szovodményei miatt és 470 000 esetben
pedig a majrak miatt kovetkezett be az elhalalozas (4). Globalisan a 11. leggyakoribb halalok
a cirrdzis okozta szovodmények, mig a majrak a 16. leggyakoribb haladloknak tekinthet6 (1).

Tovéabbi problémat jelent, hogy a progressziv majbetegség - etiologiai tényezotol
fliggetleniil - gyakran tlinetmentesen vagy enyhe formaban zajlik és igy legtobbszor késon,
mar csak a cirrdzis szakaszéban diagnosztizaljak (5), amely jelentds riziko faktor mind a
hepatocellularis karcinoma (HCC) mind a kolangiokarcinoma (CC) kialakulasa
szempontjabol (5-7).

A kronikus majbetegség korai felismerése, illetve a progresszidjat segitd folyamatok
feltarasa alapvetd jelentdségli a paciens €s a népegészségiligy szempontjabol is. A kronikus
majbetegségek patomechanizmusanak kutatasa fontos informaciot adhat a majbetegségek,
beleértve a majtumorok korai felismeréséhez, a progndzis megitéléséhez, a megfeleld terapia

megvalasztdsdhoz, valamint a kezelés hatékonysaganak meghatarozasahoz.
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2.2 A majbetegségek patologiai jellemzdi
2.2.1 Kronikus hepatitis

A kronikus hepatitis (CH) a m4j 6 hénapon tal tarto idiilt gyulladédsa. A CH klinikai,
hisztologiai megjelenését, a betegség progresszidjat ¢&s terapids megkozelitését
nagymértékben az etioldgidja hatdrozza meg.

A kronikus majbetegségek egyik legjelentésebb forméja az alkohol okozta kronikus
majbetegség (ALD), bar azt nem soroljak a ,klasszikus™ kronikus hepatitisek kozé, kiilon
csoportként kezelik (8). A CH etiologiai csoportjai kozé a virus-eredetii (HBV, HCV), az
autoimmun hepatitist (AIH), a toxikus- metabolikus tényezok okozta CH-t és az ugynevezett
attekintem a kronikus alkoholos majkdrosodas legfontosabb jellemzdit, mivel
Osszehasonlitasként a CH egyes formaival gyakran felmeriil a tovabbiakban, bar ez nem
képezi az értekezésem targyat.
okozta karosodas valt a kronikus majbetegség egyik {6 okozojava. Az alkohol tobb ponton
karositja a maj szoveteit. Két f6 enzimrendszeren keresztiil (mikroszémalis CYP2E1, alkohol
dehidrogenaz) képes oxidativ lebontassal metabolizalni az alkoholt acetaldehidde, amely
toxikus és mutagén a majsejtekre (8). A CYP2EI indukcidja korreldl a NAD/NADH arany
megvaltozasaval, amely csokkentett zsirsav-oxidaciot és fokozott zsirsav- ¢és
trigliceridszintézist idéz eld. A kilomikronok révén a periférids zsirkészletekbdl zsirsav
mobilizacio torténik a majba, amely ez altal szteatotikussa valik (11). A tartésan, bizonyos
mennyiség folott fogyasztott alkoholmennyiség a majkarosodas széles spektrumat idézi elo:
a majban szteatézis majd akut gyulladdsos szteatohepatitis kialakuldsdhoz vezet,
eldrehaladott fibrozist és cirrozist idézve eld, amelynek alapjan majrak is kialakulhat (8, 11).

Az alkohol indukalta szteatohepatitis (ASH) megjelenésében nagy hasonldsagot mutat
a nem alkohol okozta szteatohepatitishez (NASH) (9), amely a kivaltd tényezodt tekintve
multifaktoridlis. Az inzulinrezisztencia, valamint az elhizas kdvetkeztében allandé lipolizis
zajlik a zsigeri zsirszovetekbdl, ennek kovetkeztében a vérben megemelkedik a szabad
zsirsavak szintje. A hiperinzulinémia hatdséara a szabad zsirsavak felvétele megnd a majban,

amely fokozott triglicerid képzéshez €s lerakodashoz vezet, ezt nevezi a szakirodalom az els6

10
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csapasnak (,.first hit”). A masodik csapéds (,,second hit”) folyamata sordn pedig a
hepatocitakban az emelkedett szabad zsirsavak mitokondrialis B-oxidaciot indukalnak, amely
oxidativ stresszt €s fokozott ROS képzést okoz. A csillagsejtek és Kupffer sejtek aktivalodasa
endotoxinok ¢és proinflammatorikus citokinek felszabadulasdval ma4jfibroézishoz ¢és
szteatohepatitis megjelenéshez vezet (12).

A CH korokai kozott a virus indukélta formék a legjelentdsebbek, kiemelten a HBV ¢és
a HCV fert6zés okozta hepatitis (13). A részlegesen kettds szali DNS-sel rendelkez6 HBV
virus integralddhat a gazdaszervezet DNS-ébe, kromoszomalis atrendezddést, valamint
fokozott genom instabilitast okozva. (14). A fert6zés soran a HBV-X fehérje képes kozvetlen
moédon fokozni a TGF B termelést, amely aktivalja a csillagsejteket és ez fokozhatja a
majfibrozist (15). A HBV fertzéssel ellentétben a HCV fert6zés ugyan enyhébb és hosszabb
lefolyasu, azonban mig a HBV fertdzések kevesebb, mint 10 %-a, addig a HCV fertézések
mintegy 80 %-a valik kronikussa (13, 16). A HCV egyszali RNS virus. Nagy genomi
variabilitassal rendelkezik, mintegy 7 genotipusa €s 67 szubtipusa ismert. A virusgenom
ugynevezett ,strukturalis” (core, E1, E2) és nem szerkezeti (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B) fehérje informaciot tartalmaz. A HCV nem okoz kdzvetlen citopatids hatast a
gazdasejtekben, hanem a lipid anyagcserébe €¢s immunvalaszba szdl bele (17). A HCV mind
a lipidek felhalmozdodasat, mind pedig a lebomlésat befolyasolja, megszakitja a lipid
metabolizmus normal folyamatat és fokozza a ROS termelést. Kronikus HCV fert6zés esetén
a NS5 és az NS3 fehérjékrdl kimutattak, hogy olyan molekuléris események kaszkadjat
kezdeményezik, amelyek végiil fibr6zishoz vezethetnek (15).

A HBV transzmisszidja jelentdsen csokkent a HBV elleni vakcinacio eredményeként,
mely csokkentette a morbiditast és mortalitast (13, 16, 18). A HCV fertdzés kezelését az
ugynevezett direkt hatdsu virusellenes (DAA) szerek forradalmasitottdk, amelyet 2013-ban
vezettek be és a kezelés a fertézések tobb, mint 90%-at gyogyitotta (17).

Az autoimmun eredetli majgyulladasok a virus indukalta formakhoz képest joval
ritkdbban fordulnak el6. Az AIH etioldgidja nem ismert, jellemzi a majkarosodast okozé
aktivalt immunsejtek, limfocitak, makrofagok, plazmasejtek talzott jelenléte (10, 19). Az
AIH klinikai megjelenése a tiinetmentességtél a sulyos allapotig terjedhet, néha akut

virushepatitis tiineteit vagy éppen fulminans majelégtelenség formajat produkaljak (20).
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Hérom féle tipusat kiilonitik el a keringd autoantitestek dominancidja alapjan. Az 1. tipus a
leggyakoribb és antinukledris antitest (ANA), simaizom ellenes antitest (SMA)
felszaporodasa jellemzi a szérumban. A 2. tipus ritkdn fordul eld felndttekben, m4j és vese
mikroszomalis 1. tipusu antitest jelenléte (LKM1) jellemzi, amelyhez alacsony IgA-szint
tarsul. A 3. tipusra néi dominancia és a szolubilis méjantigén elleni antitest (anti-SLA)
kimutathatdsaga jellemz6 (10). Hisztologiailag tobbnyire kifejezett gyulladassal jar6, magas
aktivitast kronikus hepatitis lathat6, nekroinflammacidval és ,,hidképzddéssel” (,,bridging”)
(10). Jellemz6 a plazma sejtekben gazdag mononuklearis beszlirddés, elsdsorban a portalis
¢és a periportalis régiokban, valamint ,,interface hepatitis”, azaz a hatarlemez érintettsége,

valamint a hepatocitdk gyakori rozetta-szerti elhelyezkedése (20).

2.2.2 A m4j primer malignus daganatai

A GLOBOCAN 2018. évi adatai alapjan a mdj primer malignus daganata a 6.
leggyakrabban diagnosztizalt tumor tipus és a 4. leggyakoribb halalok vilagszerte. Evente
841 000 1) és 782 000 halaleset regisztralnak. Az esetek 75-85 %-a HCC, mig a 10-15%-a
CC (18). (1. abra)
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1. abra A 10 leggyakrabban diagnosztizalt malignus elvaltozds mortalitasi és gyakorisagi
adatai vilagszerte a GLOBOCAN 2018. évi vizsgdlata alapjan. A maj primer rosszindulatu
elvaltozasai az uj eseteket megjelenését tekintve a 6. helyen vannak, illetve a 4. leggyakoribb
halaloknak tekinthetok (21).
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2.2.2.1 Hepatocellularis Karcinoma (HCC)

A HCC kialakulésanak legfontosabb kockazati tényezdi a kronikus méjbetegségek és
a cirrozis, amelyek hatterében virusfertdzés, alkoholos-toxikus hatas, autoimmun folyamatok
¢s az anyagcserezavar allhat (13). A HCC 2-4-szer gyakrabban fordul el6 férfiakban, mint
ndkben és megjelenését tekintve nagy foldrajzi kiilonbségek észlelhetdk, mivel Afrika egyes
terliletein, valamint a Tavol-Keleten magasabb az incidenciaja (18). A HCC atlagos tulélése
6-20 honap kozott mozog és az 5 éves tulélés kevesebb, mint 30 % (13, 22). A HCC kezelés
jobb eredményének eléréséhez a korai diagnosztizalas a kulcs. A jelenlegi gyakorlat szerint
a cirrotikus majban folyamatosan monitorozzak képalkotod vizsgalatokkal az esetlegesen
kialakulo fokalis 1ézidkat (22).

Szbvettani szempontbodl a méjcirrdzist a nodularizacid, az extracellularis matrix talzott
lerakodasa ¢és fibrotikus kotegek/szeptumok kialakuldsa jellemzi, tobbnyire duktularis
reakcidval és valtozo mértéki gyulladassal (23). A fokalis nodularis hiperpldzia (FNH)
szovettani megjelenése nagyon hasonlod lehet a mikroszkop alatt a cirrozissal, mintegy
»fokalis cirrozisként” jelenik meg egyébként ép szerkezetli majban. Az FNH patogenezise
nem egyértelmiien tisztazott. Legtobb szerz az FNH kialakuldsa okaként velesziiletett vagy
szerzett érrendszeri rendellenességeket feltételez (24). Fontos kiilonbség, hogy FNH nem
tekinthetd premalignus elvaltozasnak szemben a cirrdzissal, mivel nem malignizalodik (24,
25).

A HCC-t pedig valtozatos makroszkopos és mikroszkdpos kép jellemzi, annak
stadiumatol (korai vagy eldrehaladott), valamint szdvettani tipusatol fiiggden. A progndzis
szempontjabol a stromalis, €s/vagy még inkdbb a vaszkularis (makro- vagy mikro) invazio
jelenléte vagy hianya jelentds, mely Osszefiiggést mutat a taléléssel (26, 27). Az
immunhisztokémiai moddszerek segithetenek a jol differencidlt HCC elkiilonitésében az
adenomatol, a fokalis nodularis hiperplaziatol és a diszplasztikus csomoktol. A Glypikan-3,
HSP70 a HCC immunhisztokémiai markerei, az esetek 70-90%-a pozitivitast mutatnak. A
CD34 a magasabb foku diszplasztikus nodulusokban periférias, fokalis festddést mutat, mig
a nodularis HCC-ben diffuz, szinuszoid festddés jellemzi. A Glutamin-szintetdz szintén

gyakrabban expresszalodik a HCC szdveteiben, mint a premalignus 1ézidkban (27).
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A HCC a kezelés tekintetében nagy kihivast jelent a kezeld multidiszciplindris
csapatnak, mert a paciensek gyakorta a tiinetek csekély volta miatt csak elérehaladott
tumorral jelentkeznek. Az 5 éves tulélés leghatékonyabban a kurativ kezeléssel, tumor
rezekcioval vagy transzplantacidval javithato. (13, 22). Szisztémas kezelés esetében nagy
elérehaladast a Sorafenib (Nexavar) bevezetése jelentett. Jelenleg a Sorafenib ajanlott
elérehaladott HCC-vel és koros mdjfunkcidval rendelkezd betegek szdmara, akiknél nem
ajanlott rezekcid vagy majatiiltetés, és nem reagaltak a lokoregionalis kezelésekre (13). A
Sorafenib, mint multikinaz inhibitor blokkolja a Raf fehérjét, valamint a vaszkularis
endotelidlis novekedési faktort (VEGF), a vérlemezke-eredetli novekedési faktor p-t
(PDGFR ), c-KIT jelatviteli utvonalat, tovabba a tumor angiogenezisét €s a tumor sejtek
kezelt esetek median talélése 10,7 honap volt, mig a placeboval kezelt kontroll csoporté csak
7,9 honap (13, 26). Bar mas tanulméanyok megemlitik, hogy a 3 honap emelkedés nem
tekinthetd Iényeges javulasnak, illetve tobb esetben is elmaradt a kezelésre adott vélasz,

amelynek jelenleg prediktiv markere nincs (22, 26, 28).

2.2.2.2 Kolangiokarcinoma (CC)

A kolangiokarcindma a bilidris traktus hamsejtjeibdl kiinduldé malignus daganat, a mé;j
2. leggyakoribb primer rosszindulatli daganata (29). A gasztrointesztinalis tumorok 3%-at
teszi ki (6). El6fordulésa alacsonyabb, mint a HCC-¢, azonban incidencidja és mortalitasa az
utobbi években folyamatos novekedést mutat (27). Globalisan a CC eléfordulasi és halalozasi
aranya jelentds foldrajzi eltéréseket mutat. Nagyobb az 0j esetek szama a keleti vilag egyes
részein ( Thaifold, Kina, Dél-Korea, Japan), mint a nyugati terlileteken (6). A CC etiologiaja
multifaktoridlis, nagyon sok kockazati tényezd hozhatd Osszefiiggésbe a kialakulasaval,
melynek egy része a HCC riziko6 faktoraival megegyezik. A CC esetek 90%-aban, kiillondsen
a nyugati orszdgokban nem ismerik a kialakuldsi tényezot, igy elsdsorban a kronikus
gyulladéssal hozzak Osszefliggésbe. Az esetek 10%-aban a betegség kialakulasat a primer
szklerotizald kolangitiszbdl (PSC), choledochus cisztabol, kronikus HBV ¢és HCV
infekcidbol vagy cirr6zisbdl eredeztetik (6, 30).
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A CC Kklasszifikacidja az elmult években valtozdson ment keresztiil. Osztalyozasa
els6sorban az anatodmiai lokalizacidja alapjan torténik: intrahepatikus (iCC), perihilaris
(pCC) és disztalis (dACCA) altipusokba soroljak (2. abra).

Intraduktalisan névekvd tipus

Periduktalis infiltrald tipus f
. Tomeget képzo tipus

Intrahepatikus
kolangrokarcindma

Perihilins kolangiokarcinéma

- O -
—

R A Rehrfatatalin
- ————

2. dabra A kolangiokarcinoma (CC) klasszifikdacioja anatomiai lokalizdacio szerint.
Intrahepatikus (iCC), perihilaris (pCC) és disztalis (dCC) kolangiokarcinomat kiilonitenek
el. A iCC harom megjelenési format mutat: témeget képzo, infiltrativ-periduktalis és az
intraduktalisan névekvo tipus (29).

A pCC ¢és dCC altipusokat korabban extrahepatikus CC-ként 6sszevontan kezelték , de
¢s klinikai megjelenésében is kiilonbséget mutatnak (29, 30). A pCC-ra korabban hasznalt
,.Klatskin tumor” kifejezés hasznalata csokkendben van és egyesek szerint nem javasolt. Az
1CC makroszkopos megjelenésére 3 forma jellemzd: a tdmegformald, periduktalis-infiltrativ
¢s intraduktalis tipus (29, 31). (2. ébra)

Hisztologiailag a CC az esetek tobbségében kozepesen differencialt, mirigyes

szerkezetli dezmoplasztikus tumor, mely bdséges stromaval rendelkezik. Mikroszkop alatt a
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tumor massza centralis része gyakran fibrotikus, mig a proliferalo sejtek a tumor perifériajan
helyezkednek el. Mucin tartalma szerint is osztalyozzak a CC-kat, mucindzus és kevert tipusti
CC-t kiilonboztethetiink meg, van azonban olyan tumor, mely ,,tipikus” adenokarcindéma
formaban jelentkezik lényeges nydktermelés nélkiil (32). Az egyes altipusok kozt mind
makroszkoposan, mind mikroszkoposan is észlelhetd eltérés (29, 33). Az pCC és dCC
exofitikus €s intraduktalis morfologidju, az utdbbi pedig mutathat periduktalis vagy nodularis

szerkezetet (29). Szovettanilag a pCC és a dCC nagy hasonlosagot mutat az iCC nagy

epevezetékekbdl kiindulo tipusaval (29, 33). (3. abra)

e e e 1]

3. abra Reprezentativ hisztologia képek a tométtebb strukturdju (a) intrahepatikus (iCC),
lazabb stromalis szerkezetii (b) perihilaris (pCC) és az angulalt mirigyes szerkezetet mutato
(¢) disztilis kolangiokarcinomarél (dCC). A scale bar mérete 200 uM nagysagu.(sajat
keészitesti képek)

Az invaziv adenokarcindma kialakulasa el6tt gyakran latni premalignus elvaltozasokat
a szovettani mintdkban, melyek a bilidris intraepitelidlis neoplazia (BilIN) €s papillaris
novedéket képzd intraduktalis papillaris neoplazia (IPNB). A BilIN-ban az epeuti sejtek
mértéket 6lt, megkiilonboztetiink alacsony (BilIN-1), kdzepes (BilIN-2) és magas (BilIN-3)
gradusu diszplasztikus 1éziokat (29, 33, 34).
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A CC nagy heterogenitast mutatd tumor, diagnosztikaja nagy kihivast rejt, amelyben
az immunhisztokémiai modszerek segithetnek. Az iICC HCC-t6l val¢ elkiilonitését a HepPar-
1, Argindz-1, Glutamin szintetaz, Glypikan-3, HSP70 reakciok tamogathatjak (29, 33).
Tovabba a CC esetekre jellemz6 a claudin 1, 3, 4, 7, occludin sejtkapcsold fehérjék
expresszidja, amelyek koziil a claudin 3- és 4-et a HCC csak igen alacsony mennyiségben
produkalja. Az egyik legnagyobb diagnosztikai kihivas az iCC elkiilonitése az intesztinalis
vagy pankreo-biliaris eredetii adenokarcindmaktol, amelyben CK19, CK20, MUC2,
MUCSAC, CA19-9, mCEA, CA125 ¢és a SMAD4 immunreakciok szolgalhatnak
segitségként (29).

A CC patogenezisét tekintve altalanossagban a folyamat kronikus gyulladassal, a
részleges epefolyés-elzarodassal és az epevezeték-sériiléssel indul. Kronikus gyulladas
hatasara a kolangiocitdk és az immunsejtek proinflammatorikus citokineket szekretalnak, (az
interleukin-6-ot (IL-6), endotoxinokat, TNF-a-t), valamint ndvekedési faktorok szabadulnak
fel, amelyek a sejtek proliferacidjat indukaljak (30, 35). A tartos IL-6 termelés kulcsszerepet
jatszik a maj- és az intesztinalis gyulladdsok és a tumorok kialakulasaban, eldsegitve a
mitogén valaszokat és a nitrogén-oxid termelést. Mindez DNS-karosodast és ciklikus
oxigendz (COX)-2-medialt prosztaglandin szekréciot eredményez, amely sejtnovekedést,
antiapoptozist és angiogenezist okoz (35). A CC azonban gyulladads hidnyéaban is kialakul,
mivel az angiogenezis stimulélasa is szerepet jatszik a CC fejlodésében és a VEGF-t nagy
(30, 31). A mai napig szamos génrdl allapitottdk meg, hogy Osszekapcsolhatd a
kolangiokarcinogenezissel. A KRAS mutaciok a CC esetek akar 40%-aban is megtalalhatok,
melyek megjelenése a rosszabb prognodzissal tarsul dCC-ban (35). A CC esetek rossz
prognodzisaval a c-Met valtozésait is Osszefiiggésbe hoztak, amelynek a tilzott expresszidja
a MAPK, PI3K/AKT és STAT utvonalak aktivalasahoz vezet (29, 31). Tovabba az ERBB2
tumorok progresszidjaval és a rossz tuléléssel (30, 31). Fontos megemliteni, hogy ezek a
gének aktivitds-mintdzata a CC egyes altipusaiban nagy heterogenitast mutatnak, amiért a
CC kialakulasaval 6sszeegyeztethetd kiilonbozd kockazati tényezdk lehetnek a feleldsek (29,

35).
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A CC kezelése hatalmast kihivast jelent a klinikumban, mert a tumor gyors
progressziora képes, ¢és tiinetek csak késdi stddiumban jelentkeznek. A CC kezelésében a
legeldnyosebb a sebészeti megkozelités, azonban ez eldrehaladott stadiumban, illetve néha a
tumor paraméterei miatt ez nem lehetséges (32, 36).

Az eldrehaladott esetekben a palliativ terdpia keriil szoba, azonban szignifikans talélést
csak nagyon ritka esetben tudtak elérni. Az elsék kozott az 5-Fluoro-uracil (5-FU) alapu
szereket alkalmaztak, amellyel csak 3,9 honap javulast tudtak elérni a median talélésben (31).
Jelenleg klinikai gyakorlatban elsdvonalbeli szerként a gemcitabin és cisplatin alapu
kemoterapids kezelést alkalmazzak, azonban igy sem haladja meg a median talélés a 12
hénapot, valamint a CC esetek 5 éves tulélése kevesebb, mint 5-10% (29, 31). Nincs olyan
bevezetett masodvonalbeli palliativ kemoterapia, amelyet a standard kemoterapia kudarca
utan lehetne alkalmazni, mivel a cisplatin alkalmazasa olyan stlyos toxicitdssal jar, amely
korlatozhatja a méasodlagos kezelés lehetoségeit (36).

Azjabb kezelési stratégiak kutatasara iranyulo preklinikai vizsgalatok hangsulyozzék,
hogy figyelembe kellene venni a CC altipusai kozott mutatkozd nagyfokt heterogenitast.
fgéretes eredményeket mutattak be a tirozin kinaz receptor gatlok esetében, bar a Sorafenib
terapia hatékonysaga az 5-FU kezeléshez hasonlitott (31, 36).

A kemoterapia fontos szerepet jatszik minden kolangiokarcindmaban szenvedd beteg
kezelésében, am a kezelés soran gyakran fellép rezisztencia. A hagyomanyos terapias
lehetdségek nem befolyéasoljak szignifikdnsan a hosszabbtava tilélést, tovabbra is magas a
kiajulasi arany és a korai attétek megjelenése. Ezért lenne fontos megérteni a CC daganatok
kialakulasénak alapjat, progressziojat és a kezelésekkel szembeni rezisztencia kialakitasaért
felelds molekularis bioldgiai mechanizmusokat, amelyek eldsegithetik az 0j diagnosztikai €s

terapias lehetdségeket (30, 36).

2.3 Molekularis vizsgalatok majbetegségekben

A kronikus hepatitis és a mdj daganatos elvaltozasait vizsgalo kutatasok kiegésziiltek
a betegségek molekularis mechanizmusainak analizisével. A kozelmultbeli elérelépések
ellenére a mijbetegségek megeldozésének, illetve kezelésének farmakoldgiai stratégidi
tovabbra is korlatozottak, ezért hangstlyozzdk az elvéltozasok patogenezisének alapjaul

szolgal6 molekularis mechanizmusok mélyebb megértésének sziikségességét (37). Az utdbbi
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években szamos tanulmany sziiletett a mikroRNS-ek expresszidjanak és az autofagia
folyamatanak fontossdgarol a majbetegségekben, mivel széles spektrumban képesek
befolyasolni egyes biologiai folyamatokat, beleértve a proliferacidt, differencialodast,
gyulladasos folyamatokat, apoptozist, virus fert6zést (38). A kdvetkezokben az altalunk

vizsgalt mikroRNS szabdlyzas és az autofagia folyamataval foglalkozunk.

2.3.1 MikroRNS szabalyozas

MikroRNS-ek olyan kis (18-25 nukleotid hosszisagu) RNS-molekulak, amelyek
fehérjét nem kodolnak, de a messengerRNS (mRNS) molekula 3' UTR (untranslated region)
génexpresszio poszttranszkripcios szintli negativ regulatorainak tekinthetdk (38). Ritkabban,
indirekt modon pozitiv szabalyzoként is szerepelhetnek. Példaul a miR-26a kdzvetlen
célpontjai a két MAPK inhibitor (DUSP 4/5), amelyek gatlasaval képes a miR-26a fokozni a
citoprotektiv, autofagia folyamatat, amellyel az etanol okozta majkarosodast képes
csokkenteni (39).

A mikroRNS és az mRNS interakci6 kialakuldsanak egyik alapvetd feltétel az, hogy a
kapcsolddnia kell a targettel. Egy mikroRNS szamos targetre kifejthet hatast, €s egy target
akar tobb mikroRNS szabalyozésa alatt allhat (38, 40). Jelenleg még nem teljesen tisztazott
a kérdés, hogy az egyes mikroRNS-ek a szdmos target koziil melyik target felé mutatnak
nagyobb affinitast.

Tobb kutatocsoport aberrans mikroRNS expresszios mintézatot észlelt HBV és HCV
infekcio, fibrézis és cirrdzis sordn. A tanulmanyok igazoltdk, hogy a mikroRNS-ek
epigenetikai szabdlyozas révén fontos szerepet jatszanak a mdj fejlddésében, a
homeosztazisban, a regeneracioban és a majbetegségek patogenezisében is (38).

A majbetegségek kapcsan fokozott miR-155 expressziot mutattak ki a hepatocitadkban
¢s a gyulladésos sejtekben, példaul a monocitdkban, a NK sejtekben és a makrofagokban
(37). Emelkedett miR-155 szintet detektaltak CHC-ben és az ALD-ben, amelyekben fokozta
a sejtek novekedését, és az epitelialis-mezenchimalis atmenetet a m4j karcinogenezisében

(41-43).
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Erdemes megjegyezni, hogy egyes molekularis mechanizmusok is képesek hatast
gyakorolni a mikroRNS expresszidjara. Kimutattak, hogy miR-224 expresszidja forditottan
korrelalt az autofagia aktivitasaval a HBV indukalta HCC-ben. A tanulmanyban feltartak,
szupresszidjat (44). Masok igazoltdk, hogy a HBV, a STAT3 tutvonal aktivalasaval, képes
gatolni a miR-204 expressziot, igy visszaszoritani a sejt védekezé mechanizmusat a HBV
infekcioval szemben (45).

Ahogy a példak is mutatjdk a mikroRNS-ek kiemelt jelentdssel birnak mind a m4;j
fiziologias, mind a koros allapotaiban, igy a kronikus majbetegségek patogenezisében is. Az
46). Az ismert, hogy szabalyozéasuk eldsegitheti a majbetegség progresszidjanak cellularis és
molekularis mitkodését (46), igy a kulcsfontossaghh autofag effektor molekulak
kifejezddésére is hatassal lehetnek. Az autofagia mikroRNS-ek altali ellenérzése és az

crer

kérdéseket (38).

2.3.2 Autofagia

Az autofagia szigoruan szabalyozott, evolucidsan konzervalt, katabolikus folyamat,
amely felelds az intracellularis térben jelen levd eloregedett, meghibasodott, vagy épp nem
funkcional¢ sejtorganellumok, fehérjék és egyéb molekulak lebontasaért (17, 47). Fiziologias
koriilmények kozott fenntartja az egyenstlyt a sejtet felépitd anyagok szintézise, lebomlésa
¢és ujrahasznositasa kozott, ezzel timogatva a sejt ndvekedését és fejlodését. A sejt talélése
céljabol az autofagia részt vesz az intracellularis mikrobdk, virusok eliminéacidjdban és az
antigén prezentacidban, igy védve a sejtet a stresszt kivalto tényezdkkel szemben (48, 49).

Harom {6 formdja van: a chaperon medialt, a mikro- és a makroautofagia. K6zds
jellemzdjiik, hogy a katalitikus komponensiik a lizoszoma, melynek savas hidrolazai
biztositjak a degradaciot. A kiilonbozé formak tulajdonképpen a lebontésra itélt anyagok
lizoszémaba juttatasdnak mechanizmusaban térnek el. A legtobbet vizsgalt és legjobban
ismert tipus a makroautofagia, amelyet a szakirodalom altalanossagban csak autofagiaként

emleget (47).
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2.3.2.1 Morfoldgiai jellemzés és molekularis mechanizmus
Az autofagia folyamat kezdeti [épéseként a lebontandé anyagok koriil a citoplazméban

egy izolacios, lipid kettés membran jon létre, amelyet fagofornak neveznek (49). (4. dbra)

Fagofor

Autofagoszoma Autofagolizoszoma

4. abra Az autofdagia molekuldris mechanizmusa (sajat készitésii abra)

Kiilsé ingerek hatdsara a kezdeti 1épésben a Beclinl fehérje disszocial a Bcl-2,
antiapoptotikus fehérjével alkotott kotésébdl, igy az aktivalt ULK komplex aktivalni képes a
Beclinl PI3K-al alkotott komplexét. A Beclinl allvanyként szolgal a PI3K komplex szamara,
amely egy foszfatidil-inozitol 3-kinaz és miikodése soran a kettds membranon hozza létre
foszfatidil-inozitol-trifoszfatot (PIP3), amelyen keresztiil horgonyzddnak ki a folyamathoz
sziikséges fehérjék (17). Tobbek kozott az LC3 fehérje is, amely a membran kiils6-belsé
oldalahoz kapcsolodik. A kialakuld autofagoszoma feliiletén az ATG 4 altali proteolitikus
hasitas révén és a foszfatidil-etanol-aminnal torténd konjugalas kovetden alakul ki az LC3 1
formajabol az aktiv lipidalt LC3 II forma (49). Ekézben a p62 képes felismerni és UBA
doménjének koszonhetden megkotni a lebontasra szédnt anyagokat és azokat a fagofor
belsejébe iranyitani, ahol a LIR (LC3-interacting region) motivumanak segitségével a LC3
II fehérjéhez kotddik. A lebontand6d aggregdtumok koriil zarédik az autofagoszoma, amely
aztan lizoszomaval olvad 0ssze. Ennek sordn a bels6 membran altal hatarolt vezikulum a

benne levd tartalommal egyiitt hidrolitikus enzimek altal lebontasra kertil (35, 49).
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Az autofagia értékelésének leggyakoribb morfologiai  megkozelitése az
elektronmikroszkopia, amelynek felbontasa révén direkt modon vizsgalhato a fagofor, az
autofagoszoma ¢€s az autofagolizoszoma ultrastruktaraja (50, 51). A folyamat teljes
egészének molekularis szempontbdl vald vizsgalata a fobb autofag fehérjék (Beclinl, LC3,
p62) expresszios szintjének meghatarozéasaval torténik (50). Munkacsoportunk egy korabbi
tanulmanyban APAP kezelés hatdsara mutatta be egér mdaj mintdkon, hogy az
elektromikroszkép  segitségével detektalt autofagvakudlum megjelenése ¢és az
immunhisztokémiailag detektal Beclinl, LC3 és p62 hogyan viszonyul egymashoz (52).

Az autofagia a ROS elleni védekezésben is szerepet jatszik, amelyben a p62 fehérjének
van jelentds funkcidja, mert KIR doménja segitségével megkdti a Keapl fehérjét, amely egy
intracellularis ROS szenzor. Normal koriilmények kozott a Keapl negativan szabalyozza a
Nrf2 expressziojat azaltal, hogy eldsegiti annak ubiquitindcidjat. Az oxidativ stressz hatasara
azonban megnd a sejtekben a ROS koncentracio, a Keapl disszocial Nrf2-rél és a p62
fehérjéhez kotddik. Ez eldsegiti az Nrf2 sejtmagba vald transzportjat, ahol képes aktivalni a
promdteriikben ARE (antioxidant response element) szekvenciat tartalmazo gének
transzkripcidjat, melyek a sejtek oxidativ stressz elleni védelmét segitik. Ezenkiviil a p62
fehérje képes noveli a Nrf2 aktivacigjat, a p62-Keapl kolcsonhatasnak koszonhetden a
Keapl fehérjét autofagias lebontasra itélheti (53, 54).

A tilzott ROS termelés egyik f6 forrasa a sériilt, eloregedett mitokondriumok is
lehetnek (55). A sériilt mitokondriumok eltavolitdsa szintén az autofagian, vagyis annak
egyik formajan a mitofagian keresztiil zajlik, de a folyamat ebben az esetben eldkészitd
1épéseket is igényel. (56). A mitokondriumok Osszefiiggd haldzatokat alkotnak ¢és az ATP
eldallitaisanak f6 helyszinei. A halozat morfologidja képes meghatarozni az autofagia
sejtvalaszat is, mivel a hosszukds mitokondriumok megovasra keriilnek az autofagias
lebontastol, hogy fenntartsak a fokozott ATP termelést. A sériilt mitokondriumok hal6zata
azonban fragmentalodik a lebontds eldtt, mert a ,,feldarabolodas” szignalként szolgél a
mitofagia szdmara (57). A mitokondriumok alapozéasa a Pink1-Parkin fehérjéken, vagy a Nix
¢s Bnip3 mitofag receptorokon keresztiil torténik (58).

Az autofagia hidnya vagy kéarosodasa kapcsan a diszfunkciondlis mitokondriumok a

ROS ¢és az oxidativ stressz altal sulyos sejtkdrosodést, gyulladast, onkogén mutaciokat és
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malignus transzformdciot indukdlnak (59). Ezért tdbben hangsulyoztak a sériilt
mitokondriumok és a mitofagia detektalasanak jelentdségét, amellyel informaciot
szolgaltathatnak egyes betegségek allapotarol (60). A fentiekbdl kovetkezik, hogy a
mitokondriumok eliminélésa tobblépcsds, Osszetett folyamat eredménye, amelyet egyetlen
paraméterrel vizsgalni nem lehet. Szdmos tanulmanyban indirekt moddszerként a
mitokondrialis massza/tomeg vizsgadlatdbol ¢és a mitofagia folyamatanak egyiittes
analizisébdl kovetkeztetnek a mitokondrialis halézat allapotara (52, 60), amelyet
kiegészitenek a mitokondridlis energiatermelés ellenerdzésével, az oxidativ foszforilacid
markereinek detektalasaval (61, 62).

A mitokondrialis tomeg detektalasara a mitokondrialis kiilsé membranon elhelyezkedd
TOMM20 fehérje is hasznalhatd. A receptor a TOM komplex része és feladata a citoszolban
keletkezd mitokondrialis pre-proteinek felismerése €s a komplex tobbi fehérjéivel egyiitt
mitokondrium halozatba juttatisa. A TOMM?20 expresszidja a sejtben az elérhetd teljes
mitokondrialis hal6zatot, az aktiv és a sériilt mitokondriumokat egylittesen prezentalja. Egyes

vizsgalatokban expresszios szintje Osszefiiggést mutatott a mitofagiaval. (52, 60, 63).

2.3.2.2 Az autofagia klinikai jelentdsége

Az autofagia valtozatos funkcidi, valamint a mdj sejttipusaira jellemzd egyedi
tulajdonsagai arra utalnak, hogy a maj normal miikodése és a betegségek megeldzése erésen
fligg az autofagiatol (48). Igy az autofigia megvaltozasa fontos szerepet jatszik, a
majbetegségek patogenezisében is (64). Az autofagia altal a lizoszomak a lipidcseppeket
zsirsavakra bontjdk normal koriilmények kozott. Az autofagia markerek csokkenése viszont
hozzajarul a szteatotikus majszovet kialakulasdhoz, amelyet NAFLD-ben és NASH-ben irtak
le (59). Ezért az autofagia aktivalasa a majsejtekben terapias megkozelitést jelenthet, melyet
igazol, hogy az ATG7 tulzott expresszidja magas zsirtartalmu étrenddel taplalt egerekben
javitotta a zsiros m4j allapotat és az inzulinrezisztencia mértékét (12)

Az autofagia felhasznalhato az intracellularis mikrobidlis kérokozok eltavolitadsara
xenofagia révén a sejtekben. Szdmos patogén virus, koztik a HBV és a HCV is, olyan
mechanizmusokat fejlesztettek ki, amellyel sajat replikéciojuk tamogatasara hasznaljak fel

az autofagiat (65). A HBV-vel ellentétben a HCV az autofagiat nem csak a replikacidjahoz,
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hanem a virus partikulumok 6sszeszerelddéséhez, a fert6zés lefolytatdsahoz, a velesziiletett
immunvalasz elkeriiléséhez és kronikus fertdzés esetén pedig a fert6zott sejtek tiléléséhez és
fenntartdsahoz is felhasznalja (17, 65).

Az alkohol indukalta, metabolikus eredetii €s virushepatitisben az autofagia vizsgalata
hozzajarult a patogenezisiik mélyebb megértésé¢hez (12, 38), mig az ismeretlen etiologiaju
AIH esetén az autofagidra vonatkozd ismeretek korlatozottak (66).

Az autofagia csOkkenése a majszovet karosodasat okozza ALD-ben, amely
szteatohepatitist é¢s HCC-t eredményezhet. A HCV fertdzés esetén a megndvekedett
autofagia tdmogatja a virus replikaciojat és a kronikus fertézés talajan alakul ki a HCC (38,
64). Igy az autofagia kettés szerepe, az elmilt évek vizsgélatai szerint mas daganatokhoz
hasonldan, majtumorok esetében is fellelhetd (38). A HCC-ben az autofagia hianyossagai
olyan karosodott makromolekuldk és organellak felhalmozdodasahoz vezetnek, amelyek
megbontjak a sejtek egyenstlyat. A malignus transzformécio6 soran az autofagia citoprotektiv
folyamatként, foképp tumorszuppresszorként mukodik, csokkentve a sejteket karosito
stresszt. Az autofagia tumor promoterként is funkciondlhat olyan HCC tumorokban, ahol
sz€lsdséges kornyezeti viszonyok (korldtozott tapanyagszint, magas energiaigény)
jellemzoek. Ekkor az autofagiat adaptiv sejtvalasznak tekintik, mert a tumorsejt a tulélést
probalja biztositani a folyamattal (35, 38, 48). Egyesek szerint, ha az autofagia timogatja a
rakos sejtek tulélését, akkor hozzajarulhat az attétek €s a kemoterdpids rezisztencia
kialakulasahoz is HCC-ben (67).

CC esetében a kronikus gyulladast tekintik a malignus transzformacio egyik fo
kockézati tényezdjének (6). A CC karcinogenezise sordn a gyulladast szabalyoz¢ jelatviteli
utvonalak koziil szamos ismert, mint autofagia szabalyozoja (példaul IL-6). A kolangiocitak
onkogén transzformacioja korreldl az IL-6 tartdés expressziojaval, ami csokkent autofagiat
eredményezhet STAT3 utvonalon és Beclinl-Bcel2 géatlason keresztiil, valamint fokozott
ROS termelést ¢és mitokondridlis karosodads produkalhat (35). A kiilonb6zo
szignaltranszdukcids palydk és CC kapcsolatanak a vizsgalatakor tették azt a felfedezést is,
mely szerint a PI3K/AKT/mTOR tengely hibds miikodése is befolyasolhatja a CC
kialakulasat, amely az autofagia egyik f6 negativ szabalyzoja. Az eddig feltart irodalmi

adatok azt sugalljak, hogy az autofagia fontos szerepet jatszhat a CC patomechanizmusaban
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¢s stresszes koriilmények kozott adaptiv mechanizmusként is viselkedhet CC-ban, a HCC-
hoz hasonléan. Azonban ugyanezen publikaciok hangsulyozzak azt is, hogy az autofagia
pontos szerepének megértés¢hez a CC patogenezisében €s progresszidjaban mindenképp

tovabbi vizsgalatok sziikségesek (35).
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3 Célkitiuzések

A fenti irodalmi attekintés ravilagitott a majbetegségek jelentéségére epidemioldgiai
szempontbol, valamint a diagnosztika ¢és a terapia problémaira. A molekularis
mechanizmusok megismerése mind a kronikus maéjbetegségek, mind a madjdaganatok
tertiletén 10j tavlatokat nyitott, nemcsak elméleti sikon, hanem ezen betegségek jobb
felismerése ¢és kezelhetdsége szempontjabol is. Ezen ismeretek figyelembevételével
fogalmaztuk meg célkitlizéseinket, melyek a kronikus majbetegségek, ezen beliil a kronikus
hepatitis kiilonb6zé formainak, igy a CHC és az AIH, valamint egyes j6 (FNH) és
rosszindulatd (HCC, CC) majdaganatok molekuléris alapjainak jobb megismerését célozta.
A koz0s 0sszekotd kapocs ezen nem-daganatos és daganatos korképek kozott az autofagia és
a mikroRNS expresszio szabalyzasanak jobb megismerése volt.

Munkénk kiinduldsat emberi anyag — biopszias mintdk és sebészi rezekatumok —
képezték. Az ezeken tett ismereteink sarkaltak tovabbi in vitro vizsgélatokra CC és HCC-
eredetli sejtvonalakon, melyekkel az autofagia és mikroRNS szabalyzas, valamint terapias

valasz jobb megismerést céloztuk.

A fenti szempontok alapjan a célkitiizésiink soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik
a valaszt:

1. Az autofagia, a mitokondrialis tomeg €s a mikroRNS expresszio kiilonbozik-e a
szteatozissal, a fibrozis stadiumaval és a nekroinflammacié fokozataval?

2. Van-e kiilonbség a mikroRNS expresszioban a nem-tumoros, premalignus,
benignus ¢és malignus majelvaltozasok kozott és igazolhato-e jellegzetes
mintdzat az egyes elvaltozasokban?

3. Azegyes autofag fehérjék expressziodja kiilonbozik-e a humén CC és HCC esetén
¢és van-e valtozas a kornyezd nem-daganatos majhoz viszonyitva? A véltozas

Osszefligg-e detektalhaté mitokondridlis diszfunkcidval?
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. Az autofag markerek ¢és mitokondridlis fehérjék jellemzik-e a kiillonb6zo

anatomiai kiinduldsu CC-t, az ujabb felosztast kdvetve (iCC, pCC, dCC) és a

tumor differencialtsagi fokat, valamint tiikrozik-e az eltérd patogenezist?

. Van-e 0sszefiiggés a betegek tulélése és a vizsgalt autofag fehérjék expresszidja

kozott CC és HCC esetén?

. Mutatkozik-e eltérés in vitro iCC, eCC ¢és HCC eredetli sejtvonalak

mitokondrialis morfologidja és a fluoreszcensen jelolt autofagoszémaiban?
Indukélhato-e ¢és van-e kiilonbség az autofagia Rapamycinnel vagy

kemoterapids szerekkel valé indukcidjaban a kiillonboz6 eredetii sejtvonalakban?

. Befolyasolhato-e autofag-inhibitor alkalmazisaval az egyes sejtvonalak

kezelésre adott proliferacids valasza?
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4 Anyagok és Modszerek

4.1 Betegek ¢s szovetmintak

Vizsgalatainkhoz Osszesen 279 db formalinnal fixalt paraffinba agyazott (FFPE)
sebészeti rezekdtum, valamint maj tlibiopszias anyagot valasztottunk ki a Semmelweis
Egyetem L. sz. Patoldgiai és Rékkutatd Intézet és II. szamu Patologiai Intézet archivumabdl.
Az elemzéseket retrospektiv modon végeztiik és az Egészségligyi Tudoméanyos Tanacs
(ETT) TUKEB (Tudomanyos ¢és (45727-
2/2013/EKU).

Kutatasetikai Bizottsdg) engedélyével

Az elemzett 63 tlibiopszids mintabol a diagndzis 45 esetben kronikus hepatitis C

(CHC), 18 esetben autoimmun hepatitis (AIH) volt. Az esetek klinikopatoldgiai

jellemzdjiiket a 1. tdblazatban Gsszesitettem.

1. tablazat A kronikus hepatitis diagnozisu mintak klinikopatologiai adatai

Etiologiai alcsoportok
Jellemz6k CHC AIH
(n=45) (n=18)
Atlagéletkor 48,88 43,4
Nem (férfi/no) 31/14 5/13
Szteatozis
negativ (0 = 5% alatti) 12 14
gyenge (1 =5-33%) 14 2
kozepes (2 =34-66%) 14 2
magas (3 = 66% feletti) 5 0
Fibrozis stadium (F)
F1 18 3
0 (F1-F2) 13 (€2)) 4 (7)
F3 3 10
P4 (F3-F4) 1 (14) ) (11)
Nekroinflammdcios osztdalyozds
Gyenge (6 alatti) 25 4
Kozepes (7-12) 18 3
Stlyos (13-18) 2 11

(CHC: Hepatitis C, AIH: Autoimmun hepatitis)
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A kronikus hepatitis mintak esetében a mintavétel minden esetben diagnosztikai céllal
tortént, a betegek kezelésének megkezdése eldtt. A kivalasztds sordn kizartuk a vegyes
daganatos majbetegségben szenveddk anyagait, valamint az elérehaladott cirr6zist mutato,
illetve gyogyszeres kezelésen atesett pacienseket. A kronikus hepatitises betegek ¢letkora 18
— 73 év kozott volt, az atlagéletkor a CHC-ben 48,8 év, mig AIH-ben 43,4. A nemek aranya
a CHC csoportban 31 férfi és 14 n6, AIH diagndzis esetében pedig 5 férfi és 13 nd. Patologus
szakorvos bevonasaval a fibrdzis, szteatozis és a nekroinflammaciot is ujraértékeltiik. A
fibrozis mértékét METAVIR score szerint adtuk meg FO-F4-ig (68), amely értékelést
felosztottunk alacsony (F1-2) és magasabb (F3-4) fibrézist mutaté kategéridkra a tovabbi
elemzések sordn. A nekroinflammaciot az Ishak altal modositott Knodell hisztologiai
aktivitasi index szerint 0-18-ig értékeltiik (69), amelyet felosztottunk gyenge (6 alatti),
kozepes (7-12) és sulyos (13-18) gradusu csoportokra. A zsir mennyiségét szazalékosan
hataroztuk meg, amelyet a kovetkezOképpen csoportositottunk: 5% alatti negativ, 5-33%
kozotti gyenge, 34-66% kozotti kozepes és 66% feletti magas zsirlerakodas (70).

A mikroRNS expresszi6 vizsgalatdhoz 22 FNH, 45 cirrdzis és 24 HCC, valamint 15
nem daganatos méjmintat gylijtottiink ki az archivumbodl. A majcirrdzis mintdink 30 HCV
fert6zés indukalta cirrozisbol és 15 pedig HCC-t koriilvevo cirrdzisbol szarmaztak. A 30
majcirrdzis mintdk olyan betegekbdl szarmazta, akik orthotopikus méjtranszplantacion estek
at, vaszkularis és/vagy parenhimalis dekompenzalt cirrdzis miatt. Az dsszes beteg életkora
23 ¢és 82 év kozott volt, az atlag életkor pedig 49,5 év volt. A betegek klinikopatologiai
Osszefoglalasat a 2. tablazat mutatja. Az 6sszes HCC eset cirrotikus majbol alakult ki, és a
szOovettani osztalyozas szerint az alacsony/magas differencialtsagi fok aranya 14/10 volt. A
cirrotikus és a HCC esetekben az etiologia HCV-fert6zés, alkoholfogyasztds vagy a kettd
kombinaciodja volt. 28 HCV-fert6zott beteg részesiilt antiviralis kezelésben; 8§ cirrdzis esetén
a romlott egészségi allapot miatt nem lehetett megkezdeni a kezelést, 5 esetben pedig a

kezeléssel kapcsolatos informacidkat nem ismertiik.
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2. tablazat Cirrozis, HCC és FNH esetek klinikopatoldgiai 6sszefoglalasa

(nﬁssz: 91)
Cirrézis | HCC FNH

Esetek szama: 45 24 22
Nem

Férfi 31 20 1

Noi 14 4 21
Atlagos életkor: 53,1 61,5 37,2

(minimum-maximum) (27-81) | (42-82) | (23-66)
Etiologia:

HCV fert6zés 27 8

HCYV fert6zés + alkohol 5 1

Alkohol bevitel 9 6

Ismeretlen 4 9
Antiviralis HCV kezelés:

Kapott 21 7

Nem kapott 8

Ismeretlen 3 2
Végstadiumu cirrozis jellemzoi:

CHILD A 6

CHILD B 16

CHILD C 8

ascites 14
HCC:

Alacsony differencialtsagi foku 14

Magas differencialtsagi foka 10

HCC - hepatocellularis karcinoma, FNH - fokalis nodularis hiperplazia,
HCV hepatitis C virus, CHILD - Child-Turcotte-Pugh Score

A szoveti multiblokkok (TMA) készitéséhez 6sszesen 70 kolangiokarcindma (CC) és
31 CC koriili nem tumoros majszovetet €és 9 hepatocellularis karcinoma (HCC) mintat
gyljtottiink ki a 2007-2015 kozotti évekbdl. A betegek nem részesiiltek kemo-, illetve
radioterapidban a miitét el6tt, valamint mas daganatos megbetegedést nem diagnosztizaltak
a pacienseknél. A tumor mintdkat a 2017. januar 1.-én megjelent 8. TNM rendszer alapjan

két patologus szakorvos bevonasaval értékeltiik ujra. Az CC szdvetmintakat a ma hasznalt
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klasszifikacidnak megfeleléen intrahepatikus, perihilaris és disztalis kategoridkra osztottuk.

A vizsgalt sebészeti rezekatumok klinikopatologiai jellemzdit a 3. tdblazat mutatja.

3. tablazat A TMA készitéhez felhasznalt sebészetileg eltavolitott tumoros mintak

klinikopatologiai jellemzo6i

eCC
. iCC (n=42) HCC
Jellemzok (n=28) pCC dCC (n=9)
(n=19) (n=23)
Nemek aranya (férfi/néd) 7/21 10/9 12/11 8/1
Atlagéletkor (évek) 60,45 64,25 65,91 64,23
M€dién teljes tulélési id6 20,67 7.27 14,9 87.9
(honap)
A kornyezo nem tumoros 10 10 1 0
minta
Differencialtsagi foka (Grade)
| 6 5 3 1
11 15 9 12 6
111 7 5 8 1
IV 0 0 0 1
Stadiuma (8. TNM alapjan)
IA (6) I(1) 1A (6) IB (3)
IB (6) 1 (10) IIB (16) IT (4)
11 (10) IIA (1) IIB (6) IIA(1)
1B (1) 1B (1) IVB(1)
IV (5) 1IIC (6)

(iCC: intrahepatikus kolangiokarcinoma, eCC: extrahepatikus kolangiokarcinoma, pCC:
perihilaris kolangiokarcinoma, dCC disztalis kolangiokarcinoma; HCC: hepatocellularis

karcinoma)

4.2 RNS szintli vizsgalatok
4.2.1 Total RNS izolalas

A mikroRNS kifejezddésének meghatidrozdsahoz a szovetmintakbol total RNS
izolalast végeztiink. A biopszids mintakat patologus szakorvos ismételten ellendrizte a
diagno6zis pontossdga szempontjabol. A teljes RNS izoldlas 3x5 pm vastag mintabol a

RNeasy FFPE kit (Kat.sz.: 73504; Qiagen, Venlo, Németorszag) segitségével a gyarto altal
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javasolt utasitasok szerint, mikroRNS-re optimalizalt médon tortént. A genomidlis DNS
szennyezddés eltavolitasat Turbo DNA-Free kit-tel végeztiik a gyartd protokollja szerint
(Kat.sz.: AM1907; Ambion by Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, USA). Az izolalt
Technologies; Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével
mértiik meg, ¢s a RNS mintékat felhasznalasukig - 80 °C-on taroltuk.
4.2.2 mikroRNS-ek kifejezédésének meghatarozdsa CH, fokalis nodularis hiperplazia
(FNH), cirrozis, HCC és normal méj mintakban

A mikroRNS-ek expressziojat TagMan MicroRNA Assay-vel Life Technologies;

Thermo Fisher Scientific Inc.), valds idejli PCR-en alapulé modszerrel hataroztuk meg. A

vizsgalatainkhoz hasznalt mikroRNS-ek listdja a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat A kivalasztott mikroRNS-ek listaja

A CHC és AIH esetek vizsgalatahoz

Azonosito mikroRNS
002099 hsa-miR-224-5p
002253 hsa-miR-101-3p
002623 hsa-miR-155-5p
000508 hsa-miR-204-5p
001187 hsa-miR-140-3p
001093 RNU6B

Az FNH, cirrozis, HCC és normal
maj mintak vizsgalatahoz

Azonosito mikroRNS
000393 hsa-miR-17-5p
002422 hsa-miR-18a-5p
000397 hsa-miR-21-5p
000426 hsa-miR-34a-5p
002245 hsa-miR-122-5p
000462 hsa-miR-140-5p
000494 hsa-miR-195-5p
000512 hsa-miR-210-3p
002306 hsa-miR-214-3p
000524 hsa-miR-221-3p
002276 hsa-miR-222-3p
002295 hsa-miR-2233p
002099 hsa-miR-224-5p
000543 hsa-miR-328-3p
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A cDNS szintézist TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Kat.sz.: 4366597;
Applied Biosystem; Thermo Fisher Scientific Inc.) segitségével végeztiik, a gyarto utasitasai
szerint. A reakciot a biopszids mintaknal 20 ng, a rezekdtumoknal 10 ng total RNS-bol
végeztiik 7,5 ul végtérfogatban. A reverz transzkripcié Eppendorf Mastercycler Gradient
PCR késziilékben tortént. A qPCR-t TagMan Universal Master Mix II no UNG (Kat.sz.:
4440048; Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific Inc.) felhasznéladsaval a gyartd
ajanlasat figyelembe véve végeztik el, 10 pl végtérfogatban, amely 0,65 ul reverz
transzkripciods terméket tartalmazott. A reakciot triplikatumban futtattuk le a LightCycler 480
IT (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) berendezésben. A relativ expressziot ACq (ahol a
AC3=Cyq (referencia gének atlaga)-Cq (vizsgalt miRNS)) képlet alapjan szamoltuk. A CHC, AIH mintak
eredményeinek vizsgalatakor a 224 formulét alkalmaztuk és a miR-140—et é&s RNU6B atlagat
hasznaltuk, mint a legstabilabb referenciagén. A mikroRNS expresszi6 vizsgalata FNH,
cirrdzis, HCC esetében a 2244 formulat hasznaltunk fel, amikor is a miR-140 és miR-328
atlaga szamitott referencianak. A FNH, cirr6zis, HCC minték vizsgalt mikroRNS expresszid
értekekeit normalizaltuk a normal mintdk vizsgalt mikroRNS expresszidinak median
értékeivel. A legstabilabb referenciagén meghatarozasat minden esetben a NormFinder

applikécioval végeztiik (71).

4.3 Immunhisztokémiai vizsgalatok

LC3, p62, TOMM20 expresszido meghatarozast végeztiink immunreakcio segitségével
a CHC és az AIH mintdkban. A 9 HCC-bol, 70 CC-bol és 31 CC kornyezd szdveteibdl
multiblokkokat készitettink a Beclinl, LC3, p62, TOMM20, COX4 ¢és Ki-67

immunhisztokémiai detektalasahoz.

4.3.1 Szoveti multiblokk (TMA) készitése

A vizsgalatunkban 5 db TMA blokkot készitettiink a 3D Histech (1122, Budapest,
Hungary) cég automatizalt TMA Master késziilék felhasznaldsaval. Fénymikroszkdppal a
patologus szakorvos reprezentativ teriileteket jelolt ki a donor blokkbol késziilt hematoxilin-
eozininnal (HE) festett metszeteken, ami alapjan 2 mm vastagsagl szovethengereket
duplikatumba kiszlrtunk és azokat az iires recipiens blokkba helyeztiik. A befogad6 blokk

az automatizalt technika segitségével egy elore elkészitett standard méretli paraffin blokk
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volt, amely 5x10 féréhelyes €s az tigynevezett core-ok kozott 0,75 mm tavolsag volt. A
konnyebb tajékozdodas érdekében jelzéanyagot (colon és pankredsz szovet) helyeztiink el a

blokkokban elézdleg rogzitett pozicidban.

4.3.2 Immunhisztokémiai reakciok

Az biopszias és a TMA FFPE blokkokbol frissen, 3-5 um vastagsagii Superfrost
UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific, Gerhard Menzel GmbH&Co., Braunschweig,
Germany) targylemezekre késziilt metszeteken tortént az immunhisztokémiai detektalas. A
reakciok a Ventana BenchMark XT (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, Arizona, USA)
automatizalt immunfestd automataban késziiltek. A deparaffinizalas kdveton 30 perces 95
°C-on feltaras és endogén peroxidaz blokkolds kovetkezett. A primer antitestek Antibody
Diluent-ben (Ventana Medical Systems Inc.; Ref.: 251018) higitva 42 °C-on 30 percig

inkubalodtak a mintdkon. A felhasznalt elsddleges ellenanyagok jellemzdit, gyartoit és az

alkalmazott higitasukat az 5. tablazatban tiintettem fel.

5. tablazat Az elsédleges antitestek jellemzdik

Primer Klonalitas/ Gvarté Kat. Sz Higitasi Pozitiv
Antitestek Species y "7 | arany kontroll
Cervikalis
BECNI1 Poliklonalis, Santa Cruz i karcinoma
(H-300) nytl Biotechnology | S¢ 11427 | 1100 /humén
szivizom
Poliklonalis, Novus NB-100- ) Cervikalis
LE3 nyul Biologicals 2331 1:200 karcinoma
p62 | Monoklondlis, | 00| abseals | 1:1000 | Hepatocellula
eger ris karcinbma
TOMM20 | Monoklonalis, Santa Cruz ) Cervikalis
(F-10) eger Biotechnology sc-17764 1:200 karcinoma
Cox4 Monoklonalis, Santa Cruz sc- 1:100 Ir{elll(rt?l?;l
(F-8) egér Biotechnology | 376731 Karcinoma
Ki-67 Monoklonalis, ) .
(AC3) egér Dako 274-11 1:200 Tonsilla

Az automataban felhasznalt masodlagos antitestet és egyéb reagenseket a Ventana

Medical Systems gyartd altal ajanlott UltraView Universal DAB Detection Kit (LOT:
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B03403, REF: 760-500) tartalmazta. Az el6hivdis HRP Multimer alapu biotin-mentes
detektaldsi  technikaval  3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB)  kromogén
hasznalasaval tortént a gyartd eldirasainak megfelelden. Hattérfestésként hematoxilint (REF:
790-2208) és ,,bluing” (kékitd) reagenst (REF: 760-2037) alkalmaztunk. A reakciok negativ
kontrolljanak alkalmazéasakor a primer antitestet elhagytuk és csak az antitest higitdé oldat
kertilt a metszetekre. Pozitiv kontrollok esetében az egyes elsddleges antitestek gyartdi altal

javasolt FFPE mintak voltak, amelyeket szintén az 5. tablazatban tiintettem fel.

4.3.3 Reakciok értékelése, morfometria

Az elkésziilt immunhisztokémiai reakciokat digitalizaltuk Mirax Midi Slide Scanner
(3D Histech, Budapest, Hungary) segitségével és a kiértékeléshez a Panoramic Viewer
Programot (3D Histech) hasznaltuk. A kivalasztott nagyitasu latotérben (40x objektiv) a
reakcidkat egymastol fliggetlen két vizsgald szemikvantitativ modon értékelte. Citoplazmas
kifejezoddést mutatd Beclinl, LC3, p62, TOMM20, COX4 reakciok esetében az
immunreakciok erésségét és is kiterjedését is osztalyoztuk. Igy minden eset kapott egy
értéket, amely a pozitivan festddo sejtek szézalékos aranyabol és a festddés intenzitasanak
erdsségének Osszegébdl tevddott dssze. A reakciderdsség pontértékei a kovetkezok voltak: 0
pont - negativ reakcio; 1 — minimalis, 2 — gyenge, 3 — kdzepes, 4 — erds; 5 — intenziv reakcio.
A pozitivan festdd0 sejtek szazalékos aranyat a kovetkezOk szerint adtuk meg: (0) < 6%, (1)
6-20%, (2) 21-40%, (3) 41-60%, (4) 61-80% és (5) > 81%. A nuklearis megjelenést mutatd
Ki-67 reakcid esetében tiz random kivalasztott nagy nagyitasu latotérben (40 objektiv) 100
- 100 sejtet vizsgaltunk és csak a pozitiv reakciok kiterjedését szézalékosan értékeltiik, a

latoterek értékeit pedig atlagoltuk.

4.4 Sejttenyé€sztés, in vitro vizsgalatok

A mitokondrialis halozat és az autofagia vizsgalatdhoz 3 sejtvonalat hasznaltunk: a
HuH-28 (iCC eredetii); TFK-1 (eCC eredetil), valamint a HepG2 (HCC eredetii), amelyeket
a Heidelbergi Egyetem, Patologia Intézet (Stephanie Roessler) bocsajtott rendelkezésiinkre
Szabo Erzsébet Ph.D, tudomanyos munkatars kiilfoldi tanulmanyutja keretein beliil. A sejtek
tenyésztéséhez RPMI-1640 (Kat. sz.: 21875091; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) médiumokat hasznaltuk 10% fotalis borju savo (0,2 um
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szlirdvel sterilre sziirt FBS, Kat. sz.: P40-37500 - Pan Biotech, Aidenbach, Németorszag) €s
1% Penicillin-Streptomycin antibiotikumok (Kat.sz. P0781, Sigma-Aldrich Saint Luise,
Missuri, USA) és 1% 200 mM L-Glutamine (Kat. sz.: P04-08100; Pan Biotech, Aidenbach,
Németorszag) mellett. A sejteket 37 °C-on, 5 %-0s CO; koncentracié mellett T25, T75
tenyésztoflaskakban tenyésztettiik. Az adherens sejteket 3-4 naponta passzaltuk tripszinnel
(Kat. sz.:25200056; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA).
4.4.1 Sejtvonalak, anyagok ¢€s kezelések

Vizsgalatainkhoz 6-, 12-, illetve 96-lyuku plate-eket hasznéltunk és a kisérlet tipusatol,
az inkubacios idejétdl, az alkalmazott technikatdl és a sejt proliferacios tulajdonsagatol
figgden. Kezelések sordn eldszor mindig megvartuk a sejtek letapadasat (24 h), ezt kovetden
médiumot cseréltiink és a friss médium tartalmazta a vizsgalni kivant kezeldszert. A DMSO-
t (Kat.sz.: D2650, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) hasznéltunk a hatéanyagok
feloldasara: Sorafenib (Kat. sz.: CAS284461-73-0; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Németorszag), 5-Fluoro-uracil (5-FU, Kat. sz.: F6627, Sigma-Aldrich) és Rapamycin (Rapa,
Kat. sz.: R0395, Sigma-Aldrich) esetében. Ezeknél a kezeléseknél a kontroll, kezeletlen
minta mellett egy DMSO-val kezelt kontroll sejtvonalat is inditottunk, figyelve a DMSO
hatasat a sejtekre, ezért a kezelések soran maximalisan alkalmazott oldoszermennyiséget
adtuk hozza a sejtek médiumahoz, igy a DMSO koncentracidja minden esetben kevesebb
volt, mint 0,1%. A kloroquint (CQ, Kat sz.: C6628, Sigma-Aldrich) vizben oldottuk. A
kezelések idotartamat és a kezeldszer dozisait irodalmi adatokbdl nyertiik, de a sejtek
proliferacids valaszait is figyelembe vettiik.

Immunfluoreszcens technika segitségével detektaltuk a mitokondridlis morfologiat és
az autofagia a sejteken A vizsgalathoz HuH-28, TFK-1 esetében 1x10°, HepG2 esetében
8x10* kezdd sejtszammal inditottuk a tenyésztést 12 lyukd plate-be kor alakl feddlemezen,
a letapadas utan pedig még 24 h keresztiil novesztetiik a sejteket. Az autofagia detektalasahoz
50 uM CQ-val is kezeltiik a sejteket 24 h keresztiil.

A sejtek Rapamycin, mint mTOR gatlé és a kemoterdpias szerek altali autofagia
indukalhatosagat Western Blot analizissel vizsgaltuk. A HuH-28 4,5x10°, TFK-1 5x10° és a
HepG2 3x10° sejtszammal tettiink ki 6-lyuku plate-re. A mTOR inhibitor alkalmazasakor a
sejtvonalakat 24 h keresztiil inkubaltuk, 0,2 uM Rapa, 50 uM CQ ¢és a két szer kombinacidjat
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alkalmazva. A kemoterapids szerek vizsgalatakor az 5-FU-val (0, 10, 50, 200, 400 uM
koncentraciokkal) és Sorafenib-bel (0, 5, 10, 15, 20 uM koncentracidokkal) 48 és 72 dran
keresztiil végeztiik a kezelést.

Az irodalmi adatok mellett a Western blot vizsgélatoknal a kezeldszer koncentracidit
¢és kezelési 1d6 kivalasztasanal a sejtek 5-FU-val 10, 50, 200, 400 uM koncentracidira €s
Sorafenib-bel 5, 10, 15, 20, 25 uM koncentréacioira adott valaszait is figyelembe vettiik, amit
a proliferaciés aktivitas vizsgalataval kovettiink. Tovabba proliferacios aktivitassal
vizsgaltuk azt is, hogy javithaté-e a kemoterapias szerre adott sejt valasz az autofagia
inhibitor, CQ alkalmazasaval. Igy az 5-FU és a Sorafenib-et az egyszeres kezelés mellett
kombinaltunk 10 uM, valamint 50 uM CQ-val is, és a kezeléseket szintén 96 lyuku plate-n
és 24,48, és 72 oras kezelési idovel végeztiik HuH-28, HepG2 esetében 5x10°, TFK-1 esetén
8x10° TFK-1 kezd§ sejtszammal.

4.5 Expresszios vizsgalatok

4.5.1 Immunfluoreszcens reakcidk sejtenyészeteken

A mitokondriumok detektalasara Mitotracker Orange CMTMRos (Kat. sz.: M7510;
Life Technologies Eugenes, Oregon, USA) ¢és Mitoview Green-t (Kat. sz.: 70054, Biotium
Inc.; Fremont, Kalifornia, USA) immunfluoreszcens festékek hasznaltuk. Az autofagia
mikroszkopos megjelenitéséhez Monodansyl-cadaverint (Kat.sz.: D4008, Sigma Aldrich)
(MDC) alkalmaztuk. A sejtek kezeléseit a fentebb leirt mdédon, az immunfluoreszcens
reakcidkat pedig a gyartok protokollja alapjan végeztiink el. A reakcidkat Leica DM-RXA
széleslatoteres fluoreszcens mikroszkop (Leica, Wetzlar, Germany) segitségével értékeltiik
¢s fotoztuk, a képeket Leica CW4000 FISH Visualisation és Documentation Software (Leica
Microsystems Imaging Solutions Ltd., Wetzler, Germany) segitségével dokumentaltuk.
4.5.1.1 Mitokondriumok detektalasa

A mitokondriumok fluoreszcens meghatarozasdhoz hideg PBS-sel (Kat.sz.: 17-515;
Lonza Walkersville Inc. Walkersville, Maryland, USA) atmostuk a sejteket és 45 percig 37
°C-on inkubaltuk FBS nélkiili médiummal higitott 150 nM Mitotracker Orange CMTMRos
oldattal. A fedélemezen novesztett sejteket 4% formaldehiddel fixaltuk 12-lyukua plate-ben
¢s acetonnal mostuk 5 percig. A fixalt sejtekre 100 nM Mitoview Green-t alkalmaztuk 30
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percig 37 °C-on. A fed8lemezeket Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific, Gerhard
Menzel GmbH&Co., Braunschweig, Germany) targylemezekre rogzitettik Mounting
Medium with DAPI (Kat.sz.: LS-J1033-10; Vectashield, Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, USA) alkalmazasaval.
4.5.1.2 Autofagia detektalasa

A sejtek tenyésztOkozegét lecseréltik és 0,1 mM MDC-t tartalmazé médiummal
inkubaltuk 30 percig 37 °C-on, majd hideg PBS-sel tobbszor mostuk. A 12-lyuku plate-ben
a kor fedélemezre novesztett sejteket szobahOmérsékleten 10 percig 4% formaldehiddel
fixaltuk, és a fed6lemezekkel a fixalt sejteket fluoreszcens reakcidkhoz valo fedéanyaggal
(Kat. sz.: S3023; DAKO, Glostrup, Dania) rogzitettiik Superfrost UltraPlus® (Kat.sz:
J3800AMNZ; Thermo Fisher Scientific, Gerhard Menzel GmbH&Co., Braunschweig,

Germany) targylemezekre.

4.5.2 Western Blot analizis

A sejtekbdl szarmazo mintak fehérje expressziojat Western blot technikaval vizsgaltuk.
A sejteket begytjtottiik lizis pufferrel, amely tartalmazott 1 % proteinaz inhibitort (Kat.sz.
P8340, Sigma-Aldrich, Saint Luis, Massachuttests, USA) M-PER Reagenst (Kat.sz.:78501,
(M-PER) Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific Rockford, Illinois,
USA). Tobbszori vortexelés mellett jégen inkubaltuk 30 percig. Centrifugéalast (15 000 g, 30
perc) kovetden a feliiliszo fehérjetartalmat Pierce BCA Protein Assay (Kat. sz.: 23227,
Thermo Scientific Rockford, Illinois, USA) felhasznaldsaval EL-800 Microplate Reader
(BioTek Instruments; Bad Friedrichshall, Németorszag) késziilekkel 570 nm hullamhosszon
mértiik meg. Egyenlé mennyiségli — 35 pg — fehérjét 2- merkaptoetanol 4x Laemmli puffer
(Kat.sz.: 161-0747, Bio-Rad Laboratories Ltd. Hercules, Kalifornia, USA) 1:20 elegyével 7
percig 98 °C-on inkubaltuk, majd 15 %-os SDS-poliakrilamid gélen futtattuk. A mintak
futasdhoz a stacking gélhez alacsonyabb fesziiltséget (85 V), mig a szeparalé gélhez
magasabb fesziiltséget (150 V) alkalmaztuk. A gélrdl a fehérjéket 90 percig blottoltuk vizes
kozegben nitrocellul6z membranra (Kat.sz. 1620115; Bio-Rad Laboratories Ltd.) 4 °C-on 95
V-on. A membran t6bbszor mostuk Tween-20 (Kat. sz.: 1706531 Bio-Rad Laboratories Ltd.)
¢és Tris pufferolt sooldat 1:500 (TBST; Kat. sz. 1706435; Bio-Rad Laboratories Ltd.)
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elegyével, majd 1 o6ras 5 %-os TBST-ben higitott tejporos oldatban végzett blokkolasa utan

4 °C-on ¢jszakan 4t az 6. tablazatban feltiintetett primer ellenanyagokkal inkubaltuk.

6. tablazat A felhasznalt elsédleges antitestek és jellemzoik

Primer antitest | Klonalitas/Species Gyarto Kata} osus ng}tas1
szam arany
LC3 Poliklonalis, nyul Cell Signaling 4108 1:1000
p62 Monoklonalis, egér AbCam ab56416 1:1250
B-actin (AC-15) | Monoklondris, egér | Sigma-Aldrich A5441 1:2000

A megfelel6 masodlagos antitestek (1:2000; Kat.sz.: 31430 tormaperoxidaz (HRP)
konjugalt kecskében termelt anti-egér 1gG; és 1:4000 Kat.sz.: 32460, anti-nyul; Thermo
Scientific Rockford, Illinois, USA) 5%-o0s tejporos TBST-ben oldottuk fel, amiben a
membrant 2 6ran  keresztil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az el6hivashoz
kemilumineszcens (Kat.sz.: 1705060 S; Clarity Max ECL Western Substrates, Bio-Rad
Laboratories Ltd. Hercules, Kalifornia, USA) rendszert hasznaltuk ¢s a képeket a G:BOX
Chemi XR 5 (Syngene, Cambridge, Egyesiilt Kiralysdg) képdokumentacids rendszerrel
készitették. A kiértékeléshez pedig az ImageJ 1.46r (Bethesda, Maryland, USA) szoftvert

alkalmaztuk. A mintdk fehérje expresszidit a mintak f -aktin expresszidjahoz normalizaltuk.

4.6 Proliferacios aktivitds mérése

A sejtek proliferacios aktivitasat, illetve a citotoxitast mérésére a szulforodamin B
(SRB) modszerrel hataroztuk meg. Az SRB elektrosztatikusan és pH-fliggd modon kotédik
a fehérjék bazikus aminosav-maradékaihoz a fixalt mintdkban. A kezelések leallitdsa miatt a
kezeldanyagot és a médiumot eltavolitottuk a 96-lyuk plate-rdl, a sejteket &tmostuk hideg
PBS oldattal, és 1 oran at 10 % TCA oldattal 4 °C-on fixaltuk. Majd csapvizzel 5-szor
atmostuk ¢€s levegdn szaritottuk. A sejteket 1 % ecetsavban oldott 0,4 % SRB oldattal
festettiik 15 percig. A nem kotott festéket 1 % ecetsavval mostuk ki, a mosast tobbszor
megismételve. A kotott festéket 10 mM Tris bazissal oldottuk, és az abszorbanciat az EL-
800 microplate reader (BioTek Instruments; Bad Friedrichshall, Németorszag) késziilekkel
570 nm hulldmhosszon hataroztuk meg. A kezelt sejtek abszorbancia értékét a nem kezelt

kontrollhoz vagy a megfelelé oldoszeres kontrollhoz viszonyitottuk.
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4.7 Statisztikai analizis

A vizsgalataink sordn az eredményeink a nem normal eloszlast kdvették, ezért a nem
parametrikus probdkat alkalmaztuk a statisztikai analizis soran. A projektek soran, ha két
csoport Osszehasonlitasa volt a cél, akkor a Mann-Whitney U tesztet, mig tobb csoport
Osszevetése kapcsan Kruskal-Wallis tesztet és post hoc analizist alkalmaztunk. A fehérjék
egymasra gyakorolt hatdsat, a fehérje és a mikroRNS expressziok kozti Osszefiiggés
vizsgalatadhoz, valamint az immunreakciok ¢és a klinikopatoldgiai jellemzok kozti kapcsolat
analiziséhez a Spearman Rank korrelacids tesztet hasznaltuk. A talélés vizsgalathoz az esetek
elhaldlozasanak datumat a Belliigyminisztérium Nyilvantartasok Vezetéséért Felelds
Helyettes Allamtitkarsag Személyes Ugyfélszolgalati és Okmanyiigyeleti Féosztaly
Személyi Okmanyok Osztalyatdl igényeltik meg. Az adatokat a teljes tulélést (OS)
szdmitasdhoz hasznaltunk fel, amely a patoldgiai diagndzis felallitasatol a haldl idOpontjaig
eltelt idot volt, honapokban megadva. A tulélési analizist (teljes tulélést) Kaplan-Meier
modszerrel végeztiik, a kapott talélési gorbék Osszehasonlitasdhoz pedig Log-rank tesztet
végeztiink.

Az in vitro vizsgélatok esetében a kezelések azon koncentracioit, amely 50%-kal gatolja
a sejtek proliferacios aktivitasat (IC50) nem-linearis regresszié modszerével hataroztuk meg.
A statisztikai analiziseket, illetve a prezentalasukhoz sziikséges abrakat GraphPad Prism
(verzio 5.01; Kalifornia, USA) és Statistic v.13 (Stat-Soft Inc.,Tulsa, Oklahoma, USA)
szoftverrel készitettiilk. A vizsgdlatok sordan az elemzést statisztikai szignifikdnsnak

tekintettiik, ha a p < 0,05 volt.
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5 Eredmények

5.1 A kronikus hepatitis C (CHC) ¢és autoimmun hepatitis (AIH) Osszehasonlitasa az

autofagia, mitokondridlis tdmeg €s a mikroRNS expresszio vizsgalata szempontjabol
5.1.1 Immunhisztokémiai vizsgalatok és statisztikai eredményeik

A kronikus hepatitis mintdkon immunhisztokémia technikaval detektaltuk az autofagia
markereket, az LC3 és a p62-t, valamint a mitokondrialis tomeget, TOMM20 fehérjét.
Osszességében 42 CHC és 18 AIH mintaban lett értékelheté LC3, p62 és TOMM20
immunhisztokémiai reakcid. A festddési mintdzatot tekintve az LC3 és a p62 festések
meglehetdsen diffuzak voltak, esetenként valtozo slrliségli granulalt citoplazmatikus
reakciot mutatva mind a majsejtekben, mind a kolangiocitakban, mig a TOMM20 esetében

egy erdteljesebb barnds, szemcsés citoplazmatikus reakcid volt megfigyelhetd. (5. abra)
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5. abra LC3, p62 és TOMM?20 kifejezodése kronikus hepatitis mintakon, bemutatva az
alacsony és magas expressziot mutato reakciokat. (objektiv: 40x)
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A statisztikai értékelés soran 0sszességében azt tapasztaltuk, hogy az LC3 (p <0,01),
p62 (p <0,0001) és a TOMM20 (p <0,0001) festédések intenzitasa és a reakcidt mutato sejtek
aranya szignifikdnsabb magasabbnak bizonyult az AIH esetekben a CHC esetekhez képest.
(6. abra) Azt a gondolatmenet kovetve, mely szerint 6sszefliggés lehet az autofag markerek
expresszidja €s a mitokondridlis markerek kozt, aranyparokat allitottunk fel az egyes
etiologidkat tekintve. Az aranyok kiszdmitasakor a LC3 és TOMM20 IHC score atlagainak
aranyaban nem mutatott eltérést, mert AIH esetében 0,76 és CHC esetében 0,80 volt.
Azonban a p62 ¢s TOMM20 IHC score atlagainak ardnya az AIH esetében magasabbnak
bizonyult, mivel AIH mintaknal 0,85, mig CHC esetében ez az érték csak 0,26 volt.
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6. abra Az LC3, p62 és TOMM?20 expresszio HCV indukdlta (CHC), illetve az autoimmun
hepatitisben (AIH) a szemikvantitativ immunhisztokémiai pontrendszer fiiggvényében.
LC3 (p <0,01), p62 (p <0,0001) és a TOMM20 (p <0,0001) kifejezédése szignifikansabb
magasabbnak bizonyult az AIH esetekben a CHC esetekhez viszonyitva.

A vizsgalt markerek expresszids mintazatat vizsgaltunk az egyes hisztopatoldgiai
paraméterek vonatkozéasaban is. Nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a fehérjék IHC-
értékeiben, amikor a szteatozissal rendelkezd vagy szteatozist nem mutatd eseteket
hasonlitottuk 6ssze CHC, illetve AIH mintakban (7.a dbra). Bar eltérést mutatott a p62
expresszioja a szteatotikus CHC mintakban a nem szteatotikus csoporthoz képest, de ez a
kiilonbség nem érte el a szignifikancia szintet. Ezenkiviil a fibrozis stadiumai és a LC3, p62,
TOMM?20 expresszids szintjei kozott sem volt megfigyelhetd a kapcsolat. (nem abrazoltam)
A nekroinflammaécio tekintetében szignifikéans kiillonbséget tapasztaltunk a stlyos foku és az

enyhe szintli gyulladast mutatd6 AIH esetek kozt (p <0,01). (7.b abra) A korrelacios vizsgalat
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is egy er0s kapcsolatot mutatott AIH mintdknal a nekroinflammacié mértéke és p62
expresszios szintje kozt (r = 0,84; p <0,0001). CHC mintéknal ezt az dsszefliggést (r=-0,03;
p=0,8445) nem tapasztaltuk, bar CHC esetek kozott az irodalmi adatokhoz hasonldan kevés
sulyos fokt gyulladas mutato esetet talaltunk. Tovabba nem tapasztaltunk valtozast az LC3
¢s TOMM20 expresszidjaban a gyulladas sulyosbodésa esetén egyik etiologiaju kronikus

hepatitis esetében sem.
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7. abra LC3, p62 és TOMM?2() expresszidja (a) a szteatozis mentes és sgteatotikus CHC és
AIH mintakban, valamint (b) a kiilonbozé mértékii gyulladasi esetekben az IHC score
fiiggvényében dbrazolva. Csokkenést mutatott a p62 szintje a CHC mintak szteatotikus
esetekben a nem szteatotikusakhoz viszonyitva, de ez a kiilonbség nem lett szignifikans. De
szignifikans eltérés mutatkozott a sulyos foku és az enyhe szintii gyulladast mutato AIH esetek
P02 expresszioja kozt (p <0,01)
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5.1.2 A miR-224, -155, -101 és -204 expresszidinak vizsgalata

A miR-224, -155, -101 és -204 kifejez0dését hataroztuk meg a biopszids mintdkban. A
vizsgalat soran a minta szettiinkbdl 24 CHC és 18 AIH eset volt alkalmas a mikroRNS-ek
relativ expressziojanak elemzésére. Az eredmények azt mutattdk, hogy a miR-224, -155 és -
204 expresszioja statisztikailag nem kiilonb6zott az CHC és az AIH mintak kozott, azonban
a miR-101 emelkedett szintet mutatott a CHC esetekben az AIH biopszidkhoz képest (p
<0,0001) (8. abra).
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8. abra A miR-224, -155, -101 és -204 relativ expresszioja a CHC és az AIH esetekben. A
miR-224, -155 és -204 kifejezédése nem mutat kiilonbséget, mig a miR-101 emelkedett CHC
mintakban az AIH esetekhez képest.

Az immunreakcidk elemezéséhez hasonléan a miR-224, -204, -101 és -155
etiologia szempontjabol nem tapasztaltunk kiilonbséget a miR-224, -204, -101 és -155
expressziojaban a szteatotikus €s nem szteatotikus esetek kozt. Ezzel szemben a miR-224
szintje pozitiv korrelaciot mutatott a szteatdzissal a CHC-ben (r = 0,42; p <0,05), mig az AIH
eseteiben nem. A nekroinflammaciot tekintve sem tapasztaltunk Osszefiiggést a gyulladas
fokozata és a mikroRNS-ek relativ expresszidja kozott a CHC és az AIH mintakban.

Osszehasonlitottuk a mikroRNS-ek expresszidjat a fibrozis stadiumai szempontjabol
CHC ¢és AIH-ben. Az eseteket az alacsony (F1-2) €s a magas (F3-4) fibrozist mutat6 esetekre
bontottuk, de az egyes stadiumok szerint (F1-4) is elvégeztiik az elemzést. Az analizis sordn
nem észleltiink kiilonbséget a miR-224, -101, -204 kifejezddésében a kiilonb6zd fibrozis
csoportok kozt. Ugyanakkor emelkedett miR-155 expresszio volt megfigyelhetd a magasabb
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fibrozistt CHC csoportban (F3-4, p <0,05) az alacsonyabb fibrozist mutato CHC csoporthoz
képest (F1-2). (9.a abra). A fibrozist szintenként, kiillon vizsgalva az egyes mintdkban a
mikroRNS-ek szempontjabol, azt lathatd, hogy statisztikai kiilonbséget csak az F1 és az F4
kozott talaltunk miR-155 szintjében (p <0,05) a CHC mintakban, azonban ahogy a 9. b abran
is lathato, F1-t61 F4-ig novekvo tendencia figyelheté meg, amit a korrelacids teszttel is tudtuk
bizonyitani (r = 0,56; p <0,01). Az AIH mintak esetében nem tapasztaltuk kapcsolatot €s a

vizsgalt mikroRNS kifejez0dése €s a fibrozis kozt.
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9. abra A miR-155 és a miR-101 expresszioja (a) az alacsony és magas fibrozist mutato
CHC és az AIH esetekben. Tovabba (b) a miR-155 kifejezodése egyes stadiumait mutato
CHC mintakban. Emelkedett miR-155 expresszio (p <0,05) volt megfigyelheté a magasabb
fibrozisu CHC-ben.

5.2 mikroRNS expresszié FNH, cirr6zis HCC és nem-daganatos méjszdvetben

5.2.1 Az FNH makroszkdpos és mikroszkdopos jellemzoi

A FNH makroszkoposan tumor-szeri megjelenést mutatott tipikus kdzponti
hegesedéssel és nodularis szerkezettel (10. a,c 4bra.), ellentétben a cirrdzissal, amelyet diffiz
nodularizécio jellemzett (10. b abra). Szdvettanilag az FNH esetek klasszikus tipusuak voltak
a Bordeaux-osztalyozas alapjan (72): kiilonféle méretii nodulusokat, rostos kdtegeket €s
duktularis reakciot mutattak (10. ¢ abra), amelyek hasonloak voltak a cirrdzis szerkezeti

valtozéasaihoz (10. d dbra).

45



DOI:10.14753/SE.2020.2443

10. abra A fokalis nodularis hiperplazia makroszkopos (a) és szovettani képe (c) a
cirrézishoz képest (b, d). (a) az FNH kozponti hegesedéssel €s nodularis szerkezettel (b)
diffiz nodularizéciot mutaté cirrdzis; (¢) FNH kiilonb6zé méretli nodulusokkal, (d) rostos
szeptumok és gobok cirrdzisban (H&E abrak nagyitasa 150x%)

5.2.2 A mikroRNA expresszidja az FNH-ban, cirrézisban és HCC-ben a nem-daganatos
majhoz viszonyitva

A relativ mikroRNS kifejezddést vizsgaltunk FNH-ban, cirr6zisban és HCC-ben a nem
daganatos majszovethez viszonyitva. Az eredményeket a 11. abran Osszegeztem. A nem-
daganatos majhoz képest a miR-34a és a miR-224 szintje is megemelkedett FNH-ban,
cirrozisban és HCC-ben is (p <0,001). Mig a miR-17-5p, a miR-18a és a miR-210 szintje
csokkent az FNH-ban (p <0,03), a miR-17-5p €s a miR-221 cirrézisban (p <0,01) és miR-
223 pedig HCC-ben (p <0,0001) a nem-daganatos majszovethez képest.
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11. dabra mikroRNS-ek relativ expresszioja cirrozisban, hepatocellularis karcinomdban
(HCC) és fokalis nodularis hiperplaziaban (FNH) nem-daganatos mdjszovethez képest. A
felso pontozott vonal a 2% expresszios magassdgot,; az also pontozott vonal az expressziok
1,5 % csokkentésének szintjét mutatja. A *, **, *** ¢s © jeloleseket a szignifikancia szintek
kiemelésére hasznaltam

5.2.3 A mikroRNS expresszidja FNH-ban cirrézissal és HCC-vel dsszehasonlitva

A kivalasztott mikroRNS-ek expresszioit megvizsgaltuk FNH-ban cirrézishoz és
HCC-hez képest. (12. abra) FNH-ban a miR-18a, a miR-21 és a miR-222 expresszioja
csokkent mind a cirrézissal, mind a HCC-vel 6sszehasonlitva (p <0,01); mig a miR-195, a
miR-210 a cirr6zishoz (p <0,04) és amiR-17-5p, a miR-221 pedig a HCC-hez képest mutatott
csokkenést (p <0,04). Amikor 0Osszehasonlitottuk a cirrozist HCC-vel, cirr6zisban
emelkedett miR-195 szintet és csokkent miR-221 expresszidja detektaltunk (p <0,02).
Emellett a miR-18a, a miR-21 és a miR-222 szintje szintén csokkent az FNH-ban, azonban
csak a HCV-fert6zéssel 0sszefiiggd cirrozis mintakhoz viszonyitva (p <0,04, az adatokat nem

abrazoltam).
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12. dbra mikroRNS-ek relativ expressziojanak osszehasonlitisa cirrozisban,
hepatocellularis karcinomaban (HCC) és fokalis nodularis hiperplaziaban (FNH)

5.3 Autofagia és mitokondriumok human kolangiokarcinéma (CC) és a hepatocellularis
karcinoma (HCC) mintdkban
5.3.1 Immunhisztokémiai reakcidk értékelése €s statisztikai elemzése
A biopszias mintdkhoz hasonl6an immunhisztokémia technikdval meghataroztuk az
autofag markerek, (Beclinl, LC3, p62) a mitokondrialis fehérjéket (TOMM20, COX4) és a
proliferaciot jelzd Ki-67 fehérjét CC és a kornyezd teriiletein, valamint a HCC mintédkon is.

A 13. &bran prezentaltuk az autofag fehérjék, mitokondridlis fehérje és a Ki-67

immunhisztokémiai reakcioit CC és HCC szoveteken.
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13. abra Beclinl (a, b), LC3 (c, d), p62 (e, f) a TOMM?20 (g, h), COX4 (i, j), és a Ki-67 (k,
l) alacsony és magas expresszidja immunhisztokémiailag detektilva CC és HCC
szoveteken. A képen szerepel a reakciok IHC score értéke, Ki-67 esetében a pozitivan festodo
sejtek szazalékos aranya. (Az objektiv nagyitas: 10x (b, g, i, k); 20x (a,d, h, j, 1); 40x (c, e, )
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A kiértékelés soran a festddési mintdzatot tekintve erds diffiz, néha pontozott LC3 és
p62 reakciot tapasztaltunk kiillonb6zd intenzitdssal mind a nem daganatos hepatocitakban,
mind a kolangiocitadkban. Megtfigyeltiik, hogy irodalmi adatoknak megfeleléen a p62 néhany
esetben nuklearis megjelenést is produkalt a citoplazmatikus mellett. Mig a Ki-67 a
leirasoknak megfelelden csak nukleédris expressziot mutatott. A TOMM20 reakcidja
granularis intenziv citoplazmatikus, mig a COX4 megjelenésére inkabb homogént kdzepes
intenzitas volt a jellemzd. A Beclinl kifejez6désében az tapasztaltunk, hogy intrahepatikus
esetekben inkdbb homogén reakciét mutatott, az extrahepatikus mintakban pedig
erbteljesebb granularis volt a megjelenése. A kornyezo nem daganatos teriiletekben a duktus
sejtjei minimalis Beclinl és intenziv TOMM?20 expressziét mutattak, mig LC3, p62 és
TOMM20 erdteljesen intenziv kifejez8dése volt az idegekben. Tovabba megfigyeltiik, hogy
Beclinl és TOMM20 reakcidja granuléris és intenzivebb volt centralis véna koriili zona
hepatocitdiban.

Az elemzés soran Osszehasonlitottuk az egyes fehérjék expressziojat a tumorban a
kornyez6 nem daganatos teriiletekhez képest és azt tapasztaltuk, hogy az LC3 (p <0,001),
p62 (p <0,001) és TOMM20 (p <0,001) szintje megemelkedett iCC-ban, mig eCC mintak
LC3 (p <0,05) és TOMM?20 (p <0,05) expresszidjaban mutatott szignifikans novekedést. (14.
a, b abra) A pCC és dCC tekintve a pCC p62 szintjében (p <0,05) és dCC COX4 reakcidjaban
(p <0,05) volt tapasztalhato szignifikanst kiilonbség a kérnyez6 nem daganatos epeutakhoz
viszonyitva. Beclinl expresszidjaban nem mutatkozott eltérés a tumor és a tumort koriilvevo

nem daganatos mintak dsszehasonlitdsakor. (nem abrazoltam)
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14. abra Az LC3, p62, TOMM?20 és COX4 expresszio (a) az iCC, eCC és a kornyezo nem
daganatos teriiletekben, valamint (b) az eCC tumor felosztasakor pCC és dCC mintakban.
Az iCC szignifikans eltérést mutat LC3, p62 és TOMM?20 szintjében, mig az eCC csak a
TOMM?20 és LC3 szintje emelkedett meg a kornyezo teriilethez képest. Az eCC felosztasakor
a pCC p62, mig a dCC COX4 szintje valtozott a kornyezo teriilethez viszonyitva. A * és ***
jeloléseket a szignifikancia szintek kiemelésére hasznaltam.
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A tumorok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy csokkent a p62 (p <0,05) és
emelkedett a TOMM20 (p <0,05) expresszidja eCC-ban iCC-hoz képest. (15. adbra) Az
emelkedett TOMM20 szint jelent volt eCC-ban HCC-val (p <0,05) valo 6sszehasonlitaskor
i1s. Az iCC, pCC ¢és dCC klasszifikacio szerint vizsgalva az volt lathatd, hogy TOMM20
expresszidja megnovekedett pCC-ban (p<0,05) és dCC-ban (p <0,01), mig p62 csdkken
dCC-ban (p <0,05) iCC-hoz képest. HCC mintakkal valo 0sszehasonlitaskor a dCC esetek
p62 (p <0,05) és TOMM20 (p <0,05) expresszioja, valamint iCC esetek (p <0.05), pCC (p
<0,01) Beclinl szintje mutatott kiilonbséget. Azonban az LC3 és COX4 expresszidjaban nem

tapasztaltunk szignifikans eltérést a tumorok kozott.
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15. abra A Beclinl, p62 és TOMM20 expresszio az egyes tumorok esetében. A *és **
jelekkel a szignifikancia szinteket jeloltem.

A Ki-67 vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy az iCC, pCC és a HCC hasonlo6 expresszid
szintet mutatott. A Ki-67 immunhisztokémiai eredményeinek medidnjat tekintve a median
értéke az iCC esetében 15 %, pCC és HCC is esetében 25 % volt, mig dCC esetében a median
értéke 70 % volt. A Ki-67 expresszidja az egyes dCC mintdk kozott is nagy eltéréseket
produkalt, igy a Ki-67 mediant felhaszndlva a dCC eseteket felosztottuk magas és alacsony
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proliferacids aktivitdsu csoportokra és ezeken beliil is megvizsgaltuk az egyes fehérjék
expresszios mintazatat. (16. abra) Osszehasonlitva a dCC kérmyezé nem daganatos
teriileteivel az alacsony Ki-67 expresszid dCC tumorok emelkedett Beclinl (p <0,05), LC3
(p <0,05) és csokkent p62 szintet mutattak, mig a magas Ki-67 szintlieck emelkedett
TOMM20 (p <0,05) és csokkent COX4 (p <0,01) expressziot. Beclinl tekintetében a
magasabb Ki-67 aktivitdst mutatd esetek is mutattak kiilonbséget a kornyez6 maj nem
daganatos epeutjaitol, de statisztikailag ez nem bizonyult szignifikdnsnak (p =0,0553). Az
eltéré Ki-67 expressziot mutatd dCC tumorok 6sszehasonlitasakor emelkedett Beclinl (p
<0,05), LC3 (p <0,01), COX4 (p <0,05) és csokkent p62 (p <0,001) szintet lattunk az

alacsony Ki-67 expressziot mutaté dCC tumorokban.

kK *% * *%
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. — — — — —
* * *% * *
10.5 o — — — — —
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L 751 % o 1[
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4.5 1
*** p<0,001
3.0 1 ** p<0,01
1.5 ¢
* p<0,05
0.0 - T T T T T
Beclinl LC3 p62 TOMM20 COX4

@ Magas Ki-67szintii dCC [ Alacsony Ki-67 szintii dCC 3 dCC kérnyezs nem daganatos teriilet

16. abra A vizsgalt fehérjék expresszioja az alacsony és magas Ki-67 expressziot mutato
dCC tumorok esetében. Szignifikanst kiilonbséget talaltunk a kornyezé nem daganatos
mdjteriilet és az alacsony Ki-67 expressziot mutato dCC mintak kézt az autofag markerekben,
mig a magas Ki-67 szintii mintdk tekintetében a mitokondrialis markerek mutattak az eltéreést.
A * *Ees *¥** jelekkel a szignifikancia szinteket jeloltem.
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5.3.2 Az autofdg ¢és a mitokondridlis fehérjék expresszidja, valamint a proliferacios
aktivitds Osszefiiggései kolangiokarcinomaban (CC) ¢és a hepatocellularis
karcindmaban (HCC)

Az elemzések soran kitértiink arra is, hogy az egyes tumorok és a vizsgalt fehérje

expresszidja kozott milyen kapcesolat tapasztalhato. A korrelacids analizis eredményeit a 7.

tablazatban Gsszegeztem.

7. tablazat Kapcsolat a vizsgalt fehérjék expresszidjaban az egyes tumorokban. (A
tablazat tartalmazza r korrelacios egyiitthato értékeket, illetve a szignifikancia szint p <0,05
volt)

(p <0,05) iCC eCC pCC dCC HCC
Beclinl-LC3  |Beclinl-LC3 Beclinl-LC3
X r=0,60 r=0,60 r=0,61
= Beclinl- )
S & [romm20 Befh;;p&
s S | =041 =0
So < LC3-TOMM20|LC3-TOMM?20
§’ S r=0,39 r=0,51
s g LC3-Ki-67 LC3-Ki-67
S S r=-0,36 r=-0,42
g% p62-Ki-67 p62-TOMM20  [p62-Ki-67
§ r=0,42 r=0,50 r=0,44
2 . COX4-
© fgggfl-“ TOMM20
' r=0,89

Beclinl pozitiv Osszefliggést mutatott az LC3 megjelenésével az eCC (p<0,05)
esetekben ¢és az eCC eseteket felosztva a dCC mintakban (p<0,05). Azonban a Beclinl
negativan korrelalt a TOMM20 expresszidjaval iCC (p<0,05), és a p62 szintjével dCC-ban
(p<0,05). TOMM20 eCC-ban kapcsolatot mutatott az LC3 szintjével (p<0,05), mig az eCC
alcsoportjait vizsgalva a TOMM20 LC3-al valo Osszefiiggése csak a pCC-ban (p<0,05)
jelentkezett, ahol a p62-vel is mutat korrelaciot (p<0,05). A Ki-67, mint proliferacié markere
1CC esetében kapcsolatot mutat p62-vel (p<0,05), és a COX4 (p<0,05) expresszios szintjével,
mig dCC mintdkban csak az autofag markerekkel, az LC3 (p<0,05) és p62 (p<0,05)
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szintjével. Erés kapcsolatot taldltunk a TOMM?20 és COX4 (p<0,05, r=0,89) kozott HCC
esetekben, amely azonban CC-ban nem jelentkezett.

A klinikopatologiai jellemzok ¢€s a fehérjék expesszidja kozott vizsgalt 0sszefiiggések
esetében az LC3 expressziodja és a mintak differencialtsagi foka kozott (p< 0,05, =0,51) egy
pozitiv viszony allt fenn pCC mintédkban, amely azt mutatta, hogy a magasabb gradusu pCC
esetekben az LC3 szintje is varhatéan magasabb lesz. Ezt a kapcsolatot a tobbi tumor
esetében nem tapasztaltuk.

5.3.3 A kolangiokarcinbma (CC) és a hepatocellularis karcinoma (HCC) esetek
utankovetése

A 79 betegbdl a vizsgalatunk soran 62 (78,4 %) paciens hunyt el, 24 f§ iCC-ban, 19
fot pCC-ban, 18 {6t dCC-ban és 1 f6t HCC-ban veszitettek el. A medidn OS iCC esetében
20,67 honap, pCC-nal 7,27 honap, dCC-nal 14,9 honap volt, mig HCC esetében 89,7 honap
volt. A Kaplan-Meier mddszerhez az egyes csoportokat kettévalasztottuk a vizsgalt fehérjék
expresszid alapjan, vagyis felhasznalva az IHC score értékek medianjat, igy minden
szOvettani tipus esetében elkiilonitettilk a fehérjék tekintetében egy magasan és egy
alacsonyan expresszalo csoportot.

A tulélés ¢és a vizsgalt fehérjek expresszidja kozott csak a dCC esetében kaptunk
Osszefiiggést. Az eredményeink azt mutattadk, hogy a magasabb Beclinl expressziot mutato
dCC esetekhez hosszabb atlagos talélés tarsult, mivel atlagban 66,53 honap volt a ttlélési
ideje a magasabb Beclinl szintet mutato dCC tumorral rendelkez6 péaciensnek, mig ez az
alacsony Beclinl expresszidju esetben csak 10,41 hénap volt (17.a abra). Tovabba a dCC
esetek és a Ki-67 expresszid kozt is kapcsolat mutatkozott meg, azaz a median alatt
expresszaldo dCC esetek szignifikansan révidebb OS-el rendelkeztek. A Ki-67-et magasan
expresszalo esetekben az atlag OS 22,8, mig az alacsony csoportban 10,23 hénap volt (p

<0,05). (17.b 4bra).
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17. abra A dCC betegek tulélési analizis eredményei (a) a Beclinl és (b) a Ki-67 expresszio
fiiggvényében. A magasabb Beclinl és az alacsony Ki-67 expresszio szignifikansan jobb
tulélés tarsult dCC esetekben. (p <0,05)

5.4 A mitokondrialis morfologia €s az autofagia vizsgalata in vitro intrahepatikus CC,
extrahepatikus CC és HCC eredetti sejtvonalokon

5.4.1 Mitokondrialis morfologia jellemzése

crer

CMTMRos (voroses, narancssarga) és Mitoview Green (z6ld) festékekkel vizualizaltuk. A
Mitoview Green inkabb membranpotencialtol fiiggetleniil festi a mitokondriumokat, tehat a

sejtek mitokondialis tdmegének detektalasat biztositja. Ezzel szemben a Mitotracker Orange
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CMTMRos egy membranpotencial fiiggd reakcid, igy csak az ¢16 sejtekben a miikddo, aktiv
mitokondrium esetében halmozddik fel.
abrazolésa kiilonbségeket deritett fel az iCC (HuH-28), eCC (TFK-1) és a HCC (HepG2)

sejtvonalak narancssarga és zold szinéiben (18. 4bra).

HuH-28 TFK-1 HepG2

Mitotracker Orange CMTMRos

Mitoview Green

18. abra Az immunfluoreszcens mitokondrialis reakcio HuH-28, TFK-1 és HepG?2 sejteken
Mitotracker Orange CMTMRos (narancssdarga) és Mitoview Green (zold) jeloléssel. A
reakciot mellett kek magfestés(DAPI). Eredeti nagyitds 400x

Reakciok egyesitve
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A HepG2-ban a vordses szin meglehetdsen tubularis eloszlast mitokondrialis halozatot
mutatott. Mig a HuH-28 és a TFK-1 sejtekben ez a haldzat sokkal rovidebb mitokondrium-
lancokat tart fel, €s néhol a mitokondriumokat pontozott formdban jelentek meg. A két utobbi
sejtvonalban a zold fluoreszcens jelek arnyékolva, haloként mutatkoztak, mig a HepG2-ban
inkdbb képest tubularis megjelenés jellemezte. Az egyesitett képek nagyfoku narancssarga
szint mutattak a TFK-1-ben, jelezve az aktiv mitokondriumokat, mig a HuH-28-ban és kisebb
mértékben a HepG2-ben is jelentés mennyis€gii z6ld szin volt felismerhetd.

5.4.2 Autofagoszémak vizualizacioja fixalt sejteken

Az autofagias vakuolumok fluoreszcens megjelenitésére az irodalomban elfogadott a
Monocadaverin (MDC) fluoreszcens festék altal végzett reakciok. MDC beépiilésének
hatasara az autofagias vakuolumok a citoplazmatikusan, pontszerli fluoreszcens jelként

mutatkoznak. (19. abra)
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19. abra Az autofagoszomalis vakuolumok detektdalasa MDC fluoreszcens reakcio dltal a
kontroll és CQ-val kezelt HuH-28, TFK-1 és HepG2 sejtvonalakban. A kontroll HuH-28,
TFK-1 sejtvonal diffuz reakciot, mig a CQ-val kezelt sejtek pontszerii intracitoplazmas
reakciot mutattak. A HepG2 esetében a kezeletlen sejtekre inkabb a diffuz, mig a CQ-val
kezelt esetén diffuiz és néhol pontozott reakcio volt jellemzo. Az eredeti nagyitas 400x, a
beagyazott kép nagyitasa pedig 600x.
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A reakciodkat elvégeztiik kontroll, kezeletlen HuH-28, TFK-1 és HepG2 sejtvonalakon,
illetve a reakcidt megel6z6 24 éraban CQ-nel kezelt HuH-28, TFK-1 és HepG2 sejteken is.
Megvizsgaltuk az MDC beépiilését a sejtekbe, ezaltal az egyes sejtvonalakat az autofagia
szempontjabol is megfigyeltiik. Amint az a 19. abran lathato, mig kezeletlen HuH-28 és TFK-
1 sejtvonalakban az MDC jelek csak diffuz megjelenést produkaltak, addig a kezeletlen
HepG2 sejtekben a diffuz reakcid6 mellett néhdny pontszerli jel is megjelent
intracitoplazmatikusan. A CQ-val kezelt HuH-28 ¢és TFK-1 sejtekben lathatdéan
megemelkedtek a pontszeri jelek szama, mig a HepG2 sejtekben csak minimalisan volt

megfigyelhetd.

5.4.3 Rapamycin hatdsédnak vizsgélata az autofagia folyamatara

A kiindulasi autofagiat és annak indukalhatésaganak vizsgalatdhoz a HuH-28, TFK-1,
HepG?2 sejtvonalakat 0,2 uM Rapa-val vagy 50 uM CQ-val vagy Rapa+CQ kombinalasaval
kezeltiik. Az autofagia kapcsolatos fehérjék (LC3 II/I, p62) expresszidjat Western blot
modszerrel mértiik (20. dbra). Western blottal az LC3 1 és LC3 II méretkiilonbségiik miatt
mindkettd detektalhato, de az autofagia folyamata soran a LC3 I-bdl alakul ki az LC3 11, ezért
a folyamat jellemzésére az LC3 I/l aranyt, vagyis az autofdgia fluxust prezentaljak az
irodalomban Western blot analizis esetében (50).

A kontroll, kezeletlen minta mellett egy DMSO-val kezelt, kontroll sejtvonalakat is
inditottunk a kezelésenél, figyelve a DMSO hatasat a sejtekre, ezért ezekben a kontrollokban
a kezeléseknek megfelelden a maximalisan alkalmazott oldoszermennyiség minden esetben
kevesebb volt, mint 0,1%. A kontroll és csak DMSO-val kezelt k6zétt HuH-28, TFK-1 és
HepG2 esetében nem tapasztaltunk eltérés a vizsgalt fehérjék expresszidjaban, igy az
eredményeinket a kezelés soran a kontroll, kezeletlen sejtvonalakhoz viszonyitottuk.

Az eredményeink azt mutattak, hogy sejtek reakcidi az egyszeres Rapa-val, CQ vagy
Rapa + CQ kombinalacios a kezelésekre eltérdek voltak. Az LC3 II/I szintjének emelkedése
a Rapa, CQ ¢és Rapa + CQ kezelések utan a legmagasabb a HepG2-ban volt (11%, 68x és
149x) a masik két sejtvonalhoz képest. (a HuH-28-ban: 2x, 60x és 74x; TFK-1-ben: 1,4x%,
6,7% és 5,8x). (20. abra) A p62 szintje emelkedett a HepG2-ben a Rapa + CQ utan (1,4%), a
HuH-28-ban a CQ-t és a Rapa + CQ-t (1,5x és 1,7x) és a TFK-1-ben a CQ-kezelés utan
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(1,5%). A kezelések tobbi részében a p62 expresszidja valtozatlanul vagy kissé csokkent le
ezekben a sejtvonalakban. Osszehasonlitottuk az LC3 II/1 szintjét is a kiindulasi ([Kontroll +
CQ] - [Kontroll]) és az indukalt [Rapa + CQ] - [Rapa]) autofagia kdzott, €s megallapitottuk,
hogy az indukalt autofagia kiilonbsége nagyobb volt a HepG2 és a HuH-28 esetében (5,2 és
6,9) az a kiindulasi allapothoz képest (2,5 és 5,6). A TFK-1-ben azonban az indukalt LC3
II/T kiilonbsége alacsonyabb volt (6,6), mint a kiindulasi allapotban (8,6). A p62 szamitasanal
az eredmények az LC3II/I hasonloak voltak: magasabb az indukalt allapotban a p62 értékei
HepG2-ben és a HuH-28-ban (1,4 ¢s 0,4) a kiindulési allapothoz képest (-0,4 és 0,2); mig
TFK-1-ben az indukalt allapotban alacsonyabb a p62 értékei (0,2) az kiindulashoz képest
(0,9).

a,
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20. abra A Rapa kezelés hatdasa az autofag fehérjék (LC3 1l/1, p62) expressziojara HuH-
28, TFK-1 és HepG?2 sejtvonalakban. A sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik 0,2 uM Rapa-
nel, 50 uM CQ-nel és a két szer kombindciojaval. A fehérjék expressziojanak analizisét
Western blot analizissel végeztiik (a). A fehérjék expressziojat [-aktin expressziojaval
normalizaltunk és kontroll/kezeletlen mintak relativ fehérje expresszioihoz hasonlitottuk,
amit oszlop diagramon abrazoltuk. (b)
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5.4.4 A kemoterapias szerek hatdsa az autofagiara

A kemoterapids szerek autofagia indukdl6 hatdsadnak vizsgalata céljabol a CC és a HCC
sejtvonalakat 48 ¢és 72 oran at kezeltik 5-FU-val vagy Sorafenib-bel. Az autofagia
kapcsolatos fehérjék expresszidjat Western blot analizissel mértiik. A vizsgalat sordan a
kontroll és csak DMSO-val kezelt kozott HuH-28, TFK-1 és HepG2 esetében nem
tapasztaltunk eltérés a vizsgalt fehérjék expresszidjaban, igy az eredményeinket a kezelés
soran a kontroll kezeletlen sejtvonalakhoz viszonyitottuk. Amikor kemoterapiat adtunk a
sejtekhez, megvaltozott a sejtvonalakkal LC3 II/I és p62 szintjei az alkalmazott kemoterapias
szerrel és az inkubacios iddvel kapcsolatban.

Az LC3 I/ szintje 10 uM 5-FU kezelést soran a kontrollhoz képest megnétt a HuH-
28-ban 72 6ra mulva tobb mint 3,8%-osaval, HepG2-ban 48 6ra mulva tobb mint 3,9x-esével,
72 6ra mulva pedig 3x-osaval. Ezenkiviil az LC3 II/I szintje koncentraciotol fliggd
csOkkenést mutatott HepG2-ban az 5-FU dozisat 10 uM-r6l 400 uM -ra emelve 48 oOra
kezelés kovetden. Az LC3 II/I szintje nem mutatott valtozast a HuH-28-ban 48 6ras, TFK-1-
ben 72 ora kezelés utan, mig a TFK-1-ben 48 6ras kezelés kovetden inkabb csokkent a
kontrollhoz sejtvonal LC3 II/I szintjéhez viszonyitva. A p62 expresszidjanak (1,6x vagy
annal nagyobb mértékii) csokkenését figyeltilk meg HuH-28-ban 72 6ra 5-FU torténd kezelés
kovetden a kontroll HuH-28-hoz képest. A p62 szintje valtozatlan maradt a kontrollhoz
képest a HuH-28-ban 48 6réas, a TFK-1-ben 72 6ras és a HepG2-ben 48 ¢és 72 oras 5-FU
kezelés utan. A TFK-1-ben a p62 szintje megndvekedett (tobb mint 1,2x-esével) 48 dras 50-

rrrrrrrr

kovetden. (21. dbra)
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21. abra A HuH-28, TFK-1, HepG2 sejtvonalak kezelése 5-FU-val. A sejteket 48 és 72 oran
at kezeltiik 10, 50, 200 és 400 uM 5-FU-val. A fehérjék expressziojat Western blot analizissel
végeztiik el. A f-aktin expressziojaval normalizaltunk a fehérjék expressziojat és
kontroll/kezeletlen mintak relativ fehérje expresszioihoz hasonlitottuk, amit oszlop
diagramon abrazoltunk.

A 72 oras Sorafenib-kezelés soran emelve a koncentraciot 5 uM-r6l 20 uM -ra az LC3
II/T szintje dozisfliggd modon emelkedett meg a HuH-28-ban. (22. dbra) A 20 uM Sorafenib
kezeléssel 48 6ra mulva az LC3 I/ szintje 2,3%x-0s emelkedést és 72 ora elteltével 10x-es
emelkedést mutatott HuH-28-ban dsszehasonlitva a kontroll sejtekkel. A TFK-1 és a HepG2
esetében az LC3 II/I szintje mind 48, mind 72 6ra alatt csokkent. Az LC3 II/I expresszid
2,5x-es csokkenést elérve 15 uM mellet 72 ora alatt) és a HepG2-ben pedig 15 uM és 20 uM

Sorafenib hatasara mutatott csokkenést 48 ora (kb. 10x-es csokkenést 15 uM esetén) és 72
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elteltével (kb. 1,4-x-es csokkenést elérve 15 uM esetén) a kontrollhoz képest. A p62 csokkent
szintje nem volt megfigyelhetd a sejtvonalakban a Sorafenib kezelés hatdsidra. Mig
valtozatlan maradt a HuH-28-ban mind 48, mind 72 ¢6ra alatt, és TFK-1-ben 48 6ras kezelés
kovetéen. Azonban TFK-1-ben 72 o6ras Sorafenib kezelés kovetden a p62 szintje
megemelkedett, tobb mint 2x-es emelkedést mutatva, HepG2-ban pedig mind 48, mind 72

ora elteltével tobb mint 1,5%-es emelkedést produkalt.

Hull 35 keaelese Sorafemh bad

HuH-28 kezelése Sorafenih-hel
48h Tih

TOMTIIG ETN0) | o s o, |-
LCIIC1 XD
P52 (52 kD) [ _— |
eaktin (42 ke [ - | Tt

K KD S 10 15 20 KI K2 5 1018 o (M)

e fober e rapressda

Konirell mintahozvismmiiva

1FK-1 Kezelése Soratenib-bel
a8h 20

oz visanind iva

r
LOS TG K ——— . — W sl . . ——

LOI N (1 KDwy | o ™

L

e eageenda

—— _

pod (62 kDay — | p——— et

[aktin (42 ki) ’_ — —— e ———— —~

K KD S 1015 3 X1 K2 5 0% 20 pM)

Hepds 2 Kexelse Sorafenib-hel

Hep(2 kezelése Sorafenib-bel
+5h 72h

TOSTO16 TN
L34 D)

RS [ 5% e
P52 (82 kD) }.__ —Aa-»l,__ PR,
fakiin (42 kDo) [EEE—— TN |

X KD S 015 20 gL K2 S 10 15 20 (ud)

Relaliy eherg repuy

22. abra A HuH-28, TFK-1, HepG2 sejtvonalak kezelése Sorafenib-bel. A sejteket 48 és 72
oran keresztiil 5, 10, 15 és 20 uM Sorafenib-bel kezeltiik. A fehérjek expressziojat Western
blot analizissel detektaltuk. Az LC3 Il/I; p62 fehérjek expressziojat f-aktin expressziojaval
normalizaltunk és kontroll/kezeletlen mintdakhoz relativ fehérje expresszioihoz hasonlitottuk,
amit oszlop diagramon abrazoltunk.
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cyey

A kemoterapids szerek hatasanak vizsgdlatira SRB proliferacids vizsgalatokat
végeztiink CC és HCC sejtekben. A kezelések 5-FU-al €s Sorafenib-bel torténtek kiilonbozo
koncentracioban HuH-28, TFK-1 ¢és HepG2 sejtvonalakon. Amint a 23. abran lathato,
mindkét szer a 24, 48 vagy 72 orés kezelés kovetden dozisfiiggd modon gatolta a HepG2,
a kezelésekre. A sejtek ¢€letképességének legszembetlinObb csokkenését a HepG2-ben
figyeltilk meg mind az 5-FU, mind a Sorafenib kezelés soran 48 ¢és 72 ora alatt, bar alacsony
tapasztaltunk szemben a 72 6ras kezeléssel. A HuH-28-ban mind az 5-FU, mind a Sorafenib
alacsonyabb ¢életképességet eredményezett 72 ora elteltével, mig a 48 és 72 o6ras kemoterdpias
kezelést kovetden a TFK-1-ben hasonld sejtek életképességét talaltunk, és ez a sejtvonal
amely a legkevesebb proliferacios aktivitds csokkenést mutatott a kezelésekre a vizsgalt

sejtvonalak koziil.
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23. abra A 5-FU és a Sorafenib 24, 48 és 72 oras kezelésének hatdsa (a) a HuH-28, (b)
TFK-1 és a (c) HepG2 sejtek relativ életképességére. HuH-28 és HepG2 esetén minkét szer

crer

hatasos a szer, mint a masik két sejtvonalndl.
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Ezutan megvizsgaltuk egy autofagia-gatlé (CQ) citotoxikus hatasat 5-FU, illetve
Sorafenib-bel kombinalva a CC és a HCC sejtvonalakon. A 48 és a 72 6ras kezelések 1C50
értékeit a 8. tabldzat mutatja. Az 5-FU és a Sorafenib, mind a CQ-val kombindlva,
csokkenthetik a HuH-28 IC50-értékeit 48 €s 72 ora alatt, ami a sejtvonalak kozott a
legnagyobb megfigyelt csokkenés. A TFK-1-ben az 5-FU CQ-val csokkentette az IC50-et 48
ora mulva, de 72 6ra mulva nem, és a Sorafenib CQ-val nem vezetett az IC50 hirtelen
csokkenéséhez. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy a HepG2 nem reagalt olyan nagy
intenzitassal a kemoterapias kezelésekre kombindlva a CQ-val, bar a 72 6ras 5-FU+ 50 uM
CQ-kombinacios kezelés enyhén csokkentette az IC50 értéket.

8. tablazat Az 5-FU és CQ, valamint Sorafenib és CQ kezelések citotoxikus hatasai a
HuH-28, TFK-1 és HepG2 sejtekre, a kezelések IC50 értékeinek meghatarozasa
alapjan.

HuH-28 TFK-1 HepG2

, (IC50 értékek) (IC50 értékek) | (IC50 értékek)

Kezelések [uM] [M] [M]
48h 72h 48h 72h 48h 72h

5-FU 361,6 27,21 106,2 3,51 286,3 183,6
5-FU +10 pM CQ 24,3 7,1 53,0 3,31 3614 182,9
5-FU + 50 pM CQ 2,6 2,8 3,1 30| 3224 151,4
Sorafenib 24,9 1821 35,58 11,61 209 21,14
Sorafenib + 10 uM CQ 23,4 13,8 6,1 501 245 21,9
Sorafenib + 50 pM CQ 6,5 3,1 4,3 28| 249 20,8
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6 Megbeszélés

Az autofagia szorosan koordinalt, tobblépcsds katabolikus folyamat. Az autofagia,
mint talélési mechanizmus, segit a sejteknek fenntartani a homeosztazist a stresszes
kiir6lmények kozott is. Ezt elsdsorban az energia- €s tapanyag-egyensuly szabalyozasaval és
az intracellularis térben 1év6 eloregedett, meghibasodott sejtorganellumok eltavolitdsaval,
igy példaul a mar nem funkciondld6 mitokondriumok eliminalasaval valdsitja meg. Az
autofagia hianyos miikddése p62 aggregatumok, valamint kéarosodott mitokondriumok
felhalmozoddasat eredményezi, amelyek DNS-karosodashoz és kromatin instabilitashoz
vezetnek. Mindez noveli az intracellularis ROS termelést és kedvez a malignus
transzformécio kialakuldsanak.

Az autofigia jelentdsségét kiemelten hangstilyozzdk a kronikus méjbetegségekben ¢€s
majdaganatokban. Munkank soran egyes kronikus méjbetegségekben, kiemelten CHC-ben
¢s AIH-ben, valamint majdaganatokban vizsgaltuk az autofagia egyes jellemzoit, valamint
Osszefliggését a mitochondrialis tomeggel és mikroRNS expresszioval.

Az alkohol indukalta, metabolikus eredetii és virushepatitiszben az autofagia vizsgélata
hozzéjarult a patogenezisiik mélyebb megértéséhez kiilondsen a CHC esetében, mivel a
folyamat eldsegiti a HCV perzisztencigjat €s elnyomja az aktivalt immunvalaszt (12, 38).
Ellenben az ismeretlen etiologiaju AIH-ben az autofagia altaldnos ismerete korlatozott (66).
Az autofagia fizioldgias koriilmények kozt részt vesz az adaptiv immunitas aktivalaséban,
eldsegitve a korokozok kozvetlen eliminécidjat, valamint az antigének feldolgozasaban és a
T sejteknek torténd bemutatasban is fontos szerepe van (73). Ezen ismeretek felvetették,
hogy az autofagia kapcsolddhat elégtelen vagy épp tilmiikodd funkcidval AIH-ben, de az
Osszefliggés feltarasahoz még tovabbi vizsgélatok sziikségesek (66). Ez indokolta azon
kutatasainkat, melyek az autofagia vizsgalatara iranyultak AIH és CHC-ben, ¢és ennek
Osszefiiggésére a mitokondrialis tomeg valtozasara.

Munkank soran az LC3 és p62 fehérjék, mint az autofagia funkcid kozvetett
indikatorainak fokozott szintjét igazoltuk AIH-ben, Gsszehasonlitva a CHC-vel. Az LC3
fehérjének kiemelt jelentosége van az autofigia kimutatdsdban a kezdeti folyamatot

meghataroz6 Beclinl molekulan kiviil (35, 49). Az érett autofagoszoéma membranja
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viszonylag fehérjeszegény, az ATG fehérjék jelentds része nem talalhatd meg a folyamat
teljes egészében, azonban az LC3 mindvégig detektalhat6d az autofagoszoéma kiils6 és belsd
membranjaban is (35, 49). Igy az immunhisztokémiailag detektalt LC3 szintje nmagaban
az autofagia folyamat megindulésat jelzi, de nem tiikrozi, hogy az autofagia lezajlott e, vagy
karosodott (43, 50). Fizioldgias koriilmények kozott az autofagia folyamatosan eltakaritja a
citoplazmabol a p62 fehérjét a hozzakotddo szallitmannyal egyiitt, igy ezen fehérje alacsony
szintje utal a beteljesiilt autofdgia mechanizmusara (54). A vizsgalatainkban tapasztalt
megnovekedett LC3 ¢és p62 szint AIH mintdkban azt mutatta, hogy az autofagoszoma-
képzddés lizoszomalis lebomlas nélkiil tortént meg. Babuta és munkatérsai egy nemrégiben
elvégzett tanulmanyukban az altalunk tapasztalthoz hasonlo fehérje mintazatot mutattak ki.
A p62 és LC3 szint emelkedését észlelték ALD esetekben kronikus alkoholbevitel
eredményeként, amit a lizoszomalis szintli autofagia funkcié zavaranak tulajdonitottak (43).

Az ATH-val ellentétben a CHC-ben csokkent p62 szintet figyeltiink meg, ami arra utal,
hogy az autofag funkci6 sokkal nagyobb iitemben torténik CHC-ben. Ezt tamasztja ala az a
megfigyelés, hogy a Huh7.5 sejtekben a HCV fertézést kovetd 3—6 napon beliil a p62 szint
csokkent, mig az LC3 fehérje emelkedett, amelyek az autofagia valasz ndvekedést jelezték.
Tanulméanyok bizonyitjak, hogy a HCV az életciklusanak kiilonb6z6 szakaszaihoz aktiv
autofagiat hasznal fel. A HCV replikacioja endoplazmatikus retikulumhoz (ER) ko6tott és igy
megvaltoztatja annak homeosztazisat, ER stresszt idéz eld, amely az ATF6, IRE1 és PERK
fehérje utvonalakon keresztiil autofagiat indukal. Az ER stressz kalcium felszabadulashoz
vezet, ami karosodott mitokondrialis aktivitast eredményez, és a ROS tulzott termelésével
jar. A sériilt mitokondriumok pedig mitofagia tjan eliminaldédnak (17, 65).

A vizsgalataink sordn a rendelkezésre allo6 mitokondrialis tomeg detektalasara a
TOMM20 fehérje immunhisztokémiai jelolését hasznaltuk AIH és CHC mintakban. Az AIH-
ben megndvekedett TOMM?20 értéket figyeltiink meg a CHC-hez képest, ami arra utalhat,
hogy megnovekedett az aktiv mitokondriumok szdma és/vagy felhalmozddtak a sériilt
mitokondriumok. A TOMM?20 emelkedéssel parhuzamosan azonban a p62 szint is nétt,
amelybdl az feltételezhetd, hogy a karosodott sejtorganellumot az autofagolizoszoémak nem
tudtak eliminalni. Ennek alapjan a kimutatott magas TOMM?20 és p62 azt jelezheti, hogy a

sériilt mitokondriumok valdsziniileg nem olyan hatékonyan eliminalédnak az AIH-ban, mint
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a CHC-ben. A feltételezéseinket alatdmasztva egy NASH eseteket vizsgald tanulmanyban
azt talaltdk, hogy az egér majsejtjeibe beadott palmitinsav eredményeként megemelkedett
mitofagia szintet megnovekedett LC3/TOMM20 ¢és csokkent p62/TOMM20 aranyok
jellemezték (60). Az AIH és a CHC mintakban megfigyelt LC3/TOMM20 aranya hasonlénak
bizonyult vizsgélatainkban, de az atlagos p62/TOMM20 ardny hdromszor magasabb volt az
AlH-ben, mint a CHC-ben. Ez aldtdmasztja a karosodott mitofagiara vonatkozo
megfigyeléseinket AIH mintakban.

A csokkent p62/TOMM?20 arany a CHC esetekben, valamint a csokkent p62 szint (az
AlIH-ban megfigyelt expresszid negyede) €s a csokkent TOMM?20 szint (1,4-szer kevesebb,
mint az AIH-ban) aktiv és nem karosodott autofagiat jelzett. A CHC eseteinkben tapasztalt
eredményeinket timogatja egy tanulméany, amelyben a HCV a fert6zést kdvetd 2 napon beliil
eldsegitette a mitokondridlis hasadast a Huh7 sejtekben, ahol a kdrosodott organellumokat a
mitofagia eliminalta (74). CHC esetében a HCV nem valt ki kdzvetlen citopatias hatast, hisz
a fertézott sejtek fennmaradasa sziikséges a fertézés lefolytatasdhoz. Ezzel allhat
Osszefliggésben, hogy a virus a karosodott mitokondriumok altal el6idézhetd sejtkarosodast
képes kivédeni a sériilt sejtorganellumok eliminalasaval mitofagia utjan (17). A mitofagiat a
HCV egy mitokondrialis szétesést aktivald fehérjén, a Drpl-en (Dynamin realetd proteinl)
keresztiil is képes stimulalni (17), amellyel kézvetett Giton apoptdzis csokkentést idéz el a
fert6zott sejtekben (65). Ezzel szemben AIH-ben a Drpl fehérje a TOMM?20 megjelenésével
kolokalizaldédott. Ennek alapjan egyes szerzOk arra kovetkeztetésre jutottak, hogy a
mitokondrialis hasadas részt vesz az AIH-ben, azonban ebben az esetben a nekrdzis
folyamatahoz kapcsolodott (75).

A vizsgalataink soran az AIH esetek nagyobb szédzalékat jellemezte az erdteljesebb
nekroinflammatorikus megjelenés, mint az CHC mintakat. Az irodalomban az AIH esetekre
a kiterjedt gyulladas mellett a sejtek erdteljes immunvélasza jellemzd, amely CHC-ben
csokkent mértékben tapasztalhatd. A fert6zés soran a HCV a mitofagia aktivalasaval és a
kulcsfontossagu velesziiletett immun jelatviteli tényezok megcélzésaval befolyasolja a
gyulladasos citokinek felszaporodasat és a sejtkarosodast CHC-ben (17, 76, 77). A
karosodott mitokondriumok felhalmozodésa ugyanis tilzott gyulladasos reakciot okozhat,

ezért igen fontos az eliminalasuk (76). A gazdasejt velesziiletett immunitasa, interferonok
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(IFN) aktivalaséaval, és gyulladasos citokinek szekretalasaval reagal a HCV fertézésre, hogy
elnyomja a HCV replikéciot (76, 77). Azonban a virus képes az autofagia ATG5-ATG12
komplexén €s a NS3/NS4A fehérjéken keresztiil a gazdasejt interferon immunvalaszanak
elnyomasara (17, 65). A vizsgalataink soran az AIH mintdkban a p62 expresszidjanak
ndvekedése és a nekroinflammacié sulyosbodéasa kozt sszefiiggést talaltunk, amely arra utal,
hogy az autofagia aktivitasdnak csokkenése a gyulladas sulyossagahoz kapcsolodik; vagyis
minél inkadbb romlik a sejtek funkcidja a kiterjedt gyulladas kovetkeztében, annal kevésbé

képes az autofagia ,,megmenti” a sejteket, amelyek késobb ezért nekrozis révén elpusztulnak.

crer

crer

¢és az autoimmun majbetegség kialakuldsdnak patomechanizmuséhoz.

Az mTOR erdteljes aktivitasat figyelték meg az autoimmun elvéltozasok, mint az AIH
eseteiben is (66), és megallapitottak, hogy ez hozzajarulhat a gyulladasos sejtkarosodasadhoz
(78). Az mTOR ugy is ismert, mint az autofagia f0 negativ szabalyzoja (35, 49) és az mTOR
inhibitor, Rapamycin, alkalmazéisaval hatdsos eredményt értek el az AIH eldrehaladott
eseteiben (66). Az eredményeink alapjan a kezelés hatékonysagat magyardzhatja, hogy az
mTOR gatlasaval autofagia indukciot érhettek el AIH esetekben, amely csokkenthette a
gyulladasi folyamatokat, bar ennek bizonyitdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A megvaltozott lipidmetabolizmus szorosan kapcsolodik a HCV életciklusdhoz. A
HCV-virionok lipoproteinekhez kapcsolodnak a keringésben €s lipoprotein-receptorokon
keresztiil kapcsolédva lépnek be a sejtekbe (17, 77). A HCV azonban nemcsak az
intracellularis lipid-kompartmentek, hanem a lipid-anyagcsere alapos megvaltozasat is
kivaltja, mivel a HCV- indukalta ER-stressz szteat6zist eredményezhet (17). A HCV azonban
a lipofagia altal ,,probalja megvédeni” a sejteket a HCV altal kivaltott talzott lipid
akkumulaciotol (79, 80). Vescovo és munkatarsai szamoltak be arr6l, hogy az autofagia
hatassal van a HCV altal kivaltott lipidanyagcsere valtozasaira, és az autofagia zavara esetén
szteatdzis alakulhat ki (77). Magunk nem figyeltiink meg kiilonbséget az autofag markerek -
az LC3 és a p62 expresszidjaban - a szteatotikus vagy nem szteatotikus kronikus hepatitisz

mintdk kozott, sem a CHC, sem az AIH esetek tekintetében. A p62 szintje csokkent ugyan a

69



DOI:10.14753/SE.2020.2443

szteatotikus CHC-ben a nem szteatotikus CHC-hez viszonyitva, de statisztikailag az eltérés
nem érte el a szignifikancia kiiszobot.

A majfibrézis igen fontos majelvaltozas, mely szamos kronikus majbetegség kisérdje,
kovetkezménye, illetve patomechanizmusaban fontos szerepet jatszo tényezo. A fibrozis
soran a maj csillagsejtjei (HSC, hepatic stellate cells) aktivalodnak, melynek dontd szerepe
van a kotdszoveti rostok felszaporodaséban (81). Vizsgalataink sordn tanulményoztuk az
autofagiaval kapcsolatos fehérjék expresszidjat a kronikus hepatitis mintdk fibrozis
stadiumanak (F1- F4) 6sszefliggésében. Eredményeink alapjan nem talaltunk Osszefiiggést a
mintédk fibrozis stadiumai és az autofag markerek szintje kdzt sem CHC, sem AIH esetekben.
Vizsgalatainkban a CHC ¢és AIH esetek fibrozis stadiumai egyenetlen eloszlast mutattak,
azonban az autofagia és fibrozis kozotti dsszefliggés hidnya nem zérja ki a kettd szoros
kapcsolatdnak lehetdségét. A fibrozisban zajlo autofagia igen Osszetett folyamat, melynek
feltarasa tovabbi tanulmanyokat igényel. A rosszul feltekeredett, karosodott fehérje
aggregatumok felhalmozddasa, az autofagia karosodasa kovetkeztében fibrogenezishez
vezethet (48, 80, 81). Kimutattak, hogy az autofagia képes megvédeni a méj szinusoid
endotél sejtjeit az oxidativ stressztdl, javitva ezzel a méj hegesedését. Egyesek beszamoltak
arrdl, hogy az autofagia a majfibrozis kialakuldsaban részt vesz. Igazoltak, hogy az
autofagian keresztiil aktivalodhatnak a HSC sejtek és 3-metiladenint (3-MA), mint autofagia
inhibitort hasznélva egérm4;j fibrotikus allapotanak javulasat érték el (80). A HCV fertdzott
sejtekben a virus core €s a nem - struktur proteinjei HSC sejtproliferaciét indukalnak és a
HCYV replikécidja fibrogén ingereket eredményez (81). Az autofagia szerepének kettdsége a
fibrozisban azt mutatja, hogy ma4jbetegségeket befolydsold tényezOk eltérd hatast
gyakorolhatnak az autofag folyamatra is €s a kialakult autofagias valasz az eredd hatasok
egylittese lehet, amely eddig kevésbé tisztdzott az irodalomban.

Az autofagia szabdlyozis mellett mikroRNS-ek altali szabdlyozds kérdése egyre
nagyobb érdeklddést valtott ki az elmult idében a kronikus majbetegségekben (38, 46). Az
autofagidhoz kapcsolddd mikroRNS expressziok elemzése tovabbi ismereteket nyujthat az
Az autofigia-szabalyoz6 mikroRNS-ek expresszidit a HCV fert6zés sordn mar

tanulmanyoztak (38, 82), de legjobb tudasunk szerint csekély adat all rendelkezésre a
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mikroRNS-ek expresszidjarol az AlH-ban (83). Munkank sordn olyan mikroRNS-ek
expresszidjanak vizsgalatat tiztik ki célul, amelyekrdl ismert, hogy befolyasolhatjdk az
autofagias aktivitast, vagy az autofagia képes szabalyozni a mikroRNS kifejezodését, illetve
a mikroRNS expresszioja hatas gyakorolhat a kronikus hepatitis progresszidjara.

A vizsgélatunk soran emelkedett miR-101 expressziot talaltunk a CHC mintakban az
AIH esetekhez képest. Ez varatlan volt, mivel az irodalomban a miR-101 autofagia-gatloként
ismert (84). A miR-101 hatasara csokkent autofagia jelent meg emlé adenokarcindéméjaban
RABSA, STMNI és ATG4D targetjeinek szabalyozasa révén, HCC-ban EZH2-en keresztiili
regulacioja kapcsan (38, 84), valamint ischaemids méjban az mTOR jelatviteli ut
aktivalasaval (85). Ennek ellenére a jelen vizsgalatban megfigyelt LC3 és p62 szintek
tamogatjak az aktiv autofagia elméletét és nem gatolt allapotat CHC mintakban. Erdekes
modon szérumban megnovekedett miR-101 expressziot tapasztaltak HCV fert6zott HCC
mintékban (86). Ezenkiviil a kozelmultban arrdl szamoltak be, hogy a miR-101 antifibrotikus
hatast is kivalthat, valoszinileg a PI3K/AKT/mTOR utvonal szabalyozasa révén (87). A
vizsgalatunkban a miR-101 és a fibrdzis stadiuma kozott nem volt megfigyelhetd kapcsolat
sem CHC, sem AIH eseteiben, azonban amikor az 6sszes CHC és AIH mintat egy csoportba
egyesitettiik, ugy talaltuk, hogy a miR-101 negativan korrelél a fibrozis stadiummal (r = -
0,36, p <0,05) és nekroinflammacidval (r = - 0,47, p <0,01). Figyelembe kell venni azonban,
hogy a CHC esetek tobbsége (68,9%) alacsony fibrozis stadiumu volt, mig az AIH esetek
tobbsége (61,1%) magasabb fibrozis stadiumot mutatott. Emellett magasabb miR-101
expressziot talaltunk azokban a CHC esetekben, amelyek alacsony fibrozis stadiumot
mutattak (F1, F2). Ezért feltételezziik, hogy a miR-101 viszonylag magasabb szintje
elegendd lehet a sejteknek az elérehaladott fibrozis elkeriiléséhez, de nem elég ahhoz, hogy
megakadalyozza az autofdgia kialakulasat. Ezenkiviil a mikroRNS-ekrdl ismert, hogy
szamos célgénre gyakoroljak szabalyoz6 hatasukat, ezzel egyidejlileg tobb bioldgiai
folyamatot befolyasolva, tovabba egy folyamatot akar tobb mikroRNS is képes szabalyozni,
igy a miR-101 sem az egyetlen mikroRNS, amely egyidejlileg géatolhatja az autofagia
kialakuldsat. Bar a vizsgalt mikroRNS-ek (miR-224, miR-155 és miR-204) expresszidja

esetében a miR-101-en kiviil nem tapasztaltunk Osszefliggést az autofag markerek
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kifejezddésével, azonban eltérést taldltunk az miR-224 ¢és miR-155 szintjében a
hisztopatologiai paraméterekkel vonatkozasaban.

Kapcsolatot figyeltiink meg a miR-224 szintje és a szteatdzis mértéke kozott CHC
mintdkban, mig AIH esetekben ez az Osszefliggés nem volt tapasztalhato. A
munkacsoportunk korabbi vizsgalatdban emelkedett miR-224 szintjét taldlta a szteatotikus
CHC-ben a nem szteatotikus CHC-hez viszonyitva (88). Egy masik tanulmdnyban
emelkedett miR-224 szintjét irtak le HCV fert6zott mintakban a normal m4j szovetekhez
képest, mig szintén eltérést tapasztaltak az interferon/ribavirin kezelés soran a kezelés elotti
¢s utdni mintdk miR-224 expresszidjaban (89). A miR-224 ismert prediktiv faktora a
hepatoblasztoma prognézisanak (90), valamint ismert oncomiR, és expresszidjaval tamogatja
a HCC-vel valo 0Osszefliggésre, mivel a szteatotikus CHC esetek egyik leggyakoribb
kockazati tényezok a HCC kialakulasanak (65, 91).

A miR-224-hez hasonldan csak a CHC esetekben tapasztalhatunk miR-155 szintjében
valtozast hisztopatologiai paraméter vonatkozdsdban, mig az AIH mintdkra ez nem volt
jellemzd. Megnovekedett miR-155 expressziot figyeltiink meg a magasabb fibrozis stadiumu
CHC mintakban, dsszehasonlitva az alacsonyabb fibrozis stadiumuakkal. Az eredményeinket
tamogatta az a vizsgalat, amiben a miR-155 génjének kilitése az egerek majat megovta a
korai ¢és eldrehaladott fibrozistol a CCl4 kezelés soran (42). Tovabba a miR-155-r61 nemcsak
azt talaltdk, hogy az ALD-ben szabdlyozza az autofagidt az mTOR szabélyozasa révén,
hanem az autofagoszoma lizoszomaval vald Osszeolvadasat is képes rontani, ami
megnovekedett LC3 és p62 szintet eredményez (43). Vizsgalataink ezzel csak részben
értenek egyet. A tobbi vizsgalt mikroRNS expressziojat nézve a legtobb terméket a miR-155
vizsgalata esetén mértiik mind a CHC, mind az AIH mintédkban, azonban az LC3 és a p62
szintje csak AIH esetében volt novekedett, utalva karosodott autofagidra, a CHC mintdkban
azonban nem. Ennek ellenére a miR-155 expressziojanak jelentds novekedésérdl szamoltak
be HCV-fert6zott betegekben, ami gy tlinik, hogy részt vesz az antivirdlis immunvalasz
szabalyozasaban, eldsegitve a HCV replikacidjat és perzisztencigjat (41). A miR-155
szabalyozasarol tovabbi adatok nem éllnak rendelkezésre AIH-ben, de a miR-155-nek egyéb

szerepe is lehet, példaul a gyulladasos sejtek toborzasaban és a majkarosodasban is (92).
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Bér vizsgéalatunk nem utalt arra, hogy a vizsgalt mikroRNS-ek kiemelt hatasuak
lennének az autofagia szempontjabol CHC és AlIH-ben, azonban eredményeink az
irodalomban is tapasztalt mikroRNS expressziok CHC progresszidjat befolydsold
tényezokkel mutatott 0sszefiiggését tdimogathatjak.

Szamos publikacid vizsgdlja a mikroRNS-ek szerepét a maj karcinogenezisében és
hogy a mikroRNS expresszidos mintdzata hogyan jellemezheti a benignus és malignus
majelvaltozasokat meghatarozo bioldgiai folyamatokat (93—-95). Ezért munkank soran célunk
volt olyan mikroRNS expresszidos mintazat kimutatasa, amely a cirrdzis vagy HCC vagy
benignus héameredetli daganatok ko6zé soroljdk az adenoman (hepatocellularis és
kolangiocellularis adenoma) kiviil a FNH-t, bar ennek daganat voltat egyesek kétségbe
vonjak, masok viszont megjelenése ¢és klinikai képe alapjan daganatnak tekintik. A mdj
primer malignus daganatai koziil a leggyakoribb és a diffuz kronikus majbetegségekkel
szoros kapcsolatot alkot a HCC és a CC (24, 25).

A vizsgalt mikroRNS-ek tulnyomorészt csokkent szintet mutattak FNH-ban, de a miR-
34a és a miR-224 FNH-ban, cirrézisban ¢s a HCC-ben is megndvekedett a normal majhoz
képest. Ez az eredmény 6sszhangban all a szakirodalommal, mivel mind a miR-34a, mind a
miR-224 fokozott expresszigjat irtdk le majbetegségekben, ideértve a fibrozist, a HCV-
fertdzést, a cirrozist, az alkoholos és nem alkoholos majbetegségeket, valamint a HCC-t (96).
A miR-34a egyik aktivatora a p53, amely a majsejtek apoptozisat és a HSC-k aktivalasat
eredményezi (97). A HSC-k szabalyozéasa révén ugy tlinik, hogy a miR-34a szerepet jatszik
a majfibrozisban is, és a miR-34 csendesitése a-SMA, az 1. tipusu kollagén €s a dezmin
csokkenését idézte eld (98). A HSC-k aktivalodasat mutattak ki FNH-ban , mivel az artérias
hiperperfiiziobol szarmazoé oxidativ stressz aktivalhatja a HSC-ket a kdzponti hegesedésben
(99). Tehat ugy tlinik, hogy a miR-34a eldsegiti a sejtek tulélését, amint azt korabban
javasoltak a HCC sejttenyészetekben (100), hozzédjarulva a majszovet helyreallitasdhoz és a
fibrozishoz.

Megallapitottak, hogy a miR-224 eldsegiti a proliferaciot, a migraciot és az invaziot az
AKT aktivalasaval (101) és a TGF B (102) jelatviteli itvonalon keresztiil, valamint az MMP-
9 expresszidjanak fokozasaval (103). Tovabba az a tény, hogy a p65/NF-kB-t a miR-224
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kozvetlen transzkripcios regulatoraként azonositottak, 0sszekapcsolja ezt a mikroRNS-t a
progresszidjaval is (104). Ezért valoszinli, hogy a miR-224 eldsegiti a proliferaciot
majkarosodasok soran. Ezt a feltételezést tamasztja ala az emelkedett miR-224 jelenlétére
vonatkoz6 adatok egyre novekvo szama kronikus majbetegségekben (94, 105), illetve a CHC
mintakban altalunk tapasztalt szteatdzis és miR-224 szintjének dsszefiiggése.
Vizsgalatunkban a miR-17-5p, miR-18a, miR-21, miR-195, miR-210, miR-221 ¢s
miR-222 csokkent expressziot mutattuk be FNH-ban, 6sszehasonlitva a cirrézissal, HCC
¢és/vagy normal majjal. Az FNH-ban a csokkent miR-21, miR-222, miR-17-5p, miR-18a
szintje érdekes megallapitds, mivel ezek a mikroRNS-ek targetei gatolhatjdk a
sejtproliferaciot és a sejtciklus eldrehaladdsat. Az emelkedett miR-21-et és miR-222-t
talaltak kiilonféle tipusu rakokban, koztiik a HCC-ben (106-108), mivel statisztikailag
alacsony miR-21 és miR-222 expressziot detektaltak a hepatocellularis adenomaban és az
FNH-ban (109). A miR-21 megcélozza a PTEN-t, a PI3K/AKT ut negativ szabalyozdjat
A miR-222 targetei az CDKNIB, p27/Kipl (112) és a PPP2R2A (106), amelyek a sejtciklus
¢s a sejtnovekedés két negativ szabalyzdja. Megfigyeléseink szerint a miR-21 és a miR-222
emelkedett a cirr6zisban és a HCC-ben, de az FNH-ban nem, amely alatdmasztja ezeknek a
mikroRNS-eknek a hepatokarcinogenezisben vald részvételét. Tulajdonképpen a miR-21
célgénje befolydsolja a tumor biologiai meghataroz6 folyamatait (113) és az NF-kB-vel
egyiitt hozzajarul a transzformalt allapot fenntartasahoz (114). Mig az alacsony miR-21
szintje a Hippo-utvonal gatldjanak aktivalasaval is megindithatja a proliferaciot, engedve
hogy a YAP transzkripcids koativator inicidlja a génexpressziot (115, 116). Ez
magyarazhatja azt a megfigyelésiinket, miszerint az FNH-ban a proliferaci6 akkor is
megengedett, ha alacsony a miR-21 szintje, de ez minden bizonnyal egy olyan szabalyozas
alapjan nyilvanul meg, amely eltér attol az allapottol, amikor magas miR-21 expresszio van.
A miR-17-5p és a miR-18a célpontjai szintén a sejtciklus-gatlok (117, 118) Ennek
ellenére arrol szamoltak be, hogy a miR-17-5p magas és alacsony szintje is eldsegitheti a

proliferaciot (118). Igy az FNH-ban és a cirrozisban kimutatott alacsony miR-17-5p szintek
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tamogathatjak a proliferaciot, de eltérd utvonalakon keresztiil, mint amikor magas a miR-17-
5p expresszio.

A korabbi onkogén mikroRNS-ekkel ellentétben a miR-195 tumorszupresszor
funkcioval rendelkezik, mivel gatolja a proliferaciot és az angiogenezist (119). Ennek oka
lehet az FNH-ban és a HCC-ben megfigyelt alacsony miR-195 expresszi6 a cirr6zishoz
képest, jelezve a folyamatos proliferaciot. Ennek ellenére a miR-195 aktivalhatja a HSC-ket,
megnovekedett a-SMA ¢és csokkent Smad7 szintet eredményezhet (120), ami pedig
magyarazhatja, hogy miért az miR-195 emelkedett a cirrozisban, mivel a TGF [/Smad ut
kulcsszerepet jatszik a majfibrozis eldsegitésében, ahol a Smad7 a negativ szabalyoz6. A
miR-210 egy sokrétli mikroRNS, amely tGlnyomorészt részt vesz a tulélé hipoxiadban (121).
Ennek ellenére arr6l szdmoltak be, hogy a miR-210 talzott expresszidja sejtciklus leallitashoz
vezet, és a gatlasa pedig felgyorsitja a sejtciklus elérehaladasat (122). Ez tisztazhatja a miR-
210 alacsony szintjét a FNH-ban és HCC-ben, a cirrézishoz viszonyitva.

Osszefoglalva vizsgilati eredményeink olyan mikroRNS-ek expresszidjanak
megvaltozasat tartak fel, amelyek emelkedése Osszefiiggésben lehet a méj mind a joindulatu,
mind a rosszindulati proliferacids folyamataival, illetve megkiilonboztetheti az FNH-t a
cirrdzistol, ami tiikkrozheti a két entitas eltérd patogenezisét, ellentétben a szdvettanilag
némileg hasonlo tulajdonsagokkal, bar az FNH fokalis és a cirrozis diffuz jellege alapvetden
eltéré makroszkopos tulajdonsdg. A mikroRNS szabalyozéas vizsgalatdhoz hasonléan az
autofagia szerepét nemcsak kronikus hepatitis mintdkon hanem daganatos esetekben is
megvizsgaltuk.

Az autofagia szerepét kettdség jellemzi a madjtumorokban, hasonléan a kronikus
hepatitis esetében megfigyeltekhez, példaul a majfibrozisban amelyben az autofagia
profibrotikus és antifibrotikus szerepet is betdlthet (38, 64). Alapszinten tumorszupressziv
mechanizmusaként miikddik, a kdrosodott sejtes alkotoelemek és fehérjék csokkentésével és
a homeosztazis fenntartdsaval. (59) Ekkor autofagia citoprotektiv folyamatként miikodik,
csokkentve a sejteket karosito stresszt €s a genom instabilitds hatasait. A gatolt vagy hianyos
autofagiat mutatd tumorokban leginkabb a PI3K/AKT/mTOR ut tulzott aktivalasa figyelhetd
meg, amely a sejtndvekedést és a proliferaciot indukéalja. Mig ha az autofiagia adaptiv

sejtvalaszt produkal, akkor tumor promoter funkcioval is birhat €és rendkiviil stresszes
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kortilmények kozott a tumorsejt a talélését probalja biztositani, akdr a tumor ellenes
kezelésekkel szemben is, tAmogatva a rezisztencia kialakuldsat (35, 38, 48).

A CC vonatkozasaban a kozzétett adatok erdsen azt sugalljak, hogy az autofagia a
kolangiokarcinogenezis soran dereguldlt allapotban van, amely tamogatja az onkogén
transzformaciot (123). Mig egy ragcsalo iCC modellben az autofigia gétldsanak
lehetdségével a tumorban aktiv autofagia tartak fel (124). Tovabba arrdl szamoltak be, hogy
a ciszplatin-alapu kezelés hatasara autofagia indukalodik CC sejtekben, és a kezelés hatasara
indukalt autofagia gatlasaval a sejtek érzékenyebbek lettek ciszplatin kezelésre (125). Ezen
eredmények hangsulyozzék az autofagia, mint molekularis mechanizmus relavenciajat CC
fejlodésében és progresszidjaban, bar a szerepe a patogenezis folyamatdban még mindig rejt
tisztazatlan kérdéseket.

Ennek egyik oka az is lehet, hogy a CC, mint tumor genetikai, klinikai megjelenés és
progresszi6 szempontjabol rendkiviil heterogén (35). Amelyet a nemrégiben bevezetett tijabb
CC Kklasszifikacio alapjan elvégzett teljes genom szekvenalasi adatok is bizonyitanak, mivel
a kiilonb6z6 helyekrdl kiindulé CC-k (iCC, pCC, dCC) eltérd genetikai profillal rendelkeztek
(29, 32, 35). Ez részben magyardzhatja a jelenlegi diagnosztikai modszerek problémait és a
terdpia alacsony hatékonysagat (35). Ennek a ténynek kdszonhetden, hogy a CC altipusok
eltérd jellemzokkel birnak, a tanulmanyunkban arra torekedtiink, hogy felfedezziik ezen
eltérdé anatomiai helyekbdl szdrmazd daganatos betegekbdl gytlijtott CC altipusok autofagias
aktivitasanak lehetséges kiilonbségeit (iCC, pCC és dCC), valamint az intrahepatikus és
extrahepatikus eredetli CC sejtvonalak tekintetében is.

Munkénk soran immunhisztokémia modszerekkel Osszehasonlitottuk az autofag
markerek, igy a Beclinl, a LC3 és a p62 expressziojat a CC egyes altipusaiban és a kdrnyezo
tumormentes majteriiletekkel, valamint HCC mintdkkal. Mint kordbban, masokhoz
hasonldan ismertettilk, az autofidgia folyamata és a mitokondridlis funkcid szorosan
Osszefiigg (56). Az utdbbi vizsgéalatara a TOMM20 ¢és a COX4 fehérjét hasznaltuk
mitokondrialis markerként.

Az eredményeink azt mutattdk, hogy fokozott volt az LC3 szintje mind az iCC-ben,
mind az eCC-ben, és megemelkedett a p62 expresszidja az iCC-ben, dsszehasonlitva a

szomszédos nem tumoros szovetekkel. Ez arra utal, hogy az 1CC-ben gatolt autofagia jelenik
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meg, autofagoszoma képzddéssel, de autofagolizoszoémalis degradacid nélkiil. Ha kiilon
vettlik az eCC altipusait, akkor az LC3 expresszid pCC-ben és a dCC-ben, a p62 expresszid
a dCC-ben nem kiilonb6zott a nem tumoros kornyezd szovetekhez expresszidjahoz képest,
mig a pCC-ben megndvekedett p62 szintje a kdrnyez6 nem daganatos teriilethez képest. Az
eredmény azt mutatta, hogy az autofagia a pCC-ben inkabb gatolt llapotban volt, mig a dCC-
ben emelkedett autofagias aktivitds mutatkozott. Sasaki és munkatérsai az eredményeinkhez
hasonloéan THC altal detektalva megnovekedett LC3 és p62 szintet tartak fel BilLIN 1-2, 3
1ézidkban ¢€s invaziv CC esetekben, a normal epevezetékekhez képest, jelezve, hogy hianyos
autofagia kapcsolodik a CC kialakulasdhoz (123) A HCC-ben pCC-hez hasonléan magas
LC3 és p62 szintet talaltunk utalva arra, hogy ezekben a daganatokban az autofagia funkcid
szintén gatolt, hasonléan az iCC-hez. Chava és munkatarsai IHC 4ltal szintén emelkedett
p62-szintjet publikaltak a HCC mintak 84% -aban, ami a karosodott autofagias funkcionak
tulajdonitottak (126).

Az LC3, és a p62 fehérje vizsgalata mellett a Beclinl expresszidjat ritkdbban
alkalmazzdk autofigia markerként. Részt vesz az autofagoszéma kialakulasanak
kezdeményezésében (35), de arra nincs bizonyiték arra, hogy a folyamat sordn az
autofagoszomaba beépiilne e. A tanulmanyunkban, az LC3-mal ellentétben, nem talaltunk
kiilonb6zé Beclinl expressziot a tumor €s a tumor koriili nem daganatos szovetek kozt,
valamint az tumorok vizsgélata sordn az iCC-eCC, iCC-pCC ¢és 1CC-dCC kozott, amely arra
utal, hogy az autofagia indukcids szintje nem valtozik az iCC-ben és az eCC-ben. Mig a
Beclinl dCC-ben csokkent volt pCC-hez viszonyitva, és a HCC-ben is iCC-hez és a pCC-
hez képest, jelezve, hogy az autofagia indukcioja dCC-ben és HCC-ben csokkent. Ez azonban
nincs 0sszhangban a megfigyelt autofagia funkcioval, amelyet a p62-espresszid alapjan a
dCC-ben aktivabbnak talaltunk. Emellett elemzésiink kimutatta, hogy a Beclinl korrelalt az
LC3-val az iCC-ben és az eCC-ben, kiillondsen a dCC-ben, jelezve, hogy ezekben a CC
altipusokban el6fordulhat autofiagia indukci6. Ennek ellenére a Beclinl csak a dCC-ben
korrelalt negativan a p62-vel, ezzel is tAmogatva, hogy aktiv autofagia fordul elé6 dCC-ben,
legalabbis bizonyos mértékben a tobbi CC altipushoz képest, mig az iCC, pCC és HCC-ben

gatolt allapotban van.
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Eredményeinkbdl kitiinik, hogy a pCC, bar eCC, de kozelebb van az iCC-hez,
tekintettel a hasonld LC3, p62 és Beclinl szintjére. Az LC3 és a p62 szintjei szintén
hasonloéak voltak az iCC-ben és a HCC-ben, de a Beclinl kiilonosen lecsokkent HCC-ben. A
majdaganatokkal kapcsolatban leirtdk, hogy a csokkent Beclinl korrelalt a HCC
differencialtsagi fokozataval (127), de alacsony Beclinl tarsitottak a HCC kitjulasaval (128).
Emellett magas Beclinl expressziot figyelhetek meg kronikus hepatitisben (129), és az iCC
76% -aban (125), de egy masik vizsgalatban az iCC esetek 32% -aban és az eCC 27% -dban
volt tapasztalhato magas Beclinl expresszid (IHC score > 6) (130). Mindezek azt mutatjak,
hogy a Belclinl szintje valtozik a beteg szovetekben, és lehet, hogy nincs kodzvetlen
kapcsolatban az autofagia indukciojaval. Autofagia-szabalyoz6 mellett a Beclinl
tumorszuppresszorként is funkcional (127), kiilonds tekintettel a sejtproliferacié gatloként is
viselkedhet, mivel egerekben a Beclinl inaktivalasa fokozta a tumorigenezist (131, 132). igy
a HCC-ben a Beclinl csokkent szintje el6fordulhat a sejtproliferacio tamogatasa érdekében,
ennek ellenére a jelen vizsgalatban nem talaltak 6sszefliggést a Ki-67 és a Beclinl kozott.
Ezenkiviil az alacsony Beclinl szint egy nem-kanonikus autofagia indukciot is jelezhet,
mivel arr6l beszdmoltak mar, hogy az autofiagia indukcié Beclinl-tdl fliggetlen mddon is
1étrejohet (133).

Egy kordbbi tanulmanyban mitokondrialis diszfunkcié okozta megemelkedett ROS
szintet tartak fel HCC és 1CC mintdkban és Osszefliggésbe hoztdk a mitokondridlis
diszfunkciot a méjsejtekben a kolangiokarcinogenezissel (134). A TOMM?20 fehérje szamos
tumorban megemelkedett (135). A vizsgélataink sordn iCC esetében taldltunk szintén
emelkedett TOMM20 expresszidt a kdrnyezd nem daganatos teriiletekhez képest. A pCC
esetében 1s detektalhatd volt ez az emelkedés, azonban a szignifikancia szintet nem érte el.
Mindkét tumor tipusban a megndvekedett mitokondrialis tomeg, TOMM20 expresszid az
autofadg iniciaciojat mutatdé markerekkel volt Osszefiiggésben, ami egy mitokondridlis
autofagia indukciora utalhat. A HCC mintdkban a mitokondrialis tdmeg szoros 0sszefiiggést
mutatott mitokondrialis ATP termeléssel, vagyis a COX4 expressziojaval, annak ellenére,
hogy nem talaltunk kiilonbséget a kiilonféle vizsgalt daganatok COX4 expresszidjaban. A
COX4 a mitokondridlis 1égzési lanc termindlis része és nélkiilozhetetlen a megfeleld

mitokondrialis mikodéshez ¢és az ezzel egyideji ATP termeléshez (136). Bar a
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mitokondrialis ATP-termelés nem jellemz6 a HCC tumorban (137), egy kordbbi tanulmany
kimutatta, hogy az oxidativ foszforilacié kevésbé romlott egy mérsékelten differencialt HCC
sejtvonalban, mint a differencialatlan HCC sejtvonalban (138). Vizsgalatunkban a HCC
esetek 66,7%-a tartozott a mérsékelten differencialt csoportba.

A pCC esetében a mitokondridlis tomeg, TOMM?20 és az autofagids markerek kozti
(LC3, p62) 6sszefiiggése mellett az LC3 és a tumor differencialtsagi fok kozt is tapasztaltunk
kapcsolatot. ~ Eredményeinkhez  hasonléan  Antonio  Ieni  és  munkatarsai
immunhisztokémiailag detektalva emelkedett LC3, Beclinl és AMBRAI expressziot
mutattak ki magasabb differencidltsaglh huméan gyomor tubularis adenokarcinoma mintakon
(139). Szintén tubularis adenokarcindbma mintakon elektromikroszkop segitségével
megemelkedett autofagias vakudlum detektaltak a magasabb fokozatu tumor esetében (51).
Az irodalmi adatok és az eredményeik azt feltételezik, hogy a pCC-ben a tubuldris
adenokarcinomdhoz hasonléan az autofdgia szigoruan kapcsolodik a  tumor
differencialtsagahoz és a daganat progresszidjahoz.

Eredményeink szerint az eCC-t altipusaira bontva, a dCC eltéréd modon viselkedett az
1CC-hoz, pCC-hoz és a HCC-hoz képest mind az autofagia, mind a mitokondrialis funkcid
tekinteteben. A dCC-ban a kérnyez6 nem daganatos teriiletekhez képest nem tapasztaltunk
valtozast az autofagiaval kapcsolatos fehérjék és a TOMM?20 expresszidjaban, de a COX4
szintje csOkkent. Tovabba a dCC a tobbi tumor tipushoz (iCC, pCC, HCC) képest fokozott
Ki-67 expressziot mutatott, amely Osszefliggést mutatott az LC3 és a p62 szintjeivel. Ezért a
Ki-67, proliferacios index alapjan felosztottuk a dCC tumorokat alacsony és magas
proliferacidt mutatd esetekre és a két csoport kozt a mitokondridlis halozat és az autofagia
aktivitdsban eltérést tapasztaltunk. A magas Ki-67 expressziot mutatd tumorok esetén
lecsokkent a Beclinl, LC3 és megemelkedett a p62 szintje az alacsony Ki-67 expresszidju
tumorokhoz képes, amelyekben pedig a kdrnyezd normal teriiletekhez képest aktiv autofagia
figyelhetd meg. A CC-ra jellemz6 szdmos genetikai mintdzat (RAS, BRAF, ERBB2/HER2,
EGFR ¢s PIK3CA) MAPKinaz aktivalassal vagy p53 szupresszioval mTOR aktivalast
képesek eredményezni (140), amely kdzponti szerepet jatszik a proliferacidban és a
sejtnovekedésben (140, 141), de az autofagia {6 negativ szabalyz6 elemeként is ismert (35,

49, 141). Az mTOR aktvitasa révén a magasan proliferaldo tumorok képesek a glikolizis
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energiatermeld folyamatra attérni a mitokondriadlis ATP energiatermelésrél, hogy a fokozott
energiaigényt minél gyorsabban biztositsak (142). Az anyagcsere atalakuldsa soran, a
mitokondrialis ATP termelés leallasat kovetden az mitokondridlis organellumok
funkciojukat vesztik (143), amelyet a megnovekedett TOMM20 ¢és a csokkent COX4
expresszid ald is tdmaszt, mivel az autofigia karosodasa révén a diszfunkcionald
mitokondriumok eliminéalasa sem torténik meg. Egy nemrégiben publikalt vizsgalatban m4j
sejtvonalon mutattdk be, hogy a tumorsejt képes az autofagia gatlasaval a glikolizis
fokozasara a proliferacio kovetkeztében létrejott energiaigény kapcsan, mert bebizonyitottak,
hogy az aktiv autofagia szelektiv bomlassal modulédlhatja a glikolizis szintjét a sejtekben
¢és az aktiv autofagia a mitokondriumban zajlo citrat ciklus szamara a fehérjék lebontésaval
aminosavakat, a zsirok lebontésaval pedig lipideket biztosithat, ezzel tdmogatva a tumorsejt
talélését (142).

Egy korabbi publikicioban vizsgaltak a Ki-67 expresszigjat CC mintdkon és
Osszefliggést talaltak a betegség stddiumaval és ajanlast tettek a Ki-67 expresszid
prognosztikai faktorként  vald alkalmazdsdra a CC vizsgalata sordn, azonban a
tanulmanyukban nem tértek ki a mintdk tovabbi osztalyozdsara (145, 146). Ebben a
tanulmanyban nem talaltunk 6sszefliggést a Ki-67 expresszio és a CC kozott az alacsony Ki-
67 index miatt az iICC-ben és a pCC-ben. Ennek ellenére azt talaltuk, hogy az alacsonyabb
Ki-67 szint és a Beclinl magasabb expresszioja a hosszabb median tuléléshez kapcsolodik a
dCC-ben, ami arra utal, hogy a Ki-67-nek és a Beclinl-nek prognosztikai értéke van dCC-
ben. Koradbban arrdl szdmoltak be, hogy az alacsony Beclinl expresszio kedvezdtlen teljes
¢€s progressziomentes tulélést josolt az iCC-ben és az eCC-ben (130, 147), valamint mas
tumortipusokban is (131, 132). Azonban a Beclinl mellett az autofigia mas jellegzetes
markereit, amelyek tiikrozhetik a daganatokban az autofagia altaldnos &llapotat, nem
fedezték fel (35).

Ebben a tanulméanyban az autofagia vizsgalatat az iCC és az eCC sejtvonalakban is
elvégeztiik, és megfigyeltiik, hogy az autofagia gatld, mTOR inhibitor (Rapamycin),
valamint az 5-FU ¢és a Sorafenib autofagia-indukald szerek, mint masodvonalbeli

kemoterapidk moduldljak-e az autofagiat ezen sejtvonalakban. Vizsgalatok azt sugalltak,
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hogy a mitokondrialis morfoldgia kiilonbségei eltérd autofagia folyamatot fedhetnek fel (57),
igy aziCC-, eCC- és HCC-eredetli sejtvonalakban fluoreszcens Mitoview Green, Mitotracker
Orange CMTMRos ¢és MDC probakkal detektaltunk a mitokondrialis haldzatot és autofagas
vakoluomokat. A Mitoview Green jel kialakulédsa fiiggetlen a membranpotencialtol, ezért a
megjelenése kizarolag a sejtek mitokondrialis tomegéhez kapcsolddik. A Mitotracker Orange
CMTMRos ezzel szemben egy membranpotencialfiiggd reakciot mutat, és igy csak az €16
sejtekben halmozodik fel. Eredményeink szakaszos, feldarabolt mitokondrialis halozatot
tartak fel az iICC és az eCC sejtekben, amelyekrdl leirtdk, hogy jelzik mitokondrialis
fragmentéci6 hatdsara megjelend mitofagia indukciot (57). Ennek ellenére azt tapasztaltuk a
mitokondrialis membranpotencidlon alapuld jelolés és mitokondrialis tomeget detektald
reakcio atfedése kapcsan, hogy az inaktiv mitokondriumok jelei nagyobb mértékben jelentek
meg az iCC-ben (HuH28), mig az eCC (TFK-1) sejtekben nem, ami arra utal, hogy a hibas
mitokondriumok hatékonyabban eliminalddnak az eCC-sejtekben. Ezzel ellentétben, a HCC
amelyrdl kimutattak, hogy ezen morfologia altal a mitokondriumok a sejtekben elkeriilik a
mitofagiat az ATP termelés fenntartdsa miatt, ezzel fizikai gatat képezve méretiik miatt az
autofagoszomak szamara (56, 57). Ennek ellenére az inaktiv mitokondriumok jelei a HepG2
sejtekben megjelentek a HuH28 sejtvonalhoz hasonloan.

Az autofagias vakoluomok MDC-vel torténd megfestésével az autofagoszémak csak
akkor jelentek meg az i1CC-ben és az eCC-sejtekben, amikor az autofagoszomak
lizoszomakkal torténd fuzidjat CQ-val gatoltuk, jelezve az aktiv autofagia jelenlétét ezekben
a sejtvonalakban (50, 148). Ezzel szemben a HepG2-ban minimalis pontozott valaszt
detektaltunk a kezeletlen sejtvonalban, amelyet a CQ nem tudott lényegesen ndvelni, ami
arra utal, hogy ebben a sejtvonalban alacsonyabb az autofagia aktivitds. A kiindulasi
autofagia-aktivitas vizsgalata Western blot analizissel végeztiik LC3 II/I és p62 szintekkel
detektalva. Ismeretes, hogy az autofagia sordn az intracitoplazmatikus LC3 I szintjének
redukcioja LC3 II képzddést hatasara az LC3 1I/I aranya megemelkedik, ami p62 expresszid
csokkenést von maga utan (50). Az eredményeink CQ jelenlétében az egyes sejtvonalakban
aktiv autofagia jelenlétét mutattdk, amelyet jelzett a megndvekedett LC3 II/I ardny a

kontrollhoz képest, kiilondsen az iCC ¢s a HepG2 sejtekben (tobb, mint 50%-es novekedést).
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Ennek ellenére a p62 expresszidjanak novekedése joval alacsonyabb volt, mint az LC3 II/1,
mivel az iCC és az eCC sejtvonalakban 1,5x ndvekedés volt megfigyelhetd; mig a HepG2-
ben a p62 expresszidjanak emelkedése elmaradt. Ezek az eredmények autofagia aktivitast
jeleznek az 1CC ¢és karosodott folyamatot eCC sejtekben. Az aktiv autofagia jelenlétét a
HepG2-ben nem lehetett egyértelmiien kijelenteni, mert az emelkedett LC3 II/I arany csak
emelkedett autofagoszoéma kialakulésra utal.

Az eredményeink tiikrében feltételezhetd, hogy a fokozott autofagia-aktivitas hianya a
tumorsejtek szdmara védelmet nyujthat, de felvetddik a kérdés, hogy az észlelt minimalis
autofagia-aktivitds a sejtvonalakban indukalhat6, illetve tapasztalhatunk-e eltérést a
sejtvonalak kozt az autofagids valaszban eredetiik alapjan. Mivel az mTOR miikddésének
gatlasa CC és HCC esetében kezelési stratégiai megkozelités is lehet, ezért egy ismert mTOR
gatld, Rapamycinnel végeztiik el a kisérletet (140, 141, 149). A Rapamycin olyan specifikus
makrolid, amely megkoti a FKBP12 fehérjét és molekularis komplexet képezve gatolni képes
az mTOR aktivitasat, valamint autofagia indukcidt valt ki. Ezt korabban mar HBV-indukalt
HCC, neuroblasztéma és tiidé adenokarcindéma sejtvonalakban is kimutattak (59, 149—-151).
A CC-ra vonatkozoan azonban még nem rendelkeztiink erre vonatkozo6an adattal.

A vizsgalatunk soran Rapamycin kezelést végeztiik, illetve kombinacidoban autofagia
inhibitor, CQ-t is alkalmaztunk HuH-28, TFK-1 ¢s HepG2 sejtvonalak esetében. TFK-1
esetében LC3 II/I ardnya az indukalt éallapotban kiinduldsi autofagidhoz képest nem
emelkedett meg, tulajdonképp az autofagia indukcidt nem tapasztaltuk Rapamycin kezelés
hatasara. Egy korabbi tanulméanyban 13 madjsejtvonalat vizsgaltak és bemutattdk, hogy a
sejtek eltéré modon képesek reagéalni a Rapamycin kezelésre, volt koztiik olyan majsejtvonal,
amely teljes rezisztenciat is mutatott (152). Amely alapjan feltételezhetd, hogy Rapamycin
kezelés hatasara az autofdgia indukcio is eltérd lehet sejttipusokként. Vizsgalataink
kimutattdk, hogy a Rapamycin hatékonyan ndvelte az LC3 II/I ardnyt és csokkentette a p62
expressziojat csokkenését okozta a kezeletlen HuH-28 és HepG2 sejtekhez viszonyitva. Ezek
az adatok azt mutatjak, hogy a Rapamycin képes az autofagia aktivitasat a HepG2 és HuH-
28 sejtekben szabalyozni, amely akar a késObbiekben kezelési stratégia alapjaul is szolgalhat.

Az autofagia kettds szerepe miatt a tumorsejtek az autofagiat alkalmazhatjak adaptiv

mechanizmusként is, hogy tuléljenek rendkiviil stresszes koriilmények kozott, igy akar
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novelve daganatellenes szerekkel szembeni rezisztencia mértékét (59). A CC genetikailag,
klinikai megjelenését és progresszidjat tekintve is kifejezetten heterogén tumor, azonban a
kezelés soran a cisplatin/gemcitabin alapu terapia dominal amellett, hogy nagymértékii
javulast nem érheto el a kezeléssel és okozott mellékhatdsai miatt a masodvonalbeli szerek
alkalmazdsa mar nem lehetséges (36). Ezért kiemelten fontosak a kezelésekkel szembeni
rezisztencia vizsgalatok CC esetében, annak érdekében, hogy a megfeleld kezelési stratégia
megvalasztasa hatékonyabb tulélési idot eredményezzen CC betegekben.

A majtumorok kezelésénél hasznalt szdmos szer esetében végeztek rezisztencia
vizsgalatot, példaul 5-FU szemben kialakult rezisztencia estében is. A kutatds soran sikeresen
kimutattdk mind HCC mind CC sejtvonalakban, hogy az 5-FU kezelés autofagia indukciot
eredményezhet és a kemoterapia indukalta autofagia gétlasat kovetden a sejtek nagyobb
érzékenységet mutattak a 5-FU-s kezelésre (153, 154). A publikdciok azonban arra nem
térnek ki, hogy tapasztalhatunk-e eltérést az autofigias valaszban ugyanazok szerek
alkalmazasakor az intrahepatikus vagy az extrahepatikus tumorok kozt.

Az 5-FU ¢és az irodalomban CC kezelése soran igéretes eredményeket mutatd Sorafenib
kezelést végeztiink HuH-28, TFK-1 és HepG2 sejtvonalakon. A kivalasztott terapias dozist
irodalmi adatok alapjan hataroztuk meg €s Western Blot analizissel detektaltuk az autofagia
fehérjéket. Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk a sejtek proliferacios aktivitasat, valaszt varva
arra, hogy az autofagia inhibitorral kombindcioban alkalmazva az egyes kemoterapias szerek
csOkkenthetik-e az egyszeres kezeléshez képest a kezelések IC50 értékét. A Rapamycin
kezeléshez hasonldan eltérést tapasztaltunk a sejtvonalak kozott. Megfigyeltiik, hogy HuH-
28 esetében Sorafenib és SFU, mig HepG2 esetében 5-FU kezelés valtott ki autofagia
aktivitds, €s a folyamat gatlasa csokkentette a sejtek €letképességét. A HepG2 Sorafenib
kezelése nem valtott ki autofagia indukciot.

A Sorafenib kezelésre adott kiilonb6z6 valasz autofagia szempontjabol nem példa
nélkiili az irodalomban. A kutatasok szerint a Sorafenib az autofagiat tobbféleképpen képes
szabalyozni, ezért a kutatasok tobbféle szerepet tulajdonitanak a Sorafenib elleni rezisztencia
kialakitasaban (155). Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy a Sorafenib képes indukalni a
tumorsejt szdmara védo autofagiat a HCC sejtekben a STAT3/Beclinl/MCL1 ttvonal révén,

¢és igy a folyamat gatlasa akar farmakologiai inhibitorokkal, akar esszencidlis autofagia gén
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kitlitése révén fokozta a Sorafenib citotoxicitasat HCC sejtekben (155-157). A HuH-28
sejtvonal esetében tapasztalt eredmények ezt a lehetdséget erdsitik. Ugyanakkor nem
minden, a Sorafenib altal indukalt autofagia szolgal a talélést eldsegitd valaszként és mas
vizsgalatok ellentétes eredményeket mutattak ki (156). A Sorafenib képes volt egy idoben
AKT/mTOR, valamint a PERK/EIF2 szignal utvonalon keresztiil is apopt6zist és autofagiat
indukélni, amellyel sejthalalt idézett el6 HCC eredetii sejtvonalban (155, 158, 159). A
tumorsejtek - még pontosan nem tisztazott modon - szamos fehérjével, illetve mikroRNS-el
kapcsolatos utvonalat képesek felhasznalni, amelyek befolyasoljak az autofagia végso
eredményét a Sorafenib kezelésre adott valaszban (155, 160, 161). igy példaul kimutattak a
Sorafenib kezelés sordn, hogy a tumorsejt képes novelni a miR-21 expressziojat, ezaltal
elnyomja az indukalt autofagiat a PTEN Utvonalon keresztiil, elidézve ezzel a Sorafenib
elleni rezisztencia kialakulasat (110, 160). Igy mindenképp elmondhaté, hogy tovabbi
tanulmanyokra van sziikség az autofagia és a Sorafenib rezisztencia kapcsolatanak
tisztazasara.

A HuH-28 ¢és HepG2-val ellentétben a TFK-1 esetében egyik kezelés hatasara sem
tapasztaltunk emelkedett autofagia aktivitast. Feltételezéseink szerint az eredmény mogott a
CC heterogenitasa 4ll. Intrahepatikus €s extrahepatikus tipusai, még az extrahepatikus
forman beliil is, jelentdsen kiilonboznek a klinikai megjelenésben, a szabalyz6 molekularis
utvonalakban, illetve a tumorok alapjat szolgalo genetikai profiljukban is (29, 162). A TFK-
1 egy extrahepatikus forma és az intrahepatikus CC tipussal, a HuH-28 sejtvonallal
ellentétben fele akkora duplazddasi iddvel rendelkezik, tehat jobban proliferald sejtvonal
(163). A TFK-1 sajatossaga, hogy fokozott ERBB2 és MUCI termelés jellemz0 ra, illetve
jobban reagal a Cetuximab kezelésre (162—164). Szamos tanulmany igazolja, hogy ERBB
expresszid joval gyakoribb extrahepatikus CC forméban az epeholyag tumorokhoz
hasonléan, azonban az eCC és iCC ugyanugy gemcitabin/cisplatin alapu terapiaval kezelik
(31, 162, 165-167).

ERBB?2 az EGFR csalad tagja és tilzott expresszidja a PI3K/AKT és a MAPK1/3 utak
rendellenes jelatvitelét eredményezi. Ennek révén a sejtek jobb tuléléshez és fokozott
sejtnovekedéshez juthatnak, ami rossz klinikai progndzist és a kemoterapias kezelések elleni

rezisztencia kialakitasaval tarsulhat. Nemrégiben bemutattak, hogy az ERBB2 képes gatolni
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az autofagiat a Beclinl komplexén keresztiil, és 6sszefliggést mutattak ki a genetikai Beclinl
veszteség €s az ERBB2 amplifikaci6 kozott human duktalis adenokarcindémakban (168, 169).
Az ERBB2 tultermelése nem befolyasolja a bazélis autofagiat, de stresszre valaszul elnyomja
az autofagia indukcidjat, igy a kemoterapias kezelésre adott autofagias valaszt is képes lehet
szabalyozni. Bar emlddaganatokban trastuzumab az autofagia inhibitor egyiittesen hasznalva
csOkkentette a sejtek életképességét a trastuzumab kezeléshez képest, azonban ezt mas
sejttipus és kezelés esetében nem vizsgaltak még (168).

A TFK-1 tapasztalt eredményeink azt sugalljdk, hogy a bazalis autofagia
Osszehasonlitasa a kiilonbozo relevans jelatviteli utakkal CC sejtek esetében hasznos lehet
annak megértésében, hogy egyes gyakori jelatviteli mintazatok hogyan szabalyozhatjak az
autofagia szerepét és mely tumorok altipusaiban lenne hatékonyabb az autofagia gatlasa.
Vizsgalataink megfeleld alapot szolgalhatnak az autofidgia moduldldsdnak hasznalatara
iranyul6 tovabbi tanulmanyokhoz és esetleges klinikai relevancidk megallapitasdhoz CC

esetében.

85



DOI:10.14753/SE.2020.2443

7 Kovetkeztetések

1. Elsoként azonositottunk eltéré autofdagias aktivitast (LC3, p62) ¢és eltérd
mitokondrialis tomeget (TOMM20) a kiilonbozo etiologiaju - CHC és AIH - kronikus
hepatitisben, amely a két kiilonb6zé koéroku kronikus hepatitis kozti eltérd molekularis

patomechanizmust tiikkr6zi.

2. Elsoként figyeltiink meg 6sszefliggést autofagolizoszomalis szinten gadtolt autofigia
(megnovekedett p62 expresszid) és a nekroinflammdcio kozott AIH-ben, ami kiterjedt

gyulladédshoz, tulzottan aktivalt immunvalaszhoz és fokozott nekrézishoz vezetett.

3. Osszefiiggést mutattunk ki a mikroRNS szabdlyozds és CHC progresszidja kozott,
mivel kapcsolatot talaltunk a miR-224 szintje és a szteatozis mértéke, valamint a miR-155

expresszidja és a fibrdzis stadiuma kozott.

4. Eltéro mikroRNS mintazatot mutattunk ki FNH, cirrozis és HCC mintikban. A
miR-21 és a miR-222 fokozott expressziojat cirrdzisban és HCC-ben detektaltuk a FNH-hoz
képest. A miR-34a és a miR-224 szintje cirr6zisban, HCC-ben és FNH-ban is megndtt,
jelezve, hogy ezeknek a mikroRNS-eknek emelkedése Osszefiiggésben lehet a maj a

joindulatu €s a rosszindulata proliferacios folyamataival.

5. Az autofag és a mitokondridlis fehérjék expresszios mintazata jobban jellemzi a CC
ujabban bevezetett - iCC, pCC, dCC — osztalyozdsdt, mint az intrahepatikus, extrahepatikus

felosztast. Az LC3 szint a tumor differencialtsagi fokaval fliggott 6ssze pCC minték esetében.

6. A karosodott autofigia jeleként emelkedett LC3 és p62 autofag fehérje szintet
mutattunk ki iCC-ban ¢és emelkedett p62 szintet pCC-ben a kérnyezd mdajhoz képest. A
TOMM?20 expresszioja Osszefliggést mutatott a Beclinl és LC3 expresszioval iCC, pCC

esetében, ami a mitokondridlis kdarosodds és autofdagia osszefiiggését jelzi

7. Kimutattuk, hogy a Ki67-tel detektdlt magasabb proliferdciot és csokkent Beclinl
szintet mutatd dCC esetek tulélése rosszabb (0S), amely felveti ezen fehérjék prognosztikai

markerként valo felhaszndlasat dCC-ben.
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8. Az in vitro végzett vizsgalatok soran eltéré mitokondridlis morfologidt és eltéro

bazalis autofagia tartunk fel az iCC, eCC és HCC eredetii sejtvonalakban.

0. Az mTOR gatloszer, Rapamycin kezeléssel autofagia indukciot értiik el iCC és HCC
eredetii sejtvonalakban. Megfigyeltik, hogy HuH-28 esetében Sorafenib és 5-FU, mig
HepG2 esetében 5-FU kezelés valtott ki autofagia aktivitast és a folyamat gatlasa
csokkentette a sejtek életképességét. A TFK-1 sejtvonal Rapamycin és a kemoterapias
szerekre adott autofagia indukcidja elmaradt, ami arra utal, hogy indokolt tovabbi CC

sejtvonalakon vizsgalni az autofagia mintdzatat és a jelatviteli utakkal kapcsolatos szerepét.
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8 Osszefoglalas

A molekularis mechanizmusok — kiemelten az autofagia ¢s a mikroRNS expresszio -
szabalyzasanak jobb megismerése a kronikus majbetegségek és a majdaganatok teriiletén
kiemelt fontossdgi. Az erre vonatkoz6é ndvekvd ismeretek alapjan fogalmaztuk meg
célkitizéseinket, melyek a kronikus hepatitis (CH) kiilonb6zd formdainak — a krénikus
hepatitis C (CHC) és az autoimmun hepatitis (AIH) - és az egyes fokalis m4jléziok
molekuléris alapjainak jobb megismerését célozta. Munkank alapjat emberi anyag — 63
tlbiopszids minta és 216 sebészi rezekatum— képezte. Kolangiokarcindma (CC) ¢és
hepatocellularis karcinoma (HCC) - eredetii sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalatokkal az
autofagia és a terapids valasz jobb megismerését céloztuk meg. Eredményeink eltérd
autofagiat (LC3, p62) és mitokondridlis tomeget (TOMM20) tartak fel a kiilonb6zd
kapcsolodott. A mikroRNS szabalyozas és CHC progresszidja kdzott kapcsolat volt, a miR-
224 szintje €s a szteatdzis mértéke, valamint a miR-155 expresszidja és a fibrozis stddiuma
kozotti Osszefiiggés alapjan. Eltéré mikroRNS mintdzatot mutattunk ki fokalis nodularis
hiperplaziaban (FNH), cirr6zisban és HCC-ben. A miR-34a és a miR-224 szintje cirrdzisban,
HCC-ben és FNH-ban is emelkedett, jelezve, hogy ezek kapcsolatban lehetnek a maj
benignus és a malignus proliferacidés folyamataival. Igazoltuk, az eltérd autofag és a
mitokondridlis fehérje mintdzatot a CC alcsoportjai — intrahepatikus (iCC), perihilaris (pCC)
¢s disztalis (dCC) —ko6zott. A magasabb Ki-67 €s csokkent Beclinl szinti dCC esetek tulélése
(OS) rosszabb volt, amely felveti ezen fehérjék prognosztikai szerepét dCC-ben. Az in vitro
vizsgalatokkal eltéré mitokondrialis morfologiat és bazalis autofagia tartunk fel Western
blottal az iCC, eCC és HCC eredetli sejtvonalakban. Az mTOR gatloszer, Rapamycin
kezeléssel autofagia indukciot mutattunk ki iCC (HuH-28) - és HCC (HepG2) - eredetii
sejtvonalakban. Megfigyeltiik, hogy HuH-28 esetében Sorafenib ¢és 5-FU, mig HepG2
esetében 5-FU kezelés valtott ki autofagia aktivitast és a folyamat gatlasa csokkentette a
sejtek életképességét. A TFK-1 (eCC eredet) sejtvonal Rapamycin és a kemoterapids
szerekre adott autofagia indukcidja elmaradt, ami arra utal, hogy az autofagia jelatviteli utja

eltéro a kiilonbozo eredetli CC sejtvonalakban
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9 Summary

A better understanding of the molecular mechanism, especially the regulation of
autophagy and microRNA, is of paramount importance in both chronic liver disease and liver
tumors. Based on the growing knowledge in this regard, we have formulated our goals to
better understand the molecular basis of the different forms of chronic hepatitis (CH) -
chronic hepatitis C (CHC) and autoimmune hepatitis (AIH) - as well as each focal liver
disease. Our work was initiated by human tissue - 63 biopsy specimens and 216 surgical
resections. In vitro studies on cholangiocarcinoma (CC) and hepatocellular carcinoma (HCC)
- derived cell lines aimed to better understand autophagy and therapeutic response. Our
results revealed different autophagy (LC3, p62) and mitochondrial mass (TOMM?20) in CH
of different etiologies. Decreased autophagic activity in AIH was associated with the severity
of inflammation. There was an association between microRNA regulation and CHC
progression, based on the association between miR-224 levels and the degree of steatosis,
and between miR-155 expression and fibrosis stage. Different microRNA patterns were
detected in focal nodular hyperplasia (FNH), cirrhosis, and HCC. Levels of miR-34a and
miR-224 were also increased in cirrhosis, HCC, and FNH, indicating that elevations in these
microRNAs may be associated with benign and malignant proliferative processes in the liver.
We verified the different autophagic and mitochondrial protein patterns according to the
recently introduced classification between the subtypes of CC - intrahepatic (iCC), perihilar
(pCC) and distal (dCC). The overall survival of dCC cases with higher Ki-67 and decreased
Beclinl levels was worse, which raises the prognostic role of these proteins in dCC.

In vitro studies revealed different mitochondrial morphology and basal autophagy by
Western blot analysis in iCC, eCC and HCC-derived cell lines. Treatment with the mTOR
inhibitor Rapamycin induced autophagy induction in i1CC and HCC-derived cell lines. We
observed that Sorafenib and 5-FU in HuH-28 and 5-FU in HepG2 induced autophagy activity
and inhibition of the process reduced cell viability. Rapamycin and chemotherapeutic agents
did not induce autophagy in the TFK-1 cell line, suggesting that the role of autophagy and
signaling pathways in other CC cell lines should be further investigated.
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Abstract

Cholangiocarcinoma (CC) is the second most common tumor of the liver, originating from the biliary system with increasing
incidence and mortality worldwide. Several new classifications review the significance of tumor localization, site of origin,
proliferation and biomarkers in the intrahepatic, perihilar and distal forms of the lesion. Based on growth pattern mass-forming,
periductal-infiltrating, intraductal, undefined and mixed types are differentiated. There are further subclassifications which are
applied for the histological features, in particular for intrahepatic CC. Recognition of the precursors and early lesions of CC
including biliary intraepithelial neoplasia (BilIN), intraductal papillary neoplasm of the bile ducts (IPNB), biliary mucinous cystic
neoplasm (MCNB) and the candidate precursors, such as bile duct adenoma and von Meyenburg complex is of increasing
significance. In addition to the previously used biliary markers detected by immunohistochemistry, several new markers have
been added to the differentiation of both the benign and malignant lesions, which can be used to aid in the subclassification in
association with the outcome of CC. Major aspects of biliary carcinogenesis have been revealed, yet, the exact way of this diverse
process is still unclear. The factors contributing to molecular cholangiocarcinogenesis include various risk factors, different
anatomical localizations, multiple cellular origins, genetic and epigenetic alterations, tumor microenvironment, heterogeneity
and clonal evolution. Driver mutations have been identified, implying that they are optimal candidates for targeted therapy. The
most promising therapeutic candidates have entered clinical trials.
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Introduction showing an increase in incidence and mortality rate worldwide
[1-4]. Tt is less common than hepatocellular carcinoma
Cholangiocarcinoma (CC) is a malignant tumor of the epi-  (HCC), however it is still the second most common primary

thelium lining of the biliary tree with very poor outcome,  liver cancer [5-8]. The incidence of CC is high in the Far East
and much lower in the Western countries by reason of the
different risk factors which are associated with ethnic, genetic
and environmental predispositions [1]. Two-thirds of CCs de-
rive from the extrahepatic bile ducts, one-third from the
intrahepatic bile ducts and all cases are rarely diagnosed be-
fore the age of 40, the mean age being 50 (except for patients
54 Zsuzsa Schaff with primary sclerosing cholangitis), with a slight male pre-
schaff.zsuzsa@med.semmelweis-univ.hu dominance [3, 7, 9].

There are several excellent reviews that summarize the

guidelines for the diagnostic criteria, prognosis, therapeutic
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in CC [6, 10, 11, 13-16], which might reflect the differences
in morphology and biological characteristics of the bile duct
epithelium [11, 17-19]. The anatomic classification, the
mixed HCC-CC cases (less than 1% of liver cancers), the
epidemiology, the relation to cirrhosis, chronic hepatitis B
(HBV) and C virus (HCV) infections [20], and to primary
sclerosing cholangitis (PSC), the proliferative and inflamma-
tory gene signatures in CC etc. have all been extensively
discussed recently [1, 10, 13, 21].

Since CC has a very poor outcome, much effort has been
made to disclose the mechanism of cholangiocarcinogenesis
and progression of CC [4, 22-28]. The studies and experimen-
tal evidences have clarified certain aspects of biliary carcino-
genesis, yet the exact way of how these processes occur are
still unclear. Numerous factors have been hypothesized to be
involved in biliary carcinogenesis, such as stem/progenitor
cells, genetic and epigenetic alterations, tumor microenviron-
ment and exposure to carcinogenic agents. All of which may
collectively contribute to the heterogeneity observed between
patients and within the same tumor.

The present review is provided from a pathological point of
view, with focus mainly on classification, histopathological
diagnostic criteria, precursors and early lesions, factors of
molecular cholangiocarcinogenesis.

Classification of Cholangiocarcinoma
and Histopathological Diagnostic Criteria

Several guidelines and classifications exist for the management
of CC [8]. The most recent classification is based on the anatom-
ical localization of the tumor and intrahepatic (iCC), perihilar
(pCCO) and distal (dCC) forms have been generally accepted
(Table 1) [1, 3, 10, 15, 16], which have different epidemiology,
pathogenesis and clinical presentations [1] (Fig. 1). The previ-
ously used term “Klatskin tumor” for pCC is discouraged [1].
Intrahepatic CC can be further divided into large bile duct
and peripheral iCC (Table 1), the latter arising from the small
bile ducts [6, 29]. The large bile ducts contain peribiliary
glands (PBG) within their walls, in contrast to the small bile
ducts which are connected with the bile ductules or canals of
Hering [29]. iCC derives from the hepatic stem/progenitor
cells, which are located either in the small bile ducts and
ductules/canals of Hering or in the peribiliary glands of the

Table 1 Classification of
cholangiocarcinoma
(CC) based on anatomi-
cal localization *

Intrahepatic CC (iCC)

large bile duct type

small bile duct type (peripheral)
Perihilar CC (pCC)
Distal CC (dCC)

*Based on [3, 15, 29], AJCC and UICC
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large bile ducts [6, 30]. This might explain why the character-
istics of iCCs arising from different anatomical localizations
vary from each other [29]. iCC can be further classified into
mass-forming (60-80%), periductal-infiltrating (15-35%),
intraductal (8-29%), undefined and mixed subtypes which
are related to the prognosis (Table 2) [2, 10, 29]. (Fig. 2a—d).
Histologically, iCC is an adenocarcinoma showing varying
degree of differentiation from well-to-moderate and poor, with
certain rare variants [5], (Table 3). iCC deriving from large bile
ducts contains larger tubules or papillary growth with taller
columnary cells (Fig. 3a,b). iCC of small duct type consists of
cuboidal cells forming small tubular or trabecular structures.

Perihilar CC (pCC) and distal CC (dCC) have the mor-
phology of exophytic and/or intraductal (endophytic) tumors,
which might be periductal (the most common type) or nodular
(Table 1). There are data suggesting that better prognosis is
associated with the intraductal form [10]. Histologically, pCC
and dCC have similar appearances as iCC deriving from the
large bile ducts. The cells of origin of pCC and dCC have been
proposed as mucin-producing cholangiocytes lining the large
bile duct and/or the hepatic progenitor cells [3].

Immunohistochemical Typing
and Biomarkers of CC

It might be a diagnostic challenge to differentiate CC,
especially iCC from metastasis of the pancreas and other
neoplasms with adenocarcinoma morphology with the help
of immunohistochemistry (Supplementary Table 1).

More recently Fernandez Moro et al. [32] established an inte-
grative immunohistochemical classification of adenocarcinomas
of the pancreatobiliary system. Cluster and differential expression
analysis of an immunohistochemical panel of 38 antibodies re-
sulted a characteristic profile for iCC and intestinal type adeno-
carcinoma that can distinguish them from metastatic and
pancreatobiliary adenocarcinomas [32]. These authors proposed
an immunohistochemical panel including CK19, CK20, MUC2,
MUCSAC, CA19-9, mCEA, CA125 and SMADA4 for the dif-
ferentiation [32]. Three subtypes, extrahepatic pancreatobiliary,
intestinal and intrahepatic CC, were classified by immunohisto-
chemistry “with differences in prognosis, biology and potentially
in response to treatment” and according to the obtained results
the diagnosis of iCC “no longer needs to be regarded as a diag-
nosis of exclusion” [32]. A combination of other markers (such
as CK7, CK17, maspin, vimentin) might increase the diagnostic
accuracy further [32]. (Fig. 4 and Supplementary Table 1).

The differentiation of iCC from HCC might necessitate
additional markers, such as HepPar-1, Arginase-1, Glutamyl
Synthetase (GS), Glypican 3, Heat Shock Protein 70 (HSP70)
to help establish the diagnosis [33].

CCs show increased expression of tight junction proteins
(TJ), such as claudins 1, 3, 4, 7, occludin etc. which is a
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Fig. 1 Classification and growth
patterns of cholangiocarcinoma
(CC) based on anatomical
localization

INTRAHEPATIC CC

valuable tool for distinguishing CC from HCC, but not from
pancreatic ductal carcinoma, which expresses similar claudin
subtypes [34, 35]. By discriminant analysis, iCC, extrahepatic
CC and gallbladder cancer could be differentiated from each
other and from their normal sites of origin of the biliary tree
based on TJ protein pattern [18, 19].

CC is predominantly diagnosed in an advanced clinical stage,
when curative treatment is usually unsuccessful in the majority of
cases and the prognosis is poor. This in part is due to the symp-
tomless manifestation of the tumor in the early stage, especially in
case of iCC, and in part to the lack of specific and sensitive
biomarkers [21]. Several biochemical markers are used extend-
edly in the diagnostic panel, such as aminotransferases, total bil-
irubin etc. and also certain tumor markers, such as carbohydrate
associated antigen 19-9 (CA19-9), CA125, carcinoembryonic
antigen (CEA), however all with variable diagnostic value.

Prognostic Factors

Several factors have been studied regarding the outcome of CC.
Tumor size, anatomical localization, solitary vs multiplex tumors,
lymph node status, tumor stage, surgical resection margins, vas-
cular invasion, histopathological and immunohistochemical
types/subtypes [32], biomarker (CA19-9 etc) levels were found
to have varying values as independent predictors of survival in
addition to the age and gender of patients [2]. (Supplementary

Table 2 Classification of
cholangiocarcinoma
(CC) based on growth
pattern and gross (¥)

Mass-forming (60—-80%): nodular,
exophytic

Periductal-infiltrating (15-35%)

Intraductal (8—29%): papillary, polypoid

Undefined

Mixed

*Based on [2, 10, 29, 31]

Periductal Infiltrating Type

Intraductal Growth Type

Mass Forming type

Second Degree Bile Duct
Left Hepatic Duct
Right Hepatic Duct

Common Hepatic Duct
Cystic Duct
Common Blle Duc

CE—
‘ Pancreatic Duct

‘ Ampulla of Vater

Table 1) In a recent survival analysis, extrahepatic
pancreatobiliary type had the poorest overall survival in contrast
to the intestinal type, which had a better prognosis [32].

Staging of CC

Staging systems are separately used for iCC, pCC and dCC,
which are defined by the American Joint Committee on Cancer
(AJCC), Internationale Contre le Cancer (UICC) and the Liver
Cancer Study Group of Japan, and are updated regularly in new
editions. This reflects that with the extension of our knowledge
and the introduction of new biomarkers, better discrimination
has become available in the evaluation of prognostic factors [2].

Precursors and Early Lesions of CC

It is generally accepted that CC is a multistep process origi-
nating from transformed biliary epithelial cells or from stem
cells [13]. Several lesions and entities have been described as
precursors for the different subtypes of CC (Table 4).

The terms biliary intraepithelial neoplasia (BilIN) and
intraductal papillary neoplasm of the bile ducts (IPNB) were
introduced for intrahepatic large duct, perihilar and distal CC [5,
41]. Invasive biliary adenocarcinomas were shown to be preced-
ed by the ,,flat” (non-tumor-forming) BilIN or the ,,papillary”
(tumor-forming) types [36]. Several other possible premalignant
candidate lesions, such as bile duct adenoma (peribiliary gland
hamartoma), biliary fibroadenoma, von Meyenburg complex,
ductal plate malformations, cystic and micropapillary epithelial
changes of peribiliary glands were recognized [6, 36, 37].

BilIN has been accepted by the World Health Organization
(WHO) as a specific entity, usually recognized microscopical-
ly, and has been further divided into grades 1, —2, =3 (low-,
moderate- and severe dysplasia) based on the degree of
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Fig. 2 Macroscopy of
cholangiocarcinoma (CC). a
Mass-forming type of intrahepatic
CC, b periductal infiltrating type
of CC (large bile duct type), ¢
perihilar CC, d distal CC

structural differentiation and atypia (Fig. 5). It might be un-
recognizable by macroscopy, or has a flat gross appearance,
being less than 2-3 mm tall and can occur in the large
intrahepatic or extrahepatic bile ducts and in the PBGs [41].
Microscopically, however, the ,,flat type” might have flat or
micropapillary appearance [36, 37, 41]. The diagnostic criteria
have been defined by an international consensus [42], based
on the degree of cellular/nuclear atypia, nuclear
pseudostratification, protruding nuclei to the apical surface
and loss of cellular polarity [37]. Several authors emphasize
that BilIN is a biliary counterpart of the pancreatic
intraepithelial neoplasia (PanIN) in the pancreas [37, 38].
There are several molecular markers that can be detected
by immunohistochemistry in BilIN lesions. Biliary
cytokeratins, such as CK7 and CK19 are usually strongly
expressed [37], whereas P53, p21, cyclinD1 are

Table 3  Classification of cholangiocarcinoma (CC) based on histolog-
ical features (*)

Based on differentiation
well, moderately, poorly differentiated
Classification of intrahepatic CC (*)
Conventional type (bile duct type)
Small bile duct type (peripheral type)
Large bile duct type
Bile ductular type
Intraductal type
Combined CC/hepatocellular carcinoma
Rare variants
Squamous/adenosquamous type
Undifferentiated type
Lymphoepithelial type
Mucinous/signet ring, clear cell type
Others

*Based on [3, 31]
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overexpressed [37]. Enhancer of zeste homologe 2 (EZH2)
has been shown to be overexpressed in CC [43] and pl6
increases parallel with the grade of BilIN [44]. From the view-
point of diagnostics, the immunohistochemical detection of
S100P was shown to be useful, being mostly negative in re-
active biliary lesions and increased in BilIN2, —3 and CC.
The preinvasive pancreatobiliary neoplasm includes the
IPNB, which is a macroscopically visible exophytic
intraductal papillary growth with low-, intermediate- and high
grades, a counterpart of the similar tumor arising in the pan-
creas, the so called intraductal papillary mucinous neoplasm
(IPMN) [31, 39, 41, 45]. The papillary tumor fills the bile
ducts leading to a fusiform dilatation sometimes associated
with mucin-containing cyst formation [11, 36]. The tumor
might arise in large intrahepatic or extrahepatic bile ducts as
well as in PBGs. IPNBs might be multiple along the biliary
tree and recurrence after surgery is common. The lesion has
four histological subtypes: pancreatobiliary, intestinal, gastric
and oncocytic [36, 40, 45-48], however, some tumors contain
more than one subtype. MUCI is mostly expressed in the
pancreatobiliary, while MUC2 in the intestinal type [41].
MUCSAC is positive in all four types. Cytokeratin 20 is main-
ly positive in the intestinal type, but not in the gastric and
oncocytic types [40]. High-grade IPNB or in situ carcinoma
are both often associated with invasion according to
Nakanuma et al. [41] at the time of surgical resection, espe-
cially those arising in the extrahepatic bile ducts. More recent-
ly IPNB has been classified into two subtypes [41, 45, 49].
The “pancreatic” (type 1) is more similar to IPMN, mainly
located in intrahepatic and/or hilar bile ducts with cystic dila-
tation. The “non-pancreatic” (type II) subtype can be detected
mainly in the extrahepatic bile ducts with frequent high-grade
dysplasia and is more aggressive. Some authors use the term
“papillary cholangiocarcinoma” for this type of IPNB [50].
The bile duct adenoma (BDA, peribiliary gland
hamartoma, intrahepatic bile duct adenoma) is a rare benign
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Fig. 3 Different types of — NN
intrahepatic cholangiocarcinoma. >
a large bile duct type (scale bar:

1000 pm), b large bile duct type
(scale bar: 200 pum)

tumor, originating from the cholangiocytes, usually in subcap-
sular localization with a size of 1-20 mm in diameter [51, 52].
The tumor is composed of closely packed small ductules with
varying degree of cellular atypia, usually no cystic dilatation
and with intervening fibrotic stroma. Sometimes it might be
problematic to distinguish BDA from the ductular reaction, a
frequent finding in chronic liver diseases and from well dif-
ferentiated CC, especially in intraoperative frozen sections
[43, 52, 53]. The epithelial cells express CK7 and CK19,
epithelial membrane antigen (EMA) and low proliferation ac-
tivity detected by Ki67 immunoreaction [54].

Biliary adenofibroma (BAF) is a benign tumor similar to
BDA with increased fibrotic stroma and glandular cystic
dilatation.

The von Meyenburg complex (VMC, biliary microadenoma)
is a congenital benign lesion composed of small bile ducts and
ductules of varying sizes, forms and dilatations and occasionally
the lesion contains bile. It is usually multiplex and as in case of
BDA, is mainly subcapsular in localization (Fig. 6). There are
reports, however, suggesting that the VMC is a precursor lesion
for iCC of the peripheral subtype and is associated with iCC
[55-57].

T LS IR

Cystic and Micropapillary (C-P) Epithelial Changes in
Peribiliary Glands (PBGs) intramural and extramural PBGs
are located along the extrahepatic and intrahepatic large bile
ducts with mucin and/or serous secretion production [58]. By
immunohistochemistry, C-P lesions were found to have in-
creased mucin secretion and MUCS5AC, cyclin D1 and
S100P expressions as compared to cystic lesions [58]. These
authors concluded that C-P lesions might be precursors of
biliary neoplasms, especially of intraductal papillary neo-
plasm and mucin-producing CC [58]. Multipotent stem/
progenitor cells were detected in PBGs, which have been sug-
gested to participate in the carcinogenesis [30, 59, 60].

Molecular Cholangiocarcinogenesis

Several papers report that molecular cholangiocarcinogenesis
is a complex multifactorial process, in which risk factors [24],
persistent inflammation of the bile duct epithelium, genet-
ic and epigenetic alterations, multicellular origin and tu-
mor heterogeneity are involved [22, 61-63]. According to
the classical belief, cholangiocarcinogenesis is promoted

Fig. 4 Positive immunostaining
for citokeratin7 (CK7), CK19,
MUCI and tight junction protein
Claudin-4 (scale bars: 50 pum)
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Table 4  Precursors and early lesions of cholangiocarcinoma

Biliary intraepithelial neoplasia (BilIN) [6, 11, 36-39]
BilIN-1, BilIN-2, BilIN-3

Intraductal papillary neoplasms of the bile ducts (IPNB)
[11, 36, 37, 39, 40]

Intraductal tubular (tubulopapillary) neoplasms of the bile ducts
(ITPN-B)

low-, high-grade lesions
pancreatobiliary, intestinal, oncocytic, gastric phenotype
Biliary mucinous cystic neoplasms (MCNB)

Bile duct adenoma (BDA) (peribiliary gland hamartoma), biliary
adenofibroma* [6]

von Meyenburg complexes (VMCs) (biliary microhamartoma)* [6]
*“candidate precursor” for peripheral CC

Based on [6, 11, 36-40]

by dysregulated reparative proliferation of cholangiocytes,
which leads to DNA damage, overproduction of mitogen-
ic factors (IL-6, TGF-f3) and overactivation of pro-
proliferative intracellular signaling pathways (TGF-{3,
AKT, mTOR, MAPK, WNT, Hedgehog), and subsequent-
ly to activating mutations (KRAS, BRAF), overexpressed
and silenced genes (EGFR, HGF and TP53, pl6, respec-
tively) [28, 61, 64].

Based on molecular alterations, biliary tract cancer-
related biomarkers have also been suggested, e¢.g. Erb/
HER family (Erb-1/EGFR, Erb-2/HER-2, ErbB/HER-3),
vascular endothelial growth factor (VEGF), mitogen-
activated protein kinase (MAPK), PIK/PTEN/AKT/
mTOR and several other biomarkers in serum and bile,
such as CA19-9, matrix metalloproteinases (MMPs), se-
rum CK19 fragment (CYFRA 21-1), SMAD family mem-
ber 4, isocitrate dehydrogenase (IDHs) and microRNAs
[21]. More recently, specific genomic profiling has provid-
ed new possibilities in the detection of CCs opening the
path for targeted therapy [4, 13, 14, 65]. Nevertheless, no
diagnostic biomarkers have been found to screen for

» : 3 A W o i > i «
Fig. 5 Biliary intraepithelial neoplasia (BilIN) (arrow: BilIN 1, arrow-
head: BilIN 2; scale bar: 100 pum)
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Fig. 6 Dilated and angulated bile ducts in fibrous stroma in von
Meyenburg complex (scale bar: 50 pum)

patients at higher risk of CC and to identify the disease at
an early stage or pre-cancerous phase [13, 66].

Nevertheless, genome and exome sequencing studies have
identified the predominant molecular alterations in CC [10,
13] and in early lesions of CC [67].

Cholangiocarcinoma-Related Genetic
Alterations

In recent years, a great amount of effort has been put in to
reveal the CC-associated genetic alterations and it turned out
that numerous genes are affected by recurrent somatic alter-
ations not only in CCs but in BilIN and IPNB, as well [9, 61,
68]. For example, KRAS mutations (codon 12) have been
observed in 33% of BilIN and about 40% of IPNB lesions
[61, 69] and in patients with hepatolithiasis, KRAS mutation
is regarded as an early molecular event during the progression
of iCC [70].

In CC, diverse types of genetic alterations (e.g. mutation,
amplification, deletion, fusion and methylation) have been
described [71]. These alterations affect various genes involved
in different cellular processes ranging from cell cycle control,
cytokine signaling, genomic stability and chromatin remodel-
ing to DNA repair [12-14, 61, 65, 72-74] (Table 5). It has
been observed that the frequencies of the genetic alterations
varies in association with anatomic location (iCC, eCC) and
etiologic exposure (e.g. liver fluke or non-liver fluke CC
types) [9, 84, 87]. According to the summarized mutation
frequencies published in the various articles, FGFR, IDH1,
IDH2, BAPI, PBRM1, MCL1, CDKN2A, BRAF and
BRCA1/2 genes seem to be more frequently altered in iCC,
while TP53, KRAS, CDKN2B, SMAD4, ErbB2/HER2,
CTNNBI1 and MLH]1 gene alterations are more frequent in
eCC (Table 5). Similar data has been published in a handful
of previous summaries [9, 14, 62, 65, 75, 84, 88, 89]. In
addition, some of these mutations seem to be co-occuring,
while others are mutually exclusive [61, 76, 84, 90].
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Table 5 Number of patients found to harbor the actual genetic alteration in relation to the total number of examined iCC and eCC cases

Gene group iCC % eCC % Reference

Genomic stability:

TP53 189/779" 24.3 110/298 36.9 [4, 71, 75-83]
STK11 4/178 22 3/105 29 [77, 79-81]
MAPK signaling:
KRAS 193/1108 17.4 117/372 31.5 [4, 71, 75-86]
NRAS 9/172 52 14/203 6.9 [75-79, 81, 82]
BRAF 32/672 4.8 3/170 1.8 [4, 77,79, 80, 82, 85]
ErbB2/HER2 15/582 2.6 22/252 8.7 [4, 71, 75-77, 80]
ErbB3 2/28 7.1 - - [78]
ErbB4 2/105 1.9 0/95 - [77,79]
AKT/PI3K signaling:
EGFR 8/356 22 2/131 1.5 [77, 79, 84, 85]
EGFR amplification 5/482 1.0 0/114 - [4,77]
MET 10/510 2.0 0/114 - [4,77, 78]
PI3KCA 38/724 52 11/171 6.4 [4, 76-81, 83]
PIK3C2A 7137 5.1 5/95 53 [77,79, 81]
PTEN 14/308 4.5 10/204 49 [75, 7781, 83]
Angiogenesis:
VEGFA 1/32 3.1 - - [81]
KDR 5252 2.0 6/114 53 [76, 77,79, 80, 83]
WNT signaling:
WTI 128 3.6 - - [78]
CTNNBI1 0/109 - 3/104 29 [76, 77, 79]
Cell cycle control:
CDK6 2/28 7.1 - - [78]
CDKN2B 1/28 3.6 15/99 15.2 [75, 78]
CDKN2A 131/622 21.1 42/270 15.6 [4, 75-81]
CCND1 4/45 8.9 7/118 59 [75, 76, 80]
TGEF-{ signaling:
SMAD4 7/266 2.6 32/223 14.3 [71, 7577, 79, 83]
TGFBR2 5137 3.6 6/95 6.3 [77, 79, 81]
DNA repair:
MLH1 0/105 - 2/95 2.1 [77,79]
MSH2 1/28 3.6 - - [78]
MSH6 1/28 3.6 - - [78]
BRCAL1/2 4/69 5.8 - - [78, 80]
Epigenetic regulation:
IDH1 163/1111 14.7 2/265 0.8 [4, 71, 76-86]
IDH2 17/320 53 1/105 0.9 [77-81, 85]
ARIDIA 131/853 15.4 36/281 12.8 [4, 71,75, 77-81, 83, 86]
BAPI 129/888 14.5 11/256 43 [4, 71, 77-81, 84, 86]
PBRM1 54/448 12.1 15/298 5.0 [71, 75,77, 79-81, 84, 86]
MCLI 6/28 214 - - [78]
FGFR fusions:
121/764 15.8 0/141 - [4, 78, 80, 81, 84, 85]

iCC: intrahepatic cholangiocarcinoma; eCC: extrahepatic cholangiocarcinoma
* Cases with mutation/total examined cases
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Deep-sequencing studies also disclosed that the average
genetic alteration per patient ranges from 1.3 to 3.6 in iCC
and from 1.18 to 4.4 in eCC and the majority of CCs have at
least one driver gene mutation [4, 71, 77-79]. In 5-22% of
CCs, however, none of these main genetic alterations could be
found [71, 77].

Additionally, methylation [91], mismatch repair gene-
deficiency [78] copy number alterations [89, 92, 93] and mi-
crosatellite instability [94] have also been observed in CC.
Genes frequently inactivated by methylation in CC may in-
clude MLH1, pl6INK4/CDKN2A, RASSF1A, RUNX3,
DAPK and SOCS-3 [91]. Furthermore, an intriguing DNA
methylation assay analysis of bile fluid has identified a panel
of 5 genes (CCND2, CDH13, GRIN2B, RUNX3, TWIST1)
that detected CC cells with a sensitivity of 83% and a speci-
ficity of 100% [72].

Association between genetic alterations and patients’ out-
come has also been revealed. For example, KRAS, BRAF
mutations, overexpression of EGFR, HER2, activation of on-
cogenic signaling pathways, DNA amplifications and dele-
tions have been found to be associated with poor outcome
[95, 96]; whereas iCCs characterized by activation of inflam-
matory signaling pathways, overexpression of cytokines and
activation of STAT3 showed well differentiated cells and good
survival [96].

Multicellular Origin of iCC

Histologic evidences, diverse cellular phenotypes and cell
markers suggest that iCC cannot be originated only from
transformed cholangiocytes [77, 89, 97] but from multiple
types of cells, including (1) cholangiocytes or intrahepatic
biliary epithelial cells IBEC) in the large bile ducts, small
intrahepatic bile ducts and PBGs, (2) hepatic progenitor cells
(HPC) occurring in the canals of Hering, biliary tree stem/
progenitor cells (BTSC) residing within the medium-large
intrahepatic and extrahepatic bile ducts, and (3) mature hepa-
tocytes [25, 61, 89, 98]. In murine experiments, transformed
hepatocytes, hepatoblasts, and HPCs were capable of produc-
ing a broad spectrum of liver malignancies ranging from CC
to HCC, which may occur due to cellular plasticity of liver
cells [89, 98—100]. There are key pathways promoting and
maintaining progenitor cell-like traits, such as Notch, Wnt/
[-catenin, Hedgehog, Hippo, PI3K/AKT/PTEN, IL-6/
TGF-f3 and RAS/RAF/MEK/ERK, providing feasible targets
for cancer therapy [26]. Additionally, a whole-exome se-
quencing study has revealed that similar substitution muta-
tions are predominant in iCC and HCC [23].

Combined HCC-CC showing clinicopathological, mor-
phological, and genetic characteristics typical of both HCC
and iCC also suggests that HCC and iCC share a common
cellular origin and may derive directly from HPC activation
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and differentiation [25]. The stem-cell features type mixed-
iCC and CLC derive from the most peripheral biliary branches
containing HPCs, with tumor cells showing intermediate his-
tological features between hepatocytes and cholangiocytes
[25, 27]. Nevertheless, the molecular analysis indicates that
CLC is rather a distinct entity with a biliary molecular profile,
low chromosomal instability, enrichment of TGF-3 and
immune-related signaling, which proposes a biliary commit-
ted precursor [27]. Thus, combined HCC-CC and stem-cell
type mixed HCC-CC tumors seem to have a biphenotypic
progenitor-like precursor but CLC stands alone as an indepen-
dent biliary-derived entity, not sharing any of the molecular
traits of HCC.

Alternatively, genetic mutations arising in mature cells may
reprogram differentiated liver cells toward a progenitor-like
state. For example, mutant IDH in genetically engineered
mouse models have been found to inhibit hepatocyte differ-
entiation causing the expansion of HPCs, while combined
IDH and KRAS mutations have led to the development of
premalignant biliary lesions and subsequent progression to
iCC [89].

Mature hepatocytes can act as an alternative to HPCs ca-
pable of replacing their own cell population and giving rise to
biliary lineage cells [101]. Kupffer cells seem to be also in-
volved since, by differentially responding to hepatic injury,
Kupffer cells may induce Notch in hepatocytes and Wnt in
biliary lineage cells. The transdifferentiation of mature hepa-
tocytes into iCC has been proven in mice by Notch-mediated
conversion of the hepatocytes [61, 98]. In addition, aberrant
Notch has been found to be present in 60% of iCCs [89].

Heterogeneity in CC

Tumor heterogeneity has been an important issue in tumor
biology for many years as it affects patient outcome, treatment
response and is needed to be considered for tumor profiling, as
well [25, 102]. Accumulation of unrepaired stochastic muta-
tions and randomly occuring genomic instability are particu-
larly relevant in CC as the diagnosis is often made late when
large macroscopic lesions have already developed and tumor
cells have therefore undergone many cell divisions [103].
Both intertumoral (existing between patients) and
intratumoral heterogeneity has been observed in CC [62]. A
distinct heterogeneity has been associated with CC identifying
for example 10% unique mutations between central and pe-
ripheral samples [104]. Recently, a high degree of spatial
intratumoral heterogeneity (60.3%) has been described in
iCC, which is higher than in other cancers (e.g. 39% in
HCC) [23]. Further analysis revealed that 42.8% of the muta-
tions were identified in the subclones with an average of 24.7
driver mutations. In the founder cells, in contrast, only 4.3
driver mutations could be observed and only a handful of
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mutations was found to be clonal in all regions of the tumors.
Additionally, genome doubling occurred before subclonal di-
versification but after acquisition of most of the early driver
mutations [23].

Nevertheless, there are other factors that may play roles in
the origin of CC-related heterogeneity. For example, multiple
risk factors associated with CC, which are believed to be the
largest among all human malignancies [103], considering both
the established and putative risk factors ranging from biliary
tract inflammation through hepatitis and cirrhosis to obesity
and toxins. The diverse genetic alterations observed in asso-
ciation with different underlying liver diseases provide a sup-
port for this [65, 105].

Further contributing factors are the genetically distinct
stem cell niches (HPCs and BTSCs) observed along the bili-
ary tree, as these stem cells possess different susceptibility to
risk factors [103, 106]. Tumor microenvironment and cancer
treatment are also driving factors of heterogeneity as both may
influence the architecture and genetic profile of the subclones,
promoting selective growth with a survival advantage to cer-
tain subclones and eradicating those with less favorable sur-
vival advantage [26].

Cholangiocarcinogenesis-Related miRNAs

Dysregulation of microRNAs (miRNA) has been observed in
cholangiopathies [25, 72, 107-110] and miRNAs are detect-
able not only in tissues but also in plasma and serum, which
renders an easier access to miRNAs [111]. The most important
cholangiocarcinogenesis-related miRNAs are summarized in
Supplementary Fig. 1. The miRNAs showing dysregulation in
CC are those that are mainly involved in the regulation of
proliferation, tumor growth, cell cycle, angiogenesis, apopto-
sis, EMT, inflammation, DNA methylation and
chemoresistance, suggesting that these miRNAs are linked
to cholangiocarcinogenesis.

Targeted Therapy

For patients with advanced-stage or unresectable cholangio-
carcinoma, the available systemic therapy includes
gemcitabine and cisplatin treatment with less than 1 year me-
dian overall survival [22]. Biliary tract cancers are very het-
erogeneous tumors with respect to localization, pathological
subtypes and various genetic defects, posing a challenge for
effective treatment options. The identified driver mutations
are believed to be optimal candidates for personalized targeted
therapy and it has been suggested that 68% of the CC cases
may have potentially drug actionable pathways [77].

The candidate molecules showing preclinical effectivity
have been tested in clinical studies. The most promising

therapeutic candidates include tyrosine-kinase inhibitors for
FGFR fusions, small-molecule inhibitors targeting
chromatin-remodelling proteins such as mutant IDH1/2,
HDAC, DNMT, and the ones targeting activating mutation
of ERBB2/Her-2 protein kinase [22, 28]. Other mutations
having a good possibility for targeted therapy may include
CDKN2A/B, molecules downstream of KRAS (MEK, AKT,
mTOR), MET/HGF, MCL-1, PRKACA/B and VEGFR [28,
63]. Targeting tumor stroma (apoptotic priming) and
immuntherpay are also attractive [28]. Owing to the extensive
inter- and intratumoral heterogeneity of CC, multiagent ther-
apy has been foreseen as well.

In conclusion, the extensive use of imaging and endo-
scopic techniques has discovered lesions in the biliary
system, which might be challenging in the differential
diagnosis, but has prognostic and therapeutic signifi-
cance. The main questions are usually the benign or ma-
lignant, the primary or metastatic nature of the lesion,
and the exact site of the tissue of origin. The diagnosis
should not be regarded as a “diagnosis of exclusion” in
the adenocarcinomas of pancreatobiliary tumors [32].
This might not be easy due to the similarities in the
histopathology, even in the immunohistochemistry of tu-
mors of the pancreatobiliary system. To establish the
correct diagnosis it is important to analyse the clinical
data in addition to the extended histopathological evalu-
ation and further molecular characterization of the le-
sions is also needed.

Many factors have been revealed to contribute to the mo-
lecular character of the developed CC, including several risk
factors, different anatomical localizations, multiple cellular
origins, genetic and epigenetic alterations, tumor microenvi-
ronment. These factors may also contribute to clinical and
pathobiological heterogeneity, which influences tumor biolo-
gy, drug responses and patient outcome and poses a challenge
for targeted therapy. Two-thirds of patients may harbor geno-
mic alterations that may be addressed using personalized
targeted therapies [25]. Silenced genes established by different
mechanisms seem to be a frequent event in CC. The mutated
genes show both individual and subclonal variances and only
a few mutations seem to be clonal in a tumor. Determining the
types of genetic alterations in a sample is important in order to
select an effective (combination) therapy [63, 77, 78, 88].
Nevertheless, the fact that certain CC cases fail to show any
genetic alterations indicate that mechanisms different from
intragenic mutations (amplifications, deletions, translocations,
and epigenetic anomalies) may also be responsible for
cholangiocarcinogenesis [77]. For example, the systemic evo-
lutionary theory, according to which a systemic change at
cellular level and a disharmony in management of energy
and waste is the prime cause of neoplastic transformation
and cancer, causing the gradual dedifferentiation of a differ-
entiated but energy-restricted cell [112].
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Abstract

Although the role of autophagy has been implicated in several forms of chronic hepatitis, it is still not fully understood. Active
autophagy eliminates damaged molecules and organelles (such as mitochondria) by lysosomal degradation. In the present study,
we aimed to examine and compare autophagy activity in chronic hepatitis C (CHC) and autoimmune hepatitis (AIH) by detecting
the expression of autophagy (LC3 and p62) and mitochondrium-related (TOMMZ20) proteins, as well as the levels of selected
microRNAs (miR-101, -155, -204 and — 224) known to be involved in the regulation of autophagy. In addition, the expression
levels were related to pathohistological parameters. Liver biopsy samples, including 45 CHC and 18 AIH cases, were
immunohistochemically stained for LC3, p62 and TOMM?20 and the expression of miRNAs was determined using real-time
PCR. We found elevated LC3 and p62 in AIH samples as compared with CHC ones, indicating an activated autophagy that is
impaired in AIH as no degradation of p62 seemed to occur. Moreover, p62 showed strong correlation with necroinflammatory
grades in the AIH group. The observed elevated levels of TOMM20 and p62 suggest a less efficient elimination of damaged
mitochondria in AIH as opposed to CHC, in which autophagy seems to have a more active function. The level of miR-101 was
increased in case of CHC as compared with AIH, however, miR-155, -204 and 224 resulted in no expressional. Furthermore,
miR-224 level correlated with steatosis and miR-155 expression with fibrosis stage in CHC. In conclusion, dissimilar autophagic
activity was observed in CHC and AIH, suggesting a close association between impaired autophagy and severity of
necroinflammation. This impairment may not be regulated by the analyzed miRNAs. Nevertheless, miR-224 and — 155 seem
to be associated with CHC progression.

Keywords Chronic hepatitis - autophagy - mitophagy - microRNA - immunohistochemistry

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is one of the main health
problems affecting 71 million people worldwide [1]. Despite
the remarkable healing effect of the newly introduced direct-
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acting antivirals (DAAs), several issues are still not resolved
or are under dispute [2, 3]. One of these is the role autophagy
may play in the pathogenesis of chronic hepatitis C (CHC),
which has been in the focus of several recent studies [4—6].

Autophagy, this evolutionarily conserved cellular catabolic
process, is responsible for the elimination of predominantly
damaged molecules and organelles via delivering them to ly-
sosomes for degradation. Cell growth, development and ho-
meostasis are the major processes in which autophagy is in-
volved in order to maintain the balance between synthesis,
degradation, and subsequent recycling of cellular products
[7]. Several stress factors, including viral infection and auto-
immunity, are known to activate autophagy [4, 8, 9]. Selective
mitochondrial autophagy, termed mitophagy is particularly
important in the elimination of mitochondrial dysfunction
arising from aging and damage, thus, mitophagy plays crucial
role in the reduction of oxidative stress and maintenance of
cellular homeostasis [4, 6, 10—12].
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An activated autophagy process is described as being ben-
eficial for the replication and life cycle of HCV, since it pro-
tects the persistence of the virus in multiple ways. As it is
known, intracellular membraneous web-associated virus rep-
lication and production of structural and non-structural HCV
proteins lead to endoplasmic reticulum (ER)-stress and un-
folded protein response (UPR), by which HCV indirectly in-
duces autophagy through the activation of the UPR-induced
signaling pathway [8, 13, 14]. ER-stress causes mitochondrial
injury and leads to mitophagy [13, 15] as demonstrated in
HCYV infection [10]. In addition, HCV-induced autophagy is
capable of suppressing the innate immune response and thus
interferon (IFN) production, too [3, 13]. All these maintain the
persistence of HCV infection and the pathogenesis of CHC
without causing direct cytopathic effect on hepatocytes [3].

Autoimmune hepatitis (AIH) is another form of chronic
hepatitis with an unknown etiology. Activated immune cells,
involving cytokines and macrophages, characterize the dis-
ease [16], however, overall knowledge about autophagy in
AIH is limited. Autophagy is known to be involved in the
activation of adaptive immunity, promoting the direct elimi-
nation of pathogens and simultaneous antigen processing and
presentation to T cells [17]. Autophagy is therefore believed to
be linked with the immune response seen in AIH, with in-
volvement of several autophagy-related genes and various
pathways via mechanisms that are still unresolved [9].

The process of autophagy involves formation of
phagophores, closure of autophagosomes and fusion of lyso-
somes with autophagosomes, in which the sequestrated cargo
is digested by acidic hydrolases [8, 13]. Proteins found to be
indicative of autophagy include LC3 (microtubule-associated
protein light chain 3oc) and p62 (or SQSTMI1, sequestosome-
1). LC3 becomes associated with the newly formed
phagophore and interacts with p62, leading to the closure of
the phagophored cargo (autophagosome) [8, 13]. TOMM20 is
a protein in the outer mitochondrial membrane, responsible
for recognizing and sorting precursor proteins for the biogen-
esis of mitochondria. Its expression is indicative of the avail-
able mitochondria in the cell, either damaged or active, and
may correlate with mitophagy [18-20].

Several microRNAs (miRNAs) have been implicated in the
regulation of autophagy by interfering with gene expression at
post-transcriptional level. For example, miR-155 induces the
formation of autophagophores via downregulating mTOR sig-
naling but it impairs lysosomal degradation, as shown in alco-
holic liver disease (ALD) [21]. miR-101 is thought to be a key
regulator of the autophagy process and is a potent inhibitor of
rapamycin-induced autophagy [22, 23]. miR-204 attenuates
tumor autophagy in hepatocellular carcinoma (HCC) [24].
Additionally, autophagy itself may also regulate the expression
of certain miRNAs, for example, the degradation of miR-224 in
HCC [25]. Relationship between miRNAs and autophagy may
be important in the pathogenesis of liver diseases [22].

@ Springer

In light of the above, our aim was to compare the expres-
sion of autophagy and mitochondrium-related proteins, and
the levels of selected miRNAs in liver biopsy samples taken
from patients with CHC and AIH. Moreover, we related the
data to steatosis, fibrosis stage and necroinflammatory grade
of the chronic hepatitis samples.

Material and Methods
Patient Characteristics

Liver biopsy samples from patients with CHC (45 cases) and
ATH (18 cases) were taken for diagnostic purposes and
analysed retrospectively before any treatment had been
started. All samples derived from the archives of the 2nd
Department of Pathology, Semmelweis University, Budapest
with approval from the National Ethics Committee (45727-2/
2013/EKU). The study was performed according to the
Declaration of Helsinki. Patients were between 18 and 73
years of age at the time of biopsy with average age of 48.8
years for CHC and 43.4 years for AIH cases. The CHC group
consisted of 31 males and 14 females, the AIH group com-
prised 5 males and 13 females. Chronic hepatitis cases of
mixed etiology (alcohol consumption, hepatitis B virus
(HBV) or other viral infections, metabolic liver diseases, ad-
vanced cirrhosis, tumors, and drug treatments) were excluded.

Histology

Liver core biopsy samples taken with Menghini needle were
fixed in formalin and embedded in paraffin (FFPE).
Hematoxylin-eosin (H&E) stained sections of 3—4 pm thickness
were analyzed to establish the diagnosis, necroinflammatory
grade (according to the Ishak modification of the Knodell his-
tology activity index [26]) and fibrosis stage (using the
METAVIR scoring system [27]). Picrosyrius red staining was
applied to highlight connective tissue fibers. Necroinflammatory
grades were scored from 0 to 18 and fibrosis stages from FO to
F4. The degree of steatosis was assessed as percentage of lipid
droplets-containing hepatocytes and scored 0 (under 5%), 1 (5—
33%), 2 (34-66%) and 3 (above 66%) [28].

Immunohistochemistry

Immunohistochemical reactions were carried out on 3-4-pum-
thick FFPE sections with Ventana Benchmark XT automated
immunohistochemical staining system (Ventana Medical
Systems; Tucson, AZ) using HRP multimer based, biotin-
free detection technique according to the protocol provided
by the manufacturers. Briefly, antigen retrieval for 30 minutes
at 95 °C was followed by incubation with specific primary
antibodies for 30 minutes at 42 °C. The primary antibodies
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were directed against LC3 (polyclonal rabbit, NB-100-2331,
Novus Biologicals, Abingdon UK, dilution 1:200), p62
(monoclonal mouse, ab56416; AbCam Cambridge UK, dilu-
tion 1:1000) and TOMM20 (monoclonal mouse, F-10 sc-
17764, Santa Cruz Biotechnology Inc., Oregon USA, dilution
1:200). Indirect biotin streptavidin system (iVIEW DAB
Detection Kit, Ventana) was used for visualization of reac-
tions. For negative controls, the specific primary antibodies
were omitted and replaced by the antibody diluent. Cervical
carcinoma tissues served as positive controls for LC3 and
TOMM20, and alcohol-induced HCC samples for p62 as rec-
ommended by the manufacturers of the antibodies.

Evaluation of the immunohistochemical reactions was per-
formed using semiquantitative analysis. Each reaction was
given a score according to the intensity of staining (0 — no, 1
— minimal, 2 — weak, 3 — moderate, 4 — intensive and 5 — very
intensive), as well as the degree of cell staining [(0) < 6%, (1)
6-20%, (2) 21-40%, (3) 41-60%, (4) 61-80% and (5) >
81%]. Finally, the scores for intensity and percentage were
summarized (IHC score).

RNA Isolation

Total RNA was isolated from 5 um thick FFPE sections using
RNeasy FFPE Kit (QIAGEN, Venlo, The Netherlands) ac-
cording to the instructions of the manufacturer with modifica-
tions for co-purification of miRNAs [29]. Traces of genomic
DNA were eliminated by DNase digestion (Turbo DNA-free
kit, Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The
concentration of RNA was measured using a NanoDrop 1000
spectrophotometer (Life Technologies of Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA).

Reverse Transcription (RT) and Quantitative Real Time
PCR (qPCR)

The list of the 6 selected miRNAs is presented in Table 1. along
with the ID codes for the TagMan MicroRNA Assays (Life
Technologies brand of Thermo Fisher Scientific Inc.) used for
measuring the expression of these miRNAs as instructed by the
manufacturer. RT reaction was carried out using TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem brand

Table 1 List of selected

microRNAs Assay ID miRNA
002099 hsa-miR-224-5p
002253 hsa-miR-101-3p
002623 hsa-miR-155-5p
000508 hsa-miR-204-5p
001187 hsa-miR-140-3p
001093 RNU6B

by Thermo Fisher Scientific Inc.) in a total volume of 7.5 pl
containing 20 ng RNA preparation. The qPCR was performed
using TagMan Universal Master Mix II no UNG (Applied
Biosystem brand by Thermo Fisher Scientific Inc.) in a final
volume of 7.5 pul containing 0.65 pl of the RT product. The
amplification reaction was run in triplicates on a LightCycler
480 Instrument II (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN).
Relative expression was calculated by the 2“9 (where ACq=
CqrerCqmir) formula, using the average of miR-140 and
RNUG6B as the most stable reference determined by
NormFinder application [30].

Statistical Analysis

All figures and statistical analyses were created using
GraphPad Prism (version 5.01; California, USA) and
Statistic v.13 (Stat-Soft Inc.,Tulsa, OK, USA) software. A p--
value of 0.05 was set as the threshold for statistical signifi-
cance. The differences between CHC and AIH in relation to
steatosis, fibrosis stage and necroinflammatory grade were
examined by non-parametric Kruskal-Wallis analysis of vari-
ance and Mann-Whitney U test. Correlation of steatosis, fibro-
sis stage and necroinflammatory grade with IHC scores and
miRNA expression was performed using non-parametric
Spearman rank correlation test.

Results
Histology

The established pathohistological parameters for the samples
are listed in Table 2. No steatosis was present in 12 (26.7%)
samples with CHC and in 14 (77.8%) samples with AIH;
whereas liver steatosis could be detected in 33 (73.3%) CHC
cases and 4 (22.2%) AIH cases. Fibrosis stage was found to be
low (F1-F2) in 31 (68.9%) CHC and 7 (38.9%) AIH cases,
whereas high (F3-F4) in 14 (31.1%) CHC and 11 (61.1%)
AIH cases. Finally, mild necroinflammation was diagnosed
in 25 (55.6%) CHC cases, whereas 11 (61.1%) AIH samples
showed severe necroinflammation.

Evaluation of Inmunohistochemical Reactions

LC3 and p62 stainings were rather diffuse, occasionally
showing granular-focal cytoplasmic reaction with varying
density both in hepatocytes and cholangiocytes, while
TOMM20 exhibited brownish granular cytoplasmic reac-
tion (Fig. 1). Altogether 42 CHC and 18 AIH samples pro-
vided evaluable immunohistochemical reaction for LC3,
p62 and TOMM?20.
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Table2 Pathohistology of biopsy samples: steatosis, fibrosis stages and
necroinflammatory grades

CHC AIH

(n=45) (n=18)
Average years of age 48.88 434
Gender (M/F) 31/14 5/13
Steatosis
negative (0 =under 5%) 12 14
mild (1 =5-33%) 14
moderate (2 =34-66%) 14
high (3 = above 66%) 5 0
Fibrosis stage (F)
Fl1 (F1-F2) 18 @31 3 @)
F2 13 4
F3 (F3-F4) 3 (14) 10 an
F4 11 1
Necroinflammatory grade
mild (under score 6) 25 4
moderate (7-12) 18 3
severe (13-18) 2 11

CHC: chronic hepatitis C, AIH: autoimmune hepatitis, M: male, F:
female

Overall, AIH cases showed elevated LC3 (p <0.01), p62
(p<0.0001) and TOMM20 (p <0.0001) levels as compared to
CHC cases (Fig. 2a). When calculating ratios, the average LC3/
TOMM20 ratios for the AIH and CHC groups were 0.76 and
0.80, respectively, while the average p62/TOMM20 ratio turned
out to be 0.85 for the ATH and 0.26 for the CHC group.

No differences in the IHC scores of these proteins were
observed when cases with or without steatosis were compared
in either CHC or AIH samples (Fig. 2b). Nevertheless, de-
creased p62 could be found in the steatotic group of CHC
samples as compared with the nonsteatotic group, however,
the difference did not reach the set threshold for significance.
Further, no association could be observed between fibrosis
stages and LC3, p62, TOMM20 levels.

In regard to necroinflammatory grade, the level of p62 was
significantly elevated (p < 0.0001) in severe grades of AIH as
compared to mild grades (Fig. 2c¢). In addition, p62 showed
strong correlation with necroinflammatory grade (r=0.84;
p<0.0001) in AIH cases (Table 3) but no correlation was
detectable in CHC samples (r=-0.03; p = 0.8445). Moreover,
no association was observed between the levels of LC3,
TOMM20 and necroinflammatory grade in relation to the
two etiological groups.

Fig. 1 Representative images of
low and high levels of LC3 (a, b),
p62 (c, d) and TOMM20 (e, 1)
detected by
immunohistochemistry (40x
magnification).
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miRNA Expression

The levels of miRNAs could be determined in 24 CHC and 18
AIH samples. Expression of miR-224, -155 and —204 was not
statistically different between the CHC and ATH groups. On the

contrary, an elevated level of miR-101 was observed in CHC as
compared with ATH samples (p < 0.0001) (Fig. 3a).

No statistically different miRNA levels were found in either
the CHC or AIH group when data were analyzed with regard to
steatosis and non-steatosis cases. Nevertheless, the miR-224 level

Table 3 Correlations of p62 and

miRNAs with pathohistological Sample group Measured protein/miRNA Pathohistological parameters r p
parameters -
AIH p62 Necroinflammatory grades 0.84 <0.0001
CHC miR-224 Steatosis 0.42 <0.05
miR-155 Fibrosis stage 0.56 <0.01

CHC: chronic hepatitis C, AIH: autoimmune hepatitis
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correlated with steatosis in CHC samples (r=
(Table 3.) but not in ATH ones.

When miRNA expression was compared with the low (F1-
F2), high (F3-F4) or separately with each (F1-F4) stage of
fibrosis, no differences were found regarding miR-224, -101,
-204 in either the CHC or AIH group or in case of miR-155 in
the AIH group, but an elevated level of miR-155 (p <0.05)
was observed in the high as compared to the low stage of
fibrosis in case of CHC (Fig. 3b). Furthermore, in the CHC
group miR-155 level showed statistical difference between
stages F1 and F4 (p <0.05, data not shown) and miR-155
expression exhibited correlation with fibrosis stage as well
(r=0.56; p<0.01) (Table 3.). Finally, no correlation was ob-
servable between miRNA expression and necroinflamatory
grades in the CHC and AIH samples.

0.42; p<0.05)

Discussion

Autophagy acts as a bodyguard to protect cells, which involves
concerted action to promote cell survival, for example in a state

of stress when the cells are starved of nutrients or in case of a
viral infection [5, 10]. The importance of autophagy has been
emphasized in case of CHC, since it promotes HCV persistence
and suppresses the activated immune response [15]. A possible
link between autophagy and AIH has also been suggested [9],
in which case however its role is not fully understood.

Upon examining LC3 and p62 as indirect indicators of au-
tophagy function, the present study revealed increased levels of
these proteins in AIH as compared with CHC. The level of LC3
per se indicates that autophagy is initiated, but may not reflect
upon whether autophagy has proceeded or become impaired [21,
31]. A proceeding autophagy implies a low level of p62 since
this protein becomes degraded together with the cargo in the
autophago-lysosome [32]. Thus, increased LC3 and p62 in
AIH suggest that autophagosome formation has occurred with-
out an increase in lysosomal degradation, as has been demon-
strated in case of p62 in a recent study [33]. Like further support-
ed by Babuta and co-workers, increased levels of p62 and LC3
were found as the result of chronic alcohol intake in ALD, lead-
ing to disruption of autophagy function at lysosome level (im-
paired autophagic flux) [21].
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Decreased level of p62 was observed in CHC contrary to
AIH, suggestive of an autophagic function occurring at a much
higher rate. This is supported by the observation that the level of
p62 decreased within 3—6 days following HCV infection in
Huh?7.5 cells due to an increase in the autophagy response, which
was indicated by an elevated level of LC3 [34].

Increased TOMM20 was detected in AIH as compared with
CHC, which might suggest an increase in the number of active
mitochondria and also the accumulation of damaged mitochon-
dria not eliminated by autophago-lysosomes [18]. The latter is
reported to imply an increased level of p62 in a nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) study [33]. Thus, the detected high
TOMM20 and p62 might indicate that injured mitochondria
are most likely not as effectively eliminated in AIH as in CHC.

According to the above mentioned NASH study, enhanced
mitophagic level is characterized by elevated LC3/TOMM20
and decreased p62/TOMM?20 ratios as the result of palmitic acid
administered to mouse primary hepatocytes [33]. As regards the
present study, the average LC3/TOMM20 ratios for AIH and
CHC were found to be similar, but the average p62/TOMM20
ratio was three times higher in AIH than in CHC. This further
signifies the presence of impaired mitophagy in AIH. The fact
that Dynamin-related protein 1 (Drpl, a protein associated with
mitochondrial dysfunction) was found to be colocalized with
TOMM?20 indicates that mitochondrial fission is involved in
AIH, suggesting a link to hepatic necrosis [35]. It is intriguing
that in the present study not only the expression of p62 increased
but the necroinflammatory grades were also higher in AIH as
compared with CHC, since we observed a strong correlation
between p62 expression and necroinflammatory grade. This sug-
gests that decreasing autophagic activity is linked to severity of
inflammation; i.e. the more the cellular function becomes com-
promised due to an extensive inflammation, the less autophagy is
capable of rescueing the cells, which may subsequently undergo
necrosis. Dysregulated autophagy is reported to contribute to
hepatic inflammatory injury and to enhance pro-inflammatory
cytokine expression [36]. Stimulation of mTOR, a central issue
in autoimmune disorders, also seems to contribute to inflamma-
tion in dysfunctional autophagy [37]. The fact that mTOR per se
is an inhibitor of autophagy may explain the use of rapamycin as
an mTOR inhibitor to treat AIH in the advanced stage [7, 9].

In CHC, the decreased p62/TOMM?20 ratio along with the
observed decreased level of p62 (one fourth of the expression
observed in AIH) and reduced TOMM?20 level (1.4 times less
than in AIH) are indicative of a more active and proceeding
autophagy process. This is supported by a study in which
HCV was found to promote mitochondrial fission within 2
days following infection in Huh7 cells, where the damaged
organelles were eliminated by mitophagy [38].

Altered lipid metabolism is linked to the life cycle of HCV
considering that virions coated with lipoproteins facilitate hepa-
tocyte entry via lipoprotein receptors, however, the HCV-induced
ER-stress leads to steatosis [3]. Intracellular lipid droplets being

in excess in the cells are degraded by an autophagy process called
lipophagy [3-5, 22]. Vescovo et al. reported that autophagy acts
against the alterations in lipid metabolism induced by HCV and
steatosis may develop when autophagy is disrupted [39]. In the
present study, no difference was observed in the expression of
LC3 and p62 between steatotic or nonsteatotic chronic hepatitis
samples (neither in CHC nor in AIH). Nevertheless, the level of
p62 seemed to decrease in steatotic CHC as compared with
nonsteatotic CHC, but the level did not reach the threshold for
statistical significance.

Analysis of autophagy-associated miRNA expression may
provide further knowledge about autophagic activity. Several
miRNAs are known to downregulate autophagic activity
(miR-101, -155 and 204) [21, 22] or their expression is known
to be regulated by autophagy (miR-224) [25]. Autophagy-
regulating miRNAs have been studied in HCV infection [40]
but, to the best of our knowledge, no data is available on how
these miRNAs are expressed in ATH.

In the present study, elevated miR-101 was found in CHC
samples as compared with AIH cases, which raises concern as
miR-101 is an autophagy inhibitor. Suppressed autophagy on the
account of miR-101 is reported in breast cancer (targeting
RABS5A, STMNI1 and ATG4D), HCC (through EZH2) [22,
23] and in ischemic liver (via activating mTOR signaling path-
way) [41]. Nevertheless, the levels of LC3 and p62 observed in
the present study support the activation and not the inhibition of
autophagy in CHC. Intriguingly, increased serum miR-101 ex-
pression has been found in HCV as compared with HCC [42].
Moreover, miR-101 has recently been reported to have an
antifibrotic effect, most probably via downregulating the
PIBK/Akt/mTOR pathway [43]. In the present study, association
between miR-101 and fibrosis stage could not be observed in
either CHC or AIH, however, when all of the CHC and AIH
samples were combined into one group, miR-101 was found to
correlate negatively with fibrosis stage (r=-0.36, p <0.05) and
necroinflammatory grade (r=-0.47, p < 0.01). It is to be taken into
consideration, however, that the majority of CHC cases (68.9%)
displayed low fibrosis stage, whereas the majority of AIH cases
(61.1%) showed higher fibrosis stages. Additionally, higher miR-
101 expression was found in CHC cases showing low fibrosis
stage (F1, F2). Thus, we hypothesize that the relatively higher
level of miR-101 might be enough for cells to avoid advanced
fibrosis, but not enough to stop autophagy from happening.
Further, miRNAs are known to exert their regulatory effect on
a number of target genes, influencing several biological process-
es simultaneously; on the contrary, miR-101 may not be the only
miRNA that simultaneously exerts an inhibitory effect on
autophagy.

According to our findings, no association could be observed
between miR-224 and autophagy. Nevertheless, the level of
miR-224 correlated with steatosis in case of the CHC samples,
but not in those of AIH. In a previous study, elevated level of
miR-224 was found in steatotic CHC in comparison to
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nonsteatotic CHC [44]. Another study reported miR-224 to be
elevated in the event of HCV recurrence in comparison to normal
liver and also after administration of interferon/ribavirin treat-
ment as compared with samples taken before treatment [45]. In
addition, miR-224 is a predictive factor in the overall survival of
hepatoblastoma [46]. miR-224 is a known oncomiR, described
to promote proliferation in HCC. In this regard, the correlation of
miR-224 with steatosis can be explained by the fact that steatotic
CHC is one of the risk factors of HCC [13, 47].

In case of CHC, we found not only increased miR-155 ex-
pression in the higher fibrosis stages as compared with the lower
stages, but also a correlation between miR-155 and fibrosis stage.
In agreement with this, miR-155 knock-out mice were observed
to be protected from early and advanced fibrosis in a CCl, treat-
ment model [48]. Regarding another regulatory aspect, miR-155
was not only found to initiate autophagy in ALD via downreg-
ulating mTOR, but also to impair the fusion of autophagosome
with lysosome, leading to increased LC3 and p62 levels [21].
Our investigation is partly in agreement with this since high miR-
155 expression (which was highest among the miRNAs) was
observed in both CHC and AIH samples, but the levels of LC3
and p62 pointed to an impaired autophagy in case of AIH but not
in CHC. Nevertheless, a marked increase in miR-155 expression
was reported in HCV-infected patients, which seems to be in-
volved in the regulation of antiviral immune response, promoting
replication and persistence of HCV [49]. Further data on miR-
155 in AIH is scarce, however, this miRNA may have a different
role in inflammatory cell recruitment and liver damage [50].

As a summary, the different levels of LC3, p62, TOMM20
observed in the CHC and AIH cases indicate autophagy initiation
in the examined samples of chronic hepatitis of different etiology.
The increased p62 expression and its correlation with
necroinflammatory grade observed in case of AIH suggest an
autophagy process which is inhibited at the level of autophago-
lysosomal degradation and is associated with extensive inflam-
mation and overactivated immune response, leading to necrosis
[51]. In relation to CHC, however, our findings provide further
support for the evidence of a functioning autophagy process
which seems beneficial for the persistence of HCV in hepatocytes
and the pathogenesis of CHC so as to avoid a direct cytopathic
effect on the host cells [3]. In our present study, we found no
indication that the examined miRNAs had an inhibitory effect on
autophagy in regard to either CHC or AIH cases. Instead, the
miRNA levels correlated with steatosis (miR-224) and fibrosis
(miR-155) in the CHC samples, which could possibly be associ-
ated with CHC progression.
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Supplementary Table 1 The regulatory effect of the significantly/noticeably altered microRNAs analyzed in the study

miRNA Type Targeted genes, pathways, functions Biologic effect Reference
miR-21 OncomiR PTEN - an inhibitor of PI3K/Akt pathway Cell proliferation, tumor growth [1]
PDCD4 — inhibitor of a translation initiator, (2]
TIMP3 — inhibitor of EMC degradation
miR-222 OncomiR CDKNI1B - cell cycle inhibitor Cell growth, proliferation [3]
PPP2R2A — Akt activation [4]
miR-34a OncomiR/tumor SIRT1 — TP53 activaton Cell survival, regeneration, fibrosis [5]
suppressor HNF-4a — inhibitor of cyclin D1 [6]
ACSL1 — promotes lipogenesis in HSCs (7]
miR-224 OncomiR PPP2R1B — inhibitor of PI3K/Akt pathway, Inflammation-associated proliferation [8]
strengthened effect of TGF-f3 and NF-«B, and migration,
SMAD4 — member of TGF-B pathway Promotion of cell proliferation [9]
HOXD10 — promotes MMP-9 expression Remodeling of ECM [10]
miR-17-5p OncomiR MAPK9 — inhibitor of JUN, stabilizes TP53 Proliferation [11]
miR-18a OncomiR KLF4 — inhibits cell cycle if DNA is damaged Proliferation, migration [12]
miR-195 Tumor suppressor FGF2 and VEGFA - angiogenic factors Suppressed angiogenesis and migration [13]
SMAD?7 — inhibitor of TGF-B pathway HSC activation, proliferation [14]
miR-210 Tumor suppressor FGFRLI — prevents cell cycle arrest Reduced cell proliferation [15]

ACSLI: acyl-CoA synthetase long chain family member 1; AKT: AKT serine/threonine kinase; CDKN1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; ECM:
extracellular matrix; FGF2: fibroblast growth factor 2; FGFRLI: fibroblast growth factor receptor-like 1; HNF-4a.: hepatocyte nuclear factor o; HOXD10:
Homeobox D10; HSC: hepatic stellate cell; JUN: Jun proto-oncogen, AP-1 transcription factor subunit; KLF4: Kruppel like factor 4; MAPK9: mitogen-
activated protein kinase 9; MMP-9: matrix metallopeptidase 9; NF-xB: nuclear factor kappa B subunit; PDCD4: programmed cell death 4; PI3K:
phosphatidylinositol 3-kinase; PI3K:phosphoinositide 3-kinase; PPP2R2A: protein phosphatase 2 regulatory subunit B alpha; PPP2R1B: protein phosphatase
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2 scaffold subunit Abeta; PTEN: phosphatase and tensin homolog; SIRT1: sirtuin 1; SMAD4: SMAD family member 4; SMAD7: SMAD family member 7;
TGF-B: transforming growth factor-beta; TP53: tumor protein 53; TIMP3: tissue metallopeptidase inhibitor 3; VEGFA: vascular endothelial growth factor A

1. He C, Dong X, Zhai B, Jiang X, Dong D, Li B, Jiang H, Xu S, Sun X. (2015). MiR-21 mediates sorafenib resistance of hepatocellular carcinoma cells by
inhibiting autophagy via the PTEN/Akt pathway. Oncotarget 6:28867-81.

2. Melnik BC. (2015). MiR-21: an environmental driver of malignant melanoma? J Transl Med 13:202.

3. Yang YF, Wang F, Xiao JJ, Song Y, Zhao YY, Cao Y, Bei YH, Yang CQ. (2014). MiR-222 overexpression promotes proliferation of human hepatocellular
carcinoma HepG2 cells by downregulating p27. Int J Clin Exp Med 7:893-902.

4. Wong QW, Ching AK, Chan AW, Choy KW, To KF, Lai PB, Wong N. (2010). MiR-222 overexpression confers cell migratory advantages in
hepatocellular carcinoma through enhancing AKT signaling. Clin Cancer Res 16:867-75.

5. Tian XF, Ji FJ, Zang HL, Cao H. (2016). Activation of the miR-34a/SIRT1/p53 Signaling Pathway Contributes to the Progress of Liver Fibrosis via
Inducing Apoptosis in Hepatocytes but Not in HSCs. PLoS One 11(7):e0158657.

6. Gougelet A, Sartor C, Bachelot L, Godard C, Marchiol C, Renault G, Tores F, Nitschke P, Cavard C, Terris B, Perret C, Colnot S. (2016). Antitumour
activity of an inhibitor of miR-34a in liver cancer with B-catenin-mutations. Gut 65(6):1024-34.

7. Yan G, Li B, Xin X, Xu M, Ji G, Yu H. (2015). MicroRNA-34a Promotes Hepatic Stellate Cell Activation via Targeting ACSL1. Med Sci Monit. 21:3008-
15.

8. Ma, D., X. Tao, et al. (2012). miR-224 functions as an onco-miRNA in hepatocellular carcinoma cells by activating AKT signaling. Oncol Lett 4(3): 483-
488.

9. Wang Y, Ren J, Gao Y, Ma JZ, Toh HC, Chow P, Chung AY, Ooi LL, Lee CG. (2013). MicroRNA-224 targets SMAD family member 4 to promote cell
proliferation and negatively influence patient survival. PLoS One 8:¢68744.

10. Li Q, Ding C, Chen C, Zhang Z, Xiao H, Xie F, Lei L, Chen Y, Mao B, Jiang M, Li J, Wang D, Wang G. (2014). miR-224 promotion of cell migration
and invasion by targeting Homeobox D 10 gene in human hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol Hepatol 29(4):835-42.

11. Cloonan N, Brown MK, Steptoe AL, Wani S, Chan WL, Forrest AR, Kolle G, Gabrielli B, Grimmond SM. (2008). The miR-17-5p microRNA is a key
regulator of the G1/S phase cell cycle transition. Genome Biol 9(8):R127.



DOI:10.14753/SE.2020.2443

12. Liu L, Cai X, Liu E, Tian X, Tian C. (2017). MicroRNA-18a promotes proliferation and metastasis in hepatocellular carcinoma via targeting KLF4.
Oncotarget 8(40):68263-68269.

13. Wang M, Zhang J, Tong L, Ma X, Qiu X. (2015). MiR-195 is a key negative regulator of hepatocellular carcinoma metastasis by targeting FGF2 and
VEGFA. Int J Clin Exp Pathol 8(11):14110-20.

14. Song LY, Ma YT, Wu CF, Wang CJ, Fang WJ, Liu SK. (2017). MicroRNA-195 Activates Hepatic Stellate Cells In Vitro by Targeting
Smad7. Biomed Res Int 2017:1945631.

15. Tsuchiya S, Fujiwara T, Sato F, Shimada Y, Tanaka E, Sakai Y, Shimizu K, Tsujimoto G. (2011). MicroRNA-210 regulates cancer cell
proliferation through targeting fibroblast growth factor receptor-like 1 (FGFRL1). J Biol Chem 286(1):420-8.



Pathology & Oncology Research (2019) 25:1103-1109 DOI:10.14753/SE.2020.2443
https://doi.org/10.1007/512253-018-0528- T ' )

ORIGINAL ARTICLE

@ CrossMark

MicroRNA Expression in Focal Nodular Hyperplasia in Comparison
with Cirrhosis and Hepatocellular Carcinoma

Gabor Lendvai' @ - Timea Szekerczés ' - Benedek Gyongyosi ' - Krisztina Schlachter? - Endre Kontsek ' - Adrian Pesti’ -
Attila Patonai® - Klara Werling® - llona Kovalszky® - Zsuzsa Schaff' - Andras Kiss"

Received: 23 May 2018 / Accepted: 29 October 2018 /Published online: 9 November 2018
© Aranyi Lajos Foundation 2018

Abstract

The liver disease focal nodular hyperplasia (FNH) has several histological features that resemble hepatic cirrhosis. Since cirrhosis
may develop further into hepatocellular carcinoma (HCC) contrary to FNH, the aim of the present study was to identify
microRNAs (miRNA), which, by their altered expression levels, may be associated with the benign, tumor-like nature of
FNH. Altogether 106 surgically removed formalin-fixed paraffin-embedded liver samples were selected, including 22 FNH,
45 cirrhosis, 24 HCC and 15 normal liver tissues. Etiology of the cases of cirrhosis and HCC includes hepatitis C and alcoholism
and the HCC cases developed in cirrhotic livers. Relative expression levels of 14 miRNAs were determined using TagMan
MicroRNA Assays. In comparison to normal liver, the levels of miR-34a and miR-224 were elevated not only in FNH but also in
cirrhosis and HCC, while the expression of miR-17-5p, miR-18a and miR-210 was decreased in FNH. Further, the levels of miR-
21 and miR-222 were increased in cirrhosis and HCC but were decreased in FNH and the expression of miR-17-5p, miR-18a,
miR-195 and miR-210 was decreased in FNH as compared with cirrhosis and/or HCC. In conclusion, the elevation of miR-34a
and miR-224 may be associated with both benign and malignant proliferative processes, nevertheless the increased expression of
oncomiRs miR-21 and miR-222 in cirrhosis and HCC but not in FNH may be related to malignant processes of the liver. The
decreased levels of miR-18a, miR-195 and miR-210 may further differentiate FNH from cirrhosis, reflecting the different
pathogenesis of these two entities contrary to some histologically similar features.

Keywords Focal nodular hyperplasia - Hepatic cirrhosis - Hepatocellular carcinoma - microRNA - Chronic hepatitis C
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MicroRNAs (miRNA) are short regulating noncoding
RNA molecules that negatively modulate gene expression
at the posttranscriptional level by binding to the 3’ untrans-
lated region of mRNAs, leading to reduced or prevented
protein synthesis [1, 11]. miRNAs are essential for fine-
tuning the expression of genes involved predominantly in
normal cellular processes, such as development, differenti-
ation and proliferation [12, 13]. Over 2500 miRNAs are
expressed from the human genome [14], which create a
complex regulatory network, since not only miRNAs have
multiple target genes but each mRNA may be regulated by
several miRNAs. The fact that deregulated miRNA expres-
sion compared to the normal state has been observed in
many disorders, including inflammatory liver diseases and
primary liver cancers [15—-19], assigns an important role to
miRNAs in liver diseases, which among others may explain
the benign or malignant nature of liver diseases. Therefore,
the aim of the present study was to detect miRNA expres-
sion levels in FNH, cirrhosis, HCC and normal liver for
comparison, which could characterize non-tumorous, pre-
malignant and malignant hepatic lesions.

Materials and Methods
Patients

Altogether 106 liver samples were analyzed retrospective-
ly with the permission of the National Medical Ethical
Committee (45727-2/2013/EKU). The samples were se-
lected from the archives of 1st Department of Pathology
and Experimental Cancer Research as well as 2nd
Department of Pathology of Semmelweis University,
Budapest, including formalin-fixed paraffin-embedded
samples of 22 FNH, 45 hepatic cirrhosis (of which 30
were infection-related cirrhosis and 15 were tumor-
surrounding cirrhosis from the studied HCC cases) and
24 HCC cases along with 15 normal liver samples.
Patients were between 23 and 82 years of age with an
average of 49.5 years, showing a male/female ratio of
40/36. The clinicopathological summary of the patients
is shown in Table 1. The cirrhosis samples were obtained
from patients upon orthotopic liver transplantation carried
out due to vascular and/or parenchymal decompensated
cirrhosis. All HCC cases developed in cirrhotic livers
and, according to histological grading, they showed a
low/high grade tumor ratio of 14/10. Etiology of the cir-
rhotic and HCC cases included HCV infection, alcohol
intake or the combination of these two. Altogether 28
patients with HCV infection had received antiviral treat-
ment; whereas treatment could not be initiated in eight
cases of cirrhosis owing to deteriorated state of health,
and treatment information was unknown in five cases.
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Table 1 Clinicopathological summary of the patients
Cirrhosis HCC FNH

Number of cases: 45 24 22
Gender

Male 31 20 1

Female 14 4 21
Average years of age: 533 61.5 37.2

(min/max) (27/81) (42/82) (23/66)
Etiology:

HCYV infection 27 8

HCV infection + alcohol 1

Alcohol intake 9 6

Unknown 4 9
Antiviral HCV treatment:

Received 21 7

Not received 8

Unknown 3 2
End-stage cirrhosis characteristics:

CHILD A 6

CHILD B 16

CHILD C 8

Ascites 14
HCC:

Low grade 14

High grade 10

HCC hepatocellular carcinoma, FNH focal nodular hyperplasia, HCV
hepatitis C virus, CHILD Child-Turcotte-Pugh Score

Normal liver samples were obtained from deceased pa-
tients after organ donation, just prior to ligation of the
abdominal aorta and reperfusion.

Histology

Tissue samples were processed according to routine pathol-
ogy procedures. In brief, the small, 1-3 cm long resected
samples were submerged in 10% neutral buffered formalin
(in PBS, pH 7.0) and fixed for 24 h at room temperature.
Following dehydration in a series of ethanol and xylene, the
formalin-fixed samples were embedded in paraffin (FFPE
samples). The paraffin embedded samples were cut into 3 to
4 um thick sections and stained with haematoxylin and
eosin.

RNA Isolation

RNA was isolated from several 3 to 4 um thick FFPE sections
using RNeasy FFPE Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands) ac-
cording to the instructions of the manufacturer with modifica-
tions for co-purification of miRNAs [20]. Traces of genomic
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DNA were eliminated using Turbo DNase digestion (TURBO
DNA-free kit, Ambion, Austin, TX, USA).

Reverse Transcription and Quantitative Polymerase
Chain Reaction

Selection of miRNAs to be detected was based on the litera-
ture [15, 18, 21-23]. Expression of individual miRNAs was
determined using the following TagMan MicroRNA Assays
(Life Technologies of Thermo Fisher Scientific Inc., Foster
City, CA, USA): miR-17-5p (ID:000393), miR-18a
(ID:002422), miR-21 (ID: 000397), miR-34a (ID:000426),
miR-122 (ID:002245), miR-140 (ID:000462), miR-195
(ID:000494), miR-210 (ID:000512), miR-214 (ID:002306),
miR-221 (ID:000524), miR-222 (ID:002276), miR-223
(ID:002295), miR-224 (ID:002099) and miR-328
(ID:000543). Reverse transcription (RT) and quantitative po-
lymerase chain reaction (qQPCR) were performed according to
the instructions of the manufacturer. Briefly, RT reaction was
carried out using TagMan MicroRNA Reverse Transcription
Kit in a final volume of 7.5 uL containing 10 ng total RNA.
The qPCR was performed using TagMan Universal PCR
Master Mix No AmpErase UNG in a final volume of 10 uL
containing 0.65 pL RT product. The amplification reaction
was run in triplicates on a LightCycler 480 Instrument II
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Relative expres-
sion was calculated by the 272484 formula, applying the av-
erage of miR-140 and miR-328 as the most stable reference
determined by the NormFinder application [24] and normal-
ized to the median ACq value of normal liver samples.

Statistical Analysis

The differences in miRNA expression between normal liver,
cirrhosis, HCC and FNH samples were analyzed by means of
non-parametric Kruskal-Wallis analysis of variance and medi-
an test using STATISTICA software, version 12 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). A p value of 0.05 was set as the threshold
for statistical significance.

Results
Histology

The FNHs in the present study showed tumor-like appear-
ances by gross examination, with typical central scarring
and nodular architecture (Fig. 1a) in contrast to the diffuse
nodularization observed in cirrhosis (Fig. 1b).
Histologically, the FNH cases were of the classic type
based on the Bordeaux classification [25]: nodules of
varying sizes, fibrous septa and ductal reaction could be

demonstrated (Fig. 1c), which were apparently similar to
structural alterations seen in cirrhosis (Fig. 1d).

miRNA Expression in FNH, Cirrhosis and HCC
as Compared with Normal Liver

The relative miRNA expression levels determined in FNH,
cirrhosis, HCC and normal liver samples are shown on
Fig. 2. When compared to normal liver, the levels of miR-
34a and miR-224 were increased in each diseased samples,
FNH, cirrhosis and HCC (p <0.001); while 5 miRNAs
showed decreased expression. Namely, miR-17-5p, miR-18a
and miR-210 were decreased in FNH (p < 0.03), miR-17-5p
and miR-221 in cirrhosis (p <0.01) and miR-223 in HCC
(p<0.0001).

miRNA Expression in FNH as Compared with Cirrhosis
and HCC

In FNH, intriguingly, the levels of miRNAs were reduced in
comparison to cirrhosis and/or HCC (Fig. 2). Expression of
miR-18a, miR-21 and miR-222 was decreased in FNH as
compared with both cirrhosis and HCC (p <0.01); while
miR-195, miR-210 were decreased as compared with cirrhosis
(p<0.04) and miR-17-5p, miR-221 were decreased as com-
pared with HCC (p <0.04). The level of miR-195 was in-
creased and the expression of miR-221 was decreased in cir-
rhosis when compared with HCC (p < 0.02). In addition, the
levels of miR-18a, miR-21 and miR-222 were also decreased
in FNH when compared only to HCV infection-related cirrho-
sis samples (p < 0.04, data not shown).

Discussion

Hepatic cirrhosis and FNH share certain similar histological
features, however FNH is a tumor-like focal lesion in a
noncirrhotic liver, which, in contrast to cirrhosis, never pro-
gresses to HCC. The nodular structure within FNH is the
result of malformed vessels and a pathologic blood supply
featuring fibrous septa and ductular proliferation [26], where
the nodular hyperplastic parenchyma is completely or incom-
pletely surrounded by fibrous septa and the hepatocytes retain
their normal phenotype. In contrast, the morphology of cirrho-
sis results from a complex process involving wound-healing
reaction, oxidative stress-related molecular mechanisms, tis-
sue hypoxia, an anaerobic proinflammatory environment and
epigenetic modification with the contribution of hepatic stel-
late cells and other extracellular matrix producing cells [27].
Since altered miRNA expression has been reported in he-
patic fibrosis [11, 18, 19, 28, 29] and miRNAs have been
suggested to play important role in liver carcinogenesis [15,
18, 21-23], the miRNA expression pattern may provide clues
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Fig. 1 Characteristics of focal
nodular hyperplasia (FNH) in
comparison to cirrhosis observed
by gross examination (a—b) and
by histology (c—d). a FNH with
central scarring and nodular
architecture; b cirrhosis showing
diffuse nodularization; ¢ FNH
with nodules of varying sizes,
fibrous septa and ductular
reaction, apparently resembling
cirrhosis d by histology (H&E
x150)

to biological processes involved in the diseases. In the present
study, we aimed to detect alterations in miRNA expression
that may indicate the benign proliferation characteristic of
FNH contrary to cirrhosis and HCC.

The detected miRNAs showed a predominance of de-
creased levels. However, miR-34a and miR-224 were in-
creased not only in FNH but also in cirrhosis and HCC in
comparison to normal liver. This is in accordance with the

Fig. 2 Relative miRNA " |
expression detected in normal

liver, cirrhosis, hepatocellular 10-
carcinoma (HCC) and focal
nodular hyperplasia (FNH). The
upper dotted line indicates two-
fold expressional elevation; the
lower dotted line signifies a one-

half reduction on expression.
Thin black lines designate
statistical differences analyzed
using a non-parametric Kruskal-
Wallis analysis of variance and

log, relative expression

median test: ***p <0.0001, 10
#5p < 0.001, *p<0.01, *p<0.02,
°p<0.03, p<0.04

3 Normal
3 Cirrhosis
3 HCC
e @ FNH
miR-34a miR-224 miR-21 miR-221 miR-222
104 e 1 T z 1 —
rﬂ| == T ** 1 T = 1 T = 1 T i 1
— — — 3 Normal
3 Cirrhosis
[ HCC
B3 FNH

log, relative expression

miR-17-5p
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literature since expression of both miR-34a and miR-224 has
been reported to be elevated in liver diseases including fibro-
sis, HCV infection, cirrhosis, alcoholic and nonalcoholic liver
diseases and HCC [30-32]. One of the activators of miR-34a
is TP53, resulting in apoptosis of hepatocytes and activation
of hepatic stellate cells (HSC) [30]. Nevertheless, suppressed
expression of miR-34a leads to decreased proliferation of
cholangiocarcinoma cells [33]. Additionally, miR-34a seems
to have role in liver fibrosis since it is found upregulated in
HSCs and when the expression of miR-34 is silenced the
levels of alpha smooth muscle actin (x-SMA), type I collagen
and desmin are found to be lower [34]. Further, it has been
shown that HSCs are also activated in FNH as the oxidative
stress originating from the arterial hyperperfusion may acti-
vate HSCs in the central scar [35]. Thus, it seems that miR-34a
helps to enhance cell survival as suggested earlier in HCC cell
cultures [36], contributing to both liver tissue repair and
fibrosis.

It has been found that miR-224 promotes proliferation,
migration and invasion by activating AKT [37] and
transforming growth factor-beta (TGF-(3) [38] signaling path-
ways, as well as by promoting the expression of MMP-9 [39].
The fact that p65/NF-kB has been identified as a direct tran-
scriptional regulator of miR-224 links this miRNA to inflam-
mation and cell migration, and on that account, to HCC de-
velopment and progression [15, 40]. It is therefore likely that
miR-224 aids proliferation during liver injuries. Supportive of
this assumption is the increasing number of data reporting on
the presence of elevated miR-224 in chronic liver diseases,
such as chronic viral hepatitis and liver cirrhosis [15, 23],
hepatic fibrosis [19], chronic hepatitis with steatosis and hep-
atitis C virus negative steatosis [16]. Further, the increase of
miR-224 has been found to be associated with increased
progression-free and overall survival in HCC patients receiv-
ing sorafenib treatment [41].

In our study, the miRNAs showing decreased expression in
FNH included miR-17-5p, miR-18a, miR-21, miR-195, miR-
210, miR-221 and miR-222 as compared with cirrhosis, HCC
and/or normal liver. Regarding FNH, the decreased levels of
miR-21, miR-222, miR-17-5p, miR-18a are intriguing find-
ings since these miRNAs target genes that inhibit cell prolif-
eration and cell cycle progression (Supplementary Table 1).
Elevated miR-21 and miR-222 have been found in various
types of cancers, including HCC [21, 42, 43]; whereas statis-
tically lower miR-21 and miR-222 expression has been de-
tected in benign liver tumors, such as hepatocellular adenoma
and FNH [22]. miR-21 targets phosphatase and tensin homo-
log (PTEN), the negative regulator of phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K)/Akt pathway [44], leading to cellular prolifera-
tion, migration and tumor growth [45]. miR-222 targets

cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (CDKN1B, p27Kip1)
[46] and protein phosphatase 2 regulatory subunit B alpha
(PPP2R2A, an inhibitor of AKT phosphorylation) [43], which
are two negative controls of cell cycle and cell growth. Our
observations that miR-21 and miR-222 are elevated in cirrho-
sis and HCC but not in FNH seem to support the involvement
of these miRNAs in hepatocarcinogenesis. Indeed, the targets
of miR-21 affect major processes of cancer biology [47] and
miR-21 in conjunction with NF-kB helps maintain a trans-
formed state [48]. The level of miR-222 correlates with the
level of collagen type 1 alpha 1 (CollAl), smooth muscle
actin alfa 2 (ACTA2, x-SMA) and matrix metalloproteinase
2 (MMP-2) in HCV infection-related advanced fibrosis [49].
By contrast, a low level of miR-21 may also initiate prolifer-
ation through activating the inhibitor of the Hippo pathway,
allowing therefore the transcriptional co-activator YAP to ini-
tiate gene expression [50, 51]. This might explain our obser-
vation according to which proliferation in FNH is also enabled
even if the levels of miR-21 are low, but is certainly manifest-
ed under a regulation different from the situation when the
expression of miR-21 is high.

The targets of miR-17-5p and miR-18a are also cell cycle
inhibitors [52, 53]. Nevertheless, it has been reported that both
high and low levels of miR-17-5p could promote proliferation.
In a dominantly proliferation-promoting system, miR-17-5p
may stabilize the pro-proliferative signal by removing the
proliferation-inhibitors; however, in a dominantly
proliferation-inhibiting system, decreased expression of
miR-17-5p may lead to the increase of proliferation-
promoters [52]. Thus, low levels of miR-17-5p detected in
FNH and cirrhosis may support proliferation but under differ-
ent circumstances than when miR-17-5p expression is high.

In contrast to the previous oncogenic miRNAs, miR-195
has a tumor suppressor function since it inhibits proliferation
and suppresses angiogenesis [54]. This might account for the
low miR-195 expression observed in FNH and HCC in com-
parison to cirrhosis, indicating ongoing proliferation.
Nevertheless, miR-195 may activate HSCs, resulting in ele-
vated «-SMA and reduced Smad?7 levels [55], which might
explain why miR-195 is elevated in cirrhosis since the TGF-[3/
Smad pathway is pivotal in promoting liver fibrosis, where
Smad7 is the negative regulator. miR-210 is a multifaceted
miRNA, which is predominantly involved in surviving hyp-
oxia [48]. Nevertheless, it has been reported that overexpres-
sion of miR-210 leads to cell cycle arrest and inhibition of
miR-210 accelerates cell cycle progression [56]. This might
elucidate the observed low levels of miR-210 in FNH and
HCC as compared with cirrhosis.

In summary, our study revealed elevated expression of
miR-21 and miR-222 in cirrhosis and HCC but not in FNH,
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which may be related to malignant processes of the liver.
Nevertheless, miR-34a and miR-224 were increased not only
in cirrhosis and HCC but also in FNH, indicating that eleva-
tion of these miRNAs may be associated with both benign and
malignant proliferative processes of the liver. The decreased
expression of miR-18a, miR-195 and miR-210 may further
differentiate FNH from cirrhosis, which might reflect the dif-
ferent pathogenesis of these two entities contrary to their his-
tologically similar features.
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