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1. BEVEZETES

A majrak a daganatos halalozasban (mortalitas) vilagviszonylatban a férfiak
kozott a harmadik, néknél az 6todik helyen szerepel. [1]
A WHO felmérése szerint 2008-ban 100 ezer fére 748 uj majrak eset fordult eld, mely
esetek koziil 522 férfi és 225 né volt, akik koziil 100 ezer fore szamitva 695 beteg
halalozott el. [2]

Magyarorszagon a WHO 2004 update alapjan a kor standardizalt 100 ezer emberre jutd
majrak okozta halalozas 5,8 f6, bar ezen adat pontossaga vitathato. [3]

A hepatocellularis carcinoma (HCC), a primer malignus majtumorok
leggyakoribb tipusa, mely szovettanilag jol elkiilonithetd altipusokra oszthato.
Etioldgiailag a HCC hatterében 70-90%-ban kronikus majbetegség, elsdsorban
majcirrézis all, a fennmarado 10-30%-ban a HCC nem tarsul cirrozissal. [4]

A HCC kialakulasaban szerepet jatszo tényezok kozott a

- kronikus hepatotrop virusinfekciok, igy a hepatitis B virus (HBV) és hepatitis C

virus (HCV) fert6zés,

- akronikus alkoholfogyasztés,

- aflatoxin-B1,

- NASH/NAFLD és zsirm4j,

- obesitas, IL.tipusu diabetes mellitus,

- aprimer biliaris cirrozis (PBC),

- autoimmun hepatitis (AIH),

- hemochromatosis,

- Wilson-kor és egyéb 6rokletes majbetegségek,

- foglalkozasi artalmak és tobb velesziiletett anyagcserezavar szerepel. [5]
Bizonyos faktorok képesek csokkenteni a majrak kialakuldsdnak esélyét. Ilyen példaul
a szervezet antioxidans kapacitasa, a szérum retinol (a HCC riziké 14x-es csokkenése)

vagy a béta karotin magasabb szintje (a HCC rizikd6 4-8x-os csokkenése), a

kavéfogyasztas €s a Szérum lipid regulatorok koziil a statin készitmények szedése. [5]
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1.1. A fibrolamellaris carcinoma altalanos jellemzéi

A fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma (fibrolamellaris carcinoma, FLC) a
HCC ritka variansa, mely leginkabb a fiatal korosztalyban, cirrozistol mentes majban
alakul ki. [6-11]
A FLC-t mint a hepatocellularis carcinoma hisztologiailag jol elkiilonithetd variansat
el6szor 1956-ban Edmondson és munkatarsai irtak le. [12]
Bermann és munkatarsai poligonalis sejtekb6l és fibrozus stromabdl allo, kedvezobb
prognoézisu atipusos hepatocellularis carcinomaként szamoltak be FLC esetekrdl, mely
véleményiik szerint a focalis nodularis hyperplasia (FNH) ¢s a HCC kozotti atmeneti
(intermedier stage) tumornak tarthat6. [13] Masok a FLC-ban kimutathato
neuroendokrin és oncocytaer jelleg miatt ,,primer malignus oncocytoid carcinoid”’-ként
irtak le az FLC-t. [14]

1.2. A fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma (FLC) jellemz6i

1.2.1. A fibrolamellaris cacinoma eléfordulasa és etiologiaja

A FLC eléfordulésa (incidencia) a vizsgalt foldrajzi régiotol fiiggden az dsszes
HCC esetek 1% - 5%-anak felel meg, az Egyesiilt Allamokban az irodalmi adatok
szerint a HCC esetek 1-2%-at teszi ki [15,16]. Mas foldrajzi regiokban, illetve
orszagokban az FLC el6fordulasi ardnya ennél joval magasabb. Mexikoi betegek kozott
végzett vizsgalat szerint a HCC esetek 5,8 %-a volt FLC [17]. Lengyel szerzok
kozleménye alapjan a lengyel HCC-s betegek 5,1 % -a bizonyult FLC-nek [18].

Wood és mtsai egy Egyesiilt Allamokban késziilt tanulméany szerint 77 HCC-s beteg
koziil 15 betegben talaltak FLC-t, mely 19,4%-nak, kirivoan magas értéknek felel meg.
[19] (1. tablazat)

-10 -
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1. tablazat A fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma (FLC) eléfordulasa
hepatocellularis carcinoma (HCC) esetek kozott (Arista-Nasr J et al 2002 alapjan )

HCC FLC

Szerzd Orszadg Ev esetszam esetszam (%)
Chedid et al. USA 1999 224 4 (1.8)
Wood at al. USA 1988 77 15 (19.4)
Kaczynski et al. Svajc 1996 532 2 0.3)
Van Leeuwen et al. Hollandia 1991 61 2 (3.3)
Dunk et al. Anglia 1988 41 2 4.9
Ashraf et al. Szaud Arabia 1986 75 1 (1.3)
Avrista-Nasr et al. Mexiko 2002 121 7 (5.8)
El-Serag et al. USA 2004 7964 68 (0.85)

Az irodalomban ko6zolt, egyik legnagyobb FLC esetszamot vizsgalo - El-Serag
és munkatarsai altal az Egyesiilt Allamokban késziilt - tanulmany szerint 1986 és 2000
kozott diagnosztizalt primer HCC atvizsgélasa soran 7964 esetbdl 68 FLC-t talaltak,
mely 0,85 % -nak felel meg. A vizsgalt FLC életkorra szamitott incidenciajat 0,02/100
ezer-nek talaltak. A betegek életkorat tekintve egyértelmiien igazolodott, hogy az FLC-s
betegek ¢letkora joval alacsonyabb. Az 4tlagéletkor FLC esetében 39 ¢év, a
konvencionalis HCC esetében 65 év. A 40 év alatti betegek eléfordulasa FLC esetében
63,2%-nak, a cHCC esetében 3,6%-nak igazolodott, de az életkorra szamitott nem és
rassz eltérés viszont nem bizonyult szignifikansnak. Ett6l filiggetleniil azonban
megallapithat6, hogy az FLC-ben szenvedd betegek nagyobb valdsziniiséggel voltak
nék (51,5% FLC vs 26,3% cHCC) és fehér rasszhoz tartozok (85,3% FLC vs 56,9%
CHCC). Az 1 - és 5 éves tulélési arany szignifikansan hosszabb volt az FLC-s betegek
mint cHCC-s betegek esetében. Az 5 éves relativ talélési aranya 31,8%-nak bizonyult az
FLC esetében, szemben a cHCC 6,8%-0s relativ tulélési arannyal. Az életkor, a nem, a
rassz, a betegség stadiuma, a rezekcié vagy transzplantacié lehetségét is figyelembe
véve fliggetlen Osszefiiggés allapithatd meg az 5 éven beliili haldlozas kockézatanak

46%-os csokkenésében az FLC javara a cHCC-hez képest. [16]

-11 -
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Az FLC etiologiaja nem ismert. Ellentétben a CHCC-vel, az FLC kialakulasanak
hatterében virusfert6zés, toxicus vagy metabolikus hatds nem bizonyithato, és a ma3j
cirrhotikus atépiilése sem észlelhet6. [20]

Néhany tanulmany azonban emliti, hogy az FLC tumorszdvetb6l HBV viralis
proteineket (HBsAg ¢és anti-HBe) és in situ hybridizacids eljarassal tumorszdvet
genomba integralt HBV DNS szakaszokat és teljes hosszusagu vagy truncalt hepatitis B
virus X gén (HBVX) transzkriptumokat sikeriilt kimutatni [9,21-24], illetve a beteg
szérumaban HBsAg pozitivitas [25,26] vagy anti-HBs/anti-HBc ellenanyag jelenléte
igazolodott. [24] A HBV és az FLC kozotti 0sszefiiggés azonban csak esetlegesnek
tlnik, egyelére nincs szilard bizonyiték emellett és mas szerzOok részérél sem lett
megerésitve. [27]

Az FLC etiologiai faktorai kozott felvetették az FNH, mint megel6zd elvaltozas
lehetoségét [28], és az oralis kontraceptivumok szerepét is, de erre vonatkozolag
egyeldre ugyancsak nincs egyértelmi bizonyiték. Felvetddott, hogy az 6sztrogének tars-

karcinogénként szerepelhetnek a FLC pathogenesisében. [9,20,24,29]

1.2.2. A fibrolamellaris carcinoma klinikai jellemzdoi

Az FLC-re és a cCHCC-re jellemzd klinikai tlinetek altalaban nagyon hasonloak,
de az FLC megjelenése a CHCC-hez képest, mint emlitettiik, joval fiatalabb életkorban
jellemz6. Tovabba a rezekciot kovetd tulélési arany hasonld, azonban a teljes tulélési

aranya a cHCC-hez képest jelentésen magasabb. [30]

Ez azonban nem minden esetben igaz. Az FLC-s betegek 5 éves teljes halalozasi aranya
lokalizalt betegség esetében 86%, de ha az attétképzddés bizonyithatd, akkor mar csak

39% ez az érték.

Az irodalomban kozoltek igen agressziv lefolyast, szamos belszervben Kiterjedt
metasztazisokat képez6, sebészi rezekcid utan rekurral6d (atlag 2,2 évvel) FLC esetet is.
A diagnodzis idején tavoli attétek jelenléte eleve igen kedvezdtlen prognoézist jelent,
ilyenkor az 5 éves tulélés csak 15% kortili. [31,32] Az FLC azonban nagyobb aranyban
metasztazismentes, potencialisan kurativ terapiara alkalmas (rezekcio, transzplantacio),
a tobbi majrakkal szemben (41,2% FLC vs 30,9% cHCC). [16] A jelent6sebb FLC-t

vizsgalo tanulmanyok eredményének Osszefoglaldsat mutatja az 2. tablazat.

-12 -
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2. tablazat FLC-vel foglalkoz6 tanulmanyok eredményének dsszevetése (Kakar S et al.

2005 alapjan)
Tanulmany FLC esetek Tulélés Megjegyzés
(év)
Wood et al. 15 rezekalt esetek 5 éves talélése 45%, cirrhotikus cHCC eseteket
(1988) teljes tulélés 25% vs 0% cHCC nem valasztottak szét
esetében
Starzl et al. 14 12/14 beteg tulélt 5 éves kovetés csak 2 beteg
(1986) esetében tortént
Craig et al. 23 teljes talélés 30%, cHCC-nél cirrhotikus cHCC eseteket
(1980) kedvezébb nem szeparaltak, 4 FLC
cirrozis/fibrosis talajan
Berman et al. 12 5 éves tulélés 68%, jobb, mint cirrhotikus cHCC-t nem
(1988) CHCC esetében valasztottak el, 3 kevert HCC
Soreide et al. 9 csak a 6 rezekalt beteg élte tal egyik eset sem volt 5 évig
(1986) kovetve
Farhi et al. 10 teljes tulélés 50%, egyik sem cHCC cirrhotikus cHCC-t nem
(1983) valasztottak el
Lack et al. 5 teljes tulélés 80%, a betegek 3 éven cirrhotikus cHCC-t nem
(1983) beliil meghaltak, atlag talélés szétvalasztva vizsgaltak
kedvez6ébb, mint cHCC-ben
Pinna et al. 28 5 éves tulélés 75% nem specifikalt
(1997) diagnosztikus kritériumok
El-Serag et al. 68 5 éves talélés: FLC 32% vs.cHCC cirrhotikus cHCC-t hem
(2004) 7% valasztottak el
Nagorney at al 16 teljes talélés 31%, kedvez6bb, mint nincs talélési kiilonbség a
(1985) nem cirrhotikus cHCC esetében rezekalt FLC és nem
cirrhotikus cHCC ko6zott
Ringe et al 20 5 éves tulélés; rezekalt betegek FLC és cHCC kimenetele
(1992) 43%, Osszes vizsgalt beteg 37% hasonl6
Haas et al 14 5 éves tulélés, 25% FLC és cHCC FLC és cHCC kimenetele
(1989) is hasonl6
Katzenstein et al 10 5 éves tulélés 30%, teljes mortalitas FLC és cHCC kimenetele
(2003) 60% hasonlo
Kakar et al 20 5 éves tulélés 45%, teljes 62% FLC kimenetele hasonlo a
(2005) I.stadiumban nem cirrhotikus cHCC-hez,
de kedvezdébb, mint
cirrhotikus cHCC esetében
Stipa et al 41 5 éves tulélés 76%, a nem A nyirokcsomoé metasztazis
(2006) rezekalhaté FLC tulélése jobb, mint | volt az egyetlen szignifikans

a nem rezekalhaté cHCC-¢

negativ prognosztikus faktor

-13 -
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1.2.3. A fibrolamellaris carcinoma klinikai diagnosztikaja

Az FLC felismerését a klinikai tiinetek kialakulasa segitheti. A diagnozis a
klinikai tiinetek mellett a laboratoriumi, a radiologiai (UH, CT, CT-angiografia, MRI,
PET-CT) és a patologiai vizsgalatok eredményei alapjan allithato fel.

Az FLC diagnozisanak ,,gold standardja” azonban mindig a vastagtii biopszids
(,core biopsy”) mintabol végzett szovettani vizsgalat. Amennyiben ez nem
kivitelezhetd, az UH- vagy CT-vezérelt vékonytii aspiracios citologiai vizsgalat (FNAB)
is nagy jelentéséggel birhat. El6fordulhat, hogy a biopszias és/vagy FNAB mintavétel
sikertelensége (elégtelen mennyiségii anyag, stb.) esetében feltardsos ékbiopszids
mintavétel sziikséges a korrekt diagnézis felallitasahoz. [9,33] Az FLC hisztologiai és

citologiai diagnosztikajanak részletes jellemzoit késébb, az 1.2.5. fejezetben targyalom.

Az FLC legjellegzetesebb klinikai tiinetei kozott szerepel a tapinthatdé maj kortili
terime, mely sokszor érzékeny vagy fajdalmas. A sargasag csak az esetek 40%-ban

jelenik meg. [9]

Emellett szamos olyan valtozatos bevezetd tiinet hivhatja fel a figyelmet az
FLC-re, mint férfiban/fitgyermekben a gynecomastia [34], vagy als6 végtagi
thrombophlebitis [35], esetleg rekurrald mélyvénas trombozis [36], melyek

paraneoplasias tiinetként értékelhetok.

Eléfordulhat, hogy a tumor az epeutakban terjedve visszatéré epeuti obstrukciot,

sargasagot okoz és tart fent [37-40].

Az emlitetteken feliil leirtdk, hogy az FLC-ben szenvedd betegekben elsddleges
manifesztacioként paraneoplasias hyperthyreosis [41], magas laz [42], Budd-Chiari
szindroma [43], cseplesz és peritonealis attétek okozta nagyfoka ascites [44],
vallfajdalom [45], nem-bacterialis, thromboticus endocarditis [46], m4j abscessus
szindroma [47], hypoglycaemia [48] is kialakulhat. Az emlitett tiinetek vagy eltérések

az FLC diagnozisa el6tt mar megjelenhetnek.

Az esetek egy részében az FLC diagndzisat a tavoli metasztazisok (pl. ovarium),
kimutatasat kovetden allitjak fel [49] vagy esetleg a FLC diagnodzisat koveten tobb
évvel, tavoli szervi metasztazisok jelenléte hivja fel a figyelmet a korabban rezekalt

FLC rekurrenciajara. [50]

-14 -
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Az FLC tarsulhat egyéb betegségekkel, igy colitis ulcerosaval és primer sclerotizalod

cholangitissel [51], Fanconi anaemiaval [52].

Tobb olyan FLC esetet is kozoltek az irodalomban, melyeket terhesség alatt
diagnosztizaltak. [9,53-55]

1.2.3.1. A fibrolamellaris carcinoma klinikai laboratériumi diagnosztikaja

Az altaldnos klinikai laboratoriumi vizsgalatok koziil a gyorsult vérsiillyedés
(We), az epeutak érintettsége, illetve obstrukcioja esetén magasabb szérum alkalikus-
foszfataz (ALP), y-glutamilsav-transaminase (GGT) és bilirubin, esetleg mar attétek
esetében a laktat-dehidrogenaz (LDH), parancoplasias trombdzis esetében a D-dimer
szint, esetleg vérzékenységi zavarok lehetnek korjelzok. Kihangstulyozand6 azonban,

hogy ezek az eltérések egyaltalaban nem specifikusak. [56]

A majfunkcios enzimek — alanin transzaminaz (ALT) és aszpartat transzaminaz (AST) —

altalaban nem, vagy csak enyhén magasabbak. [15]

A HCC-ben gyakran hasznalt tumormarker az alfa-fetoprotein (AFP) csak kevés

segitséget nytjt az FLC diagnézisanak felallitasahoz és csak a betegek egy kis részénél
(7-11%) emelkedett. [57,58]

Egyéb tumormarkerek, igy a CEA, Ca-125 és a Ca 19-9, szérum szintje FLC esetében

altalaban nem magas. [55]

Ismert azonban, hogy a cHCC esetek jelentds részében (91%) és a FLC esetek
mindegyikében (100 %) a 3 cm-nél nagyobb méretli tumorokndl a K vitamin hiany
kovetkeztében a szérum Des-y-carboxy prothrombin (DCP) fehérje szintje magasabb.
[56,59,60]

Ugyancsak jol felhaszndlhat6 az FLC korai diagnosztikdjaban a szérum telitetlen B,
vitaminkoté képessége, melynek emelkedett értéke az FLC esetek mintegy 70%-aban
igazolhat6. [9,61-65]

A szérum jelentésen megemelkedett neurotensin szintjét az FLC-s betegek 80%-ban
igazoltak. [66,67]

Osszességében az emlitett fenti markerek és laborvizsgalatok jelentdsége még nem
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teljesen tisztazott az FLC esetében, de sokat segithetnek a tumor Kkorai

diagnosztikajaban és a rekurrencia kimutatasaban. [9]

1.2.3.2. A fibrolamellaris carcinoma radiolégiai diagnosztikaja

A klinikai tiinetek és laboratoriumi eltérések mellett az FLC diagnosztikdjaban

jelentds szerepet kapnak a képalkoto vizsgalatok.

A hasi ultrahang (UH) vizsgalat soran a majban az FLC kiilonb6z6 méreti,
egyenletlen/kevert echogenitasi terimeként jelenik meg, amennyiben peritonealis
metasztazisok és/vagy jelentOs ascites, esetleg a portalis véna érintettsége is jelen van,

az ultrahanggal biztonsaggal diagnosztizalhato. [44,68]

A has és mellkas computer tomographias (CT) és magneses rezonancia (MRI)
vizsgalata soran az FLC leginkabb a majban elhelyezkedd, hipervaszkularizalt, éles
sz¢€ll, lobulalt jellegli, szabalytalan alaku, heterogén szerkezetli tumoros terimének
latszik, melyhez szamos esetben (68%) Kalcifikacio is tarsulhat. Amennyiben a
kalcifikacio jelen van az FLC-ben, akkor az egyszeri rontgenfelvétel soran is
kimutathato. [40] Az FLC jellegzetessége, hogy rendszerint nem eldzetesen karosodott
vagy cirrhotikusan atépiilt, hanem sok esetben teljesen ép szerkezetli majban alakul ki
és a tumorban centralisan elhelyezked6 hegszovet talalhatd, mely tobbnyire CT/MRI
vizsgalat soran Kimutathato. A tumor megjelenése altalaban hipodenz, mely
kontrasztanyagos vizsgalat soran feler6sodik, azonban ez az FNH esetében is igaz, ezért
az FLC tévesen FNH-nak diagnosztizalhato. [33,68,69] Az attétek, az ascites vagy
intratumoralis bevérzés, necrosis megléte CT vizsgalattal az esetek jelentds részében

szintén jol megjelenithetoek.

Az FLC diagnosztikajaban a CT angiografias technika is hasznos segitséget
nyuUjthat, mert altalaban megallapithat6 a vaszkularizalt tumor elhelyezkedése, a portalis
vénak esetleges érintettsége és a VCI kompresszidja vagy arterio-portalis shuntképz6dés
is. [68,70]

Szamos tanulmanyban igazolédott, hogy az FLC TNM stadiuma egyértelmiien
Osszefligg a tumormentes taléléssel. Azoknal a betegeknél, akiknek nyirokcsomd, vagy
kornyez6 szervi érintettségiik (extrahepatikus érintettség), esetleg érbetorés igazolhatod

rovidebb a talélésiik, mint a majra lokalizalt és igazolhatd érbetorés nélkiili FLC
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betegek esetében. A fentiek megitélése nemcsak az adott tumor progno6zisahoz, hanem a
sebészi kezelés és az esetleges rekurrencia megelézéséhez is sziikséges. Ezek pontos
felderitéséhez is elengedhetetlen a CT és MRI vizsgalat [40].

Az FLC diagnosztikdjaban az utdbbi években elterjedd PET-CT vizsgalat nyujthat
hasznos segitséget. [9,32,71]

1.2.4. A fibrolamellaris carcinoma makroszkopos megjelenése

A FLC az esetek talnyom6 tobbségében (80-90%) a koérnyezdé majnal
halvanyabb, sargas szinti, jol koriilirt, egyenletlen sz€li, nodularis, inhomogen,
heterogen szerkezetli daganat. Legfobb jellegzetessége a tumorsejt fészkeket
szétvalasztd kiilonbozd szélességli kotdszovetes septumok és a tumorban 75%
gyakorisaggal megtalalhatd centralis, néha excentrikus elhelyezkedésti, gyakran csillag
alaku hegszovet, mely lemezes szerkezetii kotészoveti struktarakbol all.
A tumorban gyakran el6fordulhat hialinos degeneracio esetleg kalcifikacio, fokozottabb
vaszkularizacio, ritkdbban bevérzés vagy necrosis. A kornyéki majszovet altalaban
épnek tiinik, és nem mutatja cirrhotikus, vagy fibrotikus jellegli atépiilés jeleit.
[9,42,72,73]

1.2.5. A fibrolamellaris carcinoma citolégiai jellegzetességei és korszovettana

Az FLC mikroszkopos képe jellegzetes. A tumor nagyméretii sejtekbdl épiil fel,
atlagos méretilk a normal hepatocytdknal mintegy haromszor, egy jol differencialt

cHCC tumorsejtnél mintegy 1,6-Szer nagyobb, a sejthatarok altalaban jol definialtak.

A tumorsejtek igen gyakran oncocytaer jellegiiek, citoplazmajuk granularis, eosinophil
halvany, ritkdbban sotét karaktert, a jelentds szamu mitokondrium miatt. Gyakoriak a
halvany, kerekded testek (,,pale-bodies”). A sejtmagvak valtozd nagysaguak,
pszeudoinkluziok és hialin testek rendszerint el6fordulnak a daganatsejtekben. A

tumorsejtek kozott lemezes szerkezetli kotdszoveti szeptumok talalhatok. [74] (1. abra)
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1. abra Az FLC szovettani képe (H&E, 400x)
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Jellegzetes, kotszoveti sovények kozott eosinophilen fest6dd, nagyméreti, poligonalis
tumorsejtek macronucleussal. A daganatsejtek epepigmentet tartalmazhatnak - nyillal
jelolve.

A tumorsejtekben nagy, vezikulalt nucleus és nagyméretli, prominens nucleolus
(macronucleolus) figyelhetd meg. A mag-Citoplazma arany magas, az osztodasok
(mitozis) viszont meglehetésen ritkak vagy egyaltalan nincsenek. (1. abra) A FLC
tumorsejtekben elvétve epepigment is megjelenhet. [75,76]

A FLC-ban a tumorsejtek htrszeri, trabecularis elrendezédésben figyelhetok
meg, melyeket vaskos, kotdszovetes sovények vesznek koriil. Kiemelkedden fontos
jellegzetessége a daganatnak, hogy ez a kiilonboz6 vastagsagu fibrozus, lemezszer(i —
nlamellaris” (innen ered a , fibrolamellaris” elnevezés is) kotészovet, mely a

tumorsejteket gyakran parallel elrendez6désbe, kisebb nagyobb csoportokba rendezi.

A tumorszovetben kiilonboz6é gyakorisaggal észlelheté gocos meszesedés és ennél csak
joval ritkabban necrosis. A FLC esetek jelentés részében (az esetek 75%-ban) a

tumorszovetben réz, vagy rézasszocialt protein mutathato ki. [74]

Altaldban a tumor koriili majszévetben nincs fibrosis vagy cirrozis, de mononuclearis
sejtekbol, lymphocytakbol és plazmasejtekbdl 4lld, nem specifikus kronikus gyulladas
gyakran el6fordulhat.
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A fentiek alapjan a FLC hisztopatologiai diagndzisat a kdvetkez6 harom jellegzetesség

alapjan hatarozhatjuk meg:

@ nagy, poligonalis tumorsejtek erésen eosinophil citoplazmaval

(b) macronucleolusok jelenléte a tumorsejtekben

(c)  jelentdsen felszaporodott fibrozus stroma, mely kiilonb6z6 vastagsagh parallel
lamellakat képez a tumorsejtek kozott. [77]

A fentiektdl eltéréen az FLC megjelenhet olyan patoldgiai variansok formdjaban is,
mint a vilagos sejtes [20] vagy a pszeudoglandularis, valamint mucintermeld altipusok.
[78]

A daganat hisztopatologidja és immunhisztokémiai tulajdonsagai elég jol
definidltak, azonban a FLC megkiilonboztetése a fibrozus jellegli cHCC-tdl még
tapasztalt vizsgald szamara is sokszor komoly kihivast jelenthet. [79] (lasd még 1.2.7

fejezet)

Az FLC tobb olyan cHCC-re specifikus markert expresszal, mint a HepParl
(HSA, hepatocyta specifikus antigen) és a CK (citokeratin) 8 és -18, de az alpha-
fetoproteint (AFP) nem termeli. Ugyanakkor az FLC a cholangiocellularis daganatok

specifikus markerének tartott CK 7-tel is erésen pozitiv [6,20,72,73,80].

Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy az FLC olyan specialis cHCC altipus,
mely bipotencialis hepatocyta progenitor sejtekb6l szarmazhat, melyek hepatocyta és

cholangiocyta iranyban is egyarant differencialodhatnak. [73]

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szOvetmintakon végzett
immunhisztokémia vizsgalatok jelentds tampontot nyujtanak az FLC patoldgiai
diagnosztikdjaban. Szamos immunhisztokémiai vizsgalattal diagnosztikus szempontbol
jelentds proteint talaltak mar FLC-ban (lasd fentebb). Ezek kozé tartozik egy 32 kD
molekulasulyt, a thymocytak apoptozisaért felelds [81], sejtmembran (transzmembran)
glycoprotein, a CD99 (MIC2), melynek pozitivitasa egyes szerzok szerint erdsen FLC
diagnozisa mellett szol. Néhany egyéb daganatban (Ewing sarcoma, granulosa sejtes

tumor, pancreas endokrin tumor) azonban a CD99 ugyancsak pozitiv lehet. [9,82,83].

A neuroendokrin tumormarkerek, mint a synaptophysin és a chromogranin altalaban
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FLC-ben negativak, ritkan azonban pozitivitast mutathatnak. [18] Kivétel ezalol a CD56
(NCAM), mely az esetek 30-40%-ban pozitiv eredményt ad. [11]

Szintén az FLC neuroendokrin érintettségére utalhat, hogy a progasztrin (,,glicinben
gazdag gasztrin”) és a gasztrin receptor (CCK-BR) jelenlétét is sikeriilt mar a tumorban
kimutatni. Ez érdekes lehet a tumor proliferacié szempontjabol is, mivel a gasztrin jol

ismert mitogen hatassal rendelkezik. [84]

Az irodalomban olyan FLC esetet is kozolnek, amelyben neuroszekretoros

differencialodast és AA tipusta amyloid lerakoddast is kimutattak. [85]

A FLC-ban a kotészoveti alloméany erésen inhomogén eloszlasu, ellentétben az FNH-
val, a hepatocellularis adenomaval (HCA) és a cHCC-vel. [86] A FLC-ban talalhato
lemezes, vaskos, lamellaris szerkezetli kotdszovetes dllomany megjelenitésére kivaloan

alkalmas lehet a trichrome (Masson, Mallory) mellett a pikrosziriusz festés. [72,73]

1.2.6. Molekularis patolégiai eltérések fibrolamellaris carcinomaban

cres

tumor ritkabb el6fordulasa és a kiilonb6z6 kutatdcsoportok relative alacsony esetszamu
vizsgalatai miatt er6sen limitaltak. [9,73] Szamos olyan - cHCC-ben mar igazoltan
diszregulalt mikodésh - jelatviteli ut és gén, mint az AFP, a p53 és a B-catenin gén
mutacidja vagy a survivin FLC-ben betdltott szerepére még nincs egyértelmii
bizonyiték. [17,87,88] Az FHIT (Fragile Histidine Triade) tumorszupresszor gén
karosodasat és expresszidjanak elvesztését a Kinaban, Tajvanon és Németorszagban
vizsgalt CHCC esetek jelentds részében megfigyelték, azonban eddig a FLC-ban nem
tudtak bizonyitani. [89] Hasonldan t6bb daganathoz (tiid-, eml6-, prostatacarcinoma), a
primer és metasztatikus FLC esetek tobb mint 75%-aban egy potencialis onkogén az
nanterior gradient-2” overexpresszidjat mutattak ki. Ezzel szemben figyelemre mélto,
hogy a vizsgalt cHCC eseteknek csak a 2%-a mutat ,anterior gradient-2”
overexpressziot. [8] A sejtproliferacidban szerepet jatszo gének koziil a RAS, MAPK,
PIK3, TGF-B, EGFR gének overexpresszidjat ¢és a xenobiotikus degradacios
folyamatokban torténd részvételét is megfigyelték. [8,90-92] Muramori és munkatarsai
egy FLC betegtdl szdrmazd mintdn a tumorsejtek jelentds aromataz enzim aktivitasa
mellett az EGFR protein overexpresszidjat igazoltak. Egyuttal EGFR 18,19,20,21

exonon €¢s KRAS 2.exon géneket is analizaltdk, azonban aktivalé mutéciot az emlitett
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génszakaszon nem tudtak kimutatni. [93]

Egy, az extracellularis matrix miikddésében szerepet jatszo enzim, a ,,matrix
metalloproteinaz-2” (MMP-2) aktivitasat FLC-ban a cHCC-hez és cirrozishoz képest
jelentGsen magasabbnak talaltak. [88]

Mar korabban felvet6dott, hogy a genetikai instabilitdsnak esetleg szerepe lehet a FLC
patogenezisében és egyes genetikai abnormalitasok meglétét tobb vizsgalat igazolta. [9]
Ezek koziil az abnormalis (triploidhoz hasonlo) Kariotipust, az 1q és 21
kromoszoémakarok morfologiai eltéréseit és emelkedett aromataz aktivitast [94],
valamint az 1. kromoszéma atrendez6dését és a 8q karon izokromoszoma jelenlétét [95]
igazoltak. Az 1q42-43 és 5p kromoszomakon alacsony frekvenciaja allélvesztést [96],
metasztatikus FLC-ben is megfigyeltek [97], de ezek klinikai jelentdsége még
tisztazatlan. Jelenleg gy tlinik, hogy a rekurrald és a metasztatizal6 FLC daganatokban
egyértelmiien tobb kromoszomalis eltérés jelenik meg, mint a primer FLC esetében,

mely ebbdl a szempontbdl hasonlit a cHCC-re. [9,97]

Megallapitast nyert, hogy a kromoszomalis eltéréseket tartalmazd FLC-k
agresszivabb viselkedésliek a citogenetikai eltérésekkel nem rendelkezé ugyanezen
tipusi daganatoknal. [98] Komparativ genomialis hibridizaciés tanulmanyok
bizonyitottak, hogy - habar ritkdbban, mint a cHCC esetében - de a vizsgalt FLC
betegek tobb, mint felében kromoszémalis aberraciok vannak jelen. Leggyakrabban az
1., 7. és a 8. kromoszOma ¢rintett, tovabba a 18q kromoszéma regiok gyakori
allélvesztése mellett a 7p, 7q és 19p kromoszomalis regiok allélgyarapodasat is leirtak.
[99] DNS tartalomban mutatkozo eltérést az FLC-ben azonban nem talaltak. [100]

Metasztatizalo FLC daganatokban a xenobiotikus degradacios utakon feliil
szamos zsirsav, triptofan metabolizmusban, a komplement és koagulaciés kaszkadban
¢s foszfatidil-inozitol szignaltranszdukcios utak reguldlasaban szerepet jatszo gén

overexpressziojat mutattak ki. [8]
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1.2.7. A fibrolamellaris carcinoma differencial diagnosztikai problémai, kevert

tumorok

Az FLC Kklinikai és patologiai jellegzetességei, ezek ismérvei jol ismertek és
ezek szamos jellegzetességben kiilonboznek a HCC-t6]l, mégis elofordul, hogy
tévedésbol az FLC-t cHCC-nek diagnosztizaljak. Amikor fiatal, Gsztrogén vagy
progeszteron kezelésben részesiilt ndbetegrél van sz6 a diagnodzis felallitasakor
feltétleniil figyelembe kell venni az FNH lehet6ségét. [74] Az FNH a lemezes
szerkezetli, fibrozus néhol hyalinosus részletek miatt gyakran hasonlo képet mutathat
FLC-hez, nemcsak a radiologia képalkoto vizsgalatokkal (foként az ultrahangvizsgalat),
hanem a citologiai és szovettani megjelenés tekintetében is [101]. Azt a tényt is szem

el6tt kell tartanunk, hogy az FLC mellett egyidejiileg FNH is kialakulhat a majban. [28]

A kezelés lehetéségei és a terapias konzekvenciak miatt igen fontos az FLC
elkiilonitése a kotdszovetben gazdag cHCC-tdl, a hepatocellularis adenomatol (HCA),
az intrahepaticus hemangiomak egyes tipusaitol, a majba terjedd epehdlyag
adenosquamosus carcinomatol és az egyéb nem majsejt eredetli primer tumorok
(carcinoid, cholangiocarcinoma, eml6-, nyalmirigy-, pajzsmirigy tumorok stb.) fibrézus

metastasisaitol egyarant. [33]

Amennyiben gyermekkori majdaganat kapcsan vetddik fel az FLC diagnozisanak
lehetésége, feltétleniil gondolni  kell a hepatoblastoma vagy mesenchymalis

hamartomatdl valo elkiilonitésére.

El6fordulhat, hogy a FLC a majban nem egyediili daganatként, hanem mas tumorral
egyiitt (szinkron) vagy mas tipusu daganattal keveredve (,,mixed tumors”) fejlédik ki. A
fentiekben mar emlitett FNH-n kivlil az FLC mellett tobbféle daganat fejlddhet ki,
melyek koziil leggyakrabban a c¢HCC ¢és a cholangiocellularis carcinoma

megjelenésével kell szamolni. [21,78,102]
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1.2.8. A fibrolamellaris cacinoma kezelése és prognosztikai faktorok

1.2.8.1. A sebészi kezelés; rezekcié és majtranszplantacio

A FLC adekvat sebészi kezelését kovetd prognodzisa jonak mondhatd. A
technikailag megnyugtatdéan kivitelezheté komplett sebészi rezekciot kovetéen a
gyogyulasi arany 50-75% ko6zott van, melynek alapja mindenképpen a korai diagnézis
kell legyen. [103] A sebészi beavatkozas ki kell terjedjen a tumor teljes eltavolitasan tal
a megfeleld nyirokcsomok kivételére is. Alapjaban véve az a megallapitas fogadhato el,
hogy az esetek tobbségében a FLC rezekciora gyakrabban alkalmas, mint a cHCC.

A megfelelden végzett kurativ sebészi rezectidos miitét teljes 1 éves talélése §89-
100%, a 3 éves tulélése 75-100%, az 5 éves talélés 50-65 % kozott van. [103,104]

Abban az esetben ha a tumor tul nagy mérete, jelent6s kiterjedtsége vagy a
kornyéki szervekbe terjedése miatt a partialis-subtotalis hepatectomia vagy
hemihepatectomia technikailag nem megvalosithato, a total hepatectomiat kovetéen az
orthotopikus majatiiltetés (OLTx) elvégzése javasolt [104,105]. A FLC miatti
majtranszplantaciot kovetd 40 honapon beliil a tumor kitjulasi aranya 50% koriil van és
a hosszu tavon fenntartott immunszupresszio egyéb mellékhatasaival is kell szamolni, a
fenti esetben az OLTx a preferalandé eljaras. [59,106] A megromlott majfunkciok és a
cirr6zis kovetkezményei miatt sok esetben a cHCC miatt végzett OLTX ereménye nem
kedvezd, a betegek 5 éves tulélése atlagosan csak 20% koriil van. Ezzel ellentétben a

cirrozis nélkiili FLC az OLTx-et kdvetd prognozisa sokkal kedvezébb [106]

1.2.8.2. Kemoterapia, citosztatikus kezelés, intervencios lehetoségek

A kemoterapia akkor javasolhatd FLC-ben, ha a tumor nem tavolithato el
sebészileg, vagy a betegnél barmely okbdl majtranszplantacio nem végezhetd. Ezen
tulmenden esetleg a kurativ sebészi beavatkozas el6tt adhato a kemoterapia, abban a
reményben, hogy ezzel a beteg operalhatova valik. Egyes kutatok véleménye szerint az
inoperabilis esetek mintegy fele sikeres kemoterapiaval mitéti beavatkozasra
alkalmassa tehet6 [38,107].

A kemoterapias szerek koziil FLC kezelésére leggyakrabban a ciszplatin, az epirubicin,
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az 5-FU vagy ezek kombinacidja hasznalatos. [108,109]

A FLC kemoterapias kezelése az International Childhood Liver Tumour Strategy Group
(SIOPEL) protokol szerint végezhetd. [105]

A fentieken tal 8 héten at, folyamatos 5-FU intravénas és szekvencialisan (heti
haromszor) subcutan adott rekombinans interferon alfa-2b kombinaciojanak adasaval is
probalkoztak FLC kezelésére, mellyel biztatd terapias hatast sikeriilt elérni. Ezzel a
kombinacioval a betegek 62,5%-nal talaltak terapias valaszt, tovabba egy beteg
komplett, négy beteg részleges remissziojat lattak és a teljes talélés 23,1 honap volt.
[110,111]

Az irodalomban még kozolnek elérehaladott allapoti, majtranszplantacidora nem
alkalmas ¢és kemoterdpiara nem reagaldo FLC eseteket részleges terapids valasszal,
melyeket alternativaként arteria hepatica kemoembolizacidval kezeltek. [112]

A Kkiterjedt, rekurralo (kitjuld) FLC megfelelé kezelésére a kiterjesztett, agressziv
(,,multiorgan™) sebészi rezekcid ¢és az intraoperativ hyperthermias Kkemoterapia

kombinacioja esetleg ethanol instillatidja javasolhat6. [113]

1.2.8.3 A fibrolamellaris carcinoma prognozisarol

Altaldnossagban elmondhaté, hogy ®jabban - a korabbiakkal szemben -

egyetértés van abban, hogy az FLC-nek a cHCC-nél nincs jelentGsen jobb prognozisa.
[15,16,114]
A prognozisra vonatkoz6 kedvezOobb megfigyelések abbol adodnak, hogy a FLC
altalaban fiatalabb pdciensekben észlelhetd, egyéb betegségtol (cirrézis, fibrosis,
kifejezett gyulladds) mentes majban alakul ki és magas a rezekabilitas ardanya. [115]
[20] Azonban ha a FLC prognézisat a cirrdzistol mentes cHCC prognodzisaval
hasonlitjuk 6ssze, akkor a talélésben nem kapunk kedvezébb eredményt. [74]

Feltétleniil meg kell emliteni azt is, hogy a gyermekkorban kialakult FLC-nek
egyaltalaban nincs kedvezébb prognodzisa €s nem reagal jobban az alkalmazott

kezelésre, mint a cHCC [109]
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Megallapithatd, hogy a FLC-nak abban az esetben lehet kedvezébb a progndzisa
amennyiben a kdvetkezd tényezok fennallnak:

- fiatalabb kor

- trombozistol és tumoros infiltraciétol mentes hepatikus erek

- nyirokcsomo és tavoli metastasisok hianya

- tumormentes rezekcios szélek

- normal majfunkcios értékek

A vizsgalatok szerint jelenleg bizonyosnak tekinthetd, hogy az FLC esetében a nem, a
cellularis atipia és proliferacio nincsenek kapcsolatban a betegség prognozisaval. [20]
Egyes vizsgalok szerint az olyan FLC esetekben, melyeknél a diagnozis idején nincs
kimutathatd metasztazis az 5 éves tulélés 86%-nak talaltak, azoknal akiknél mar
kimutathat6 az attétképzodés, viszont csak 39 %. [74] Masfel6l az is igazolodott, hogy
amikor rezekciot nem lehetett végezni és a daganat mar metasztazist adott a diagnozis
felallitasakor az atlagos tulélés 32 honap, ugyanez viszont cHCC esetében 6 honapnak
bizonyult. [116]

A sebészi rezekcid komplett kivitelezhetdsége jelentdsen befolyasolja az FLC
progndzisat. Egyes tanulmanyok szerint a median tulélés azokban az FLC esetekben,
ahol komplett sebészi rezekcid nem végezhetd 12 honap, €s az 5 évet a vizsgalt esetek
koziil egyik beteg sem érte meg. Viszont azokat az eseteket elemezve, amikor a
komplett sebészi rezekcid elvégezhetd a median ttlélés 112 honap volt, az 5 éves tulélés
pedig 76%-nak igazolodott. Ugyanezen vizsgalatban az FLC és a cHCC esetében is az 5
éves és a teljes mortalitast is hasonlonak talaltak. [117]

A FLC pTNM stadiuma egyértelmii 0sszefliggést mutat a betegek tumormentes
tulélésével, melyet leginkabb a vaszkularis invazio megléte érinti hatranyosan. [59]

Az mindenképpen elmondhatd, hogy az FLC és cHCC 0sszehasonlitasrol még
redlisabb eredményekhez tovabbi nagy, multicentrikus tanulmanyok kiértékelésére

lenne sziikség. [20]

1. 3. Sejtkapcsolé struktirak és tight junction (TJ) proteinek
1.3.1. A sejtkapcsolé strukturak felépitése
A tobbsejtli ¢l6lények kiilvilag felé hatdrold hamsejtjei (feddham, epithelium) és
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belsé szervekben talalhato (endothelium, mesothel, mirigyham) hamsejtjei jellegzetes
sejtkapcsold  strukturakkal kapcsolodnak egymashoz. Ezek a sejtek egyrészrol
elsddleges hatarvonalat, elhatarolodast (,,primary barrier”), mintegy ,keritést” (,,fence”)
és sok tekintetben kaput (,,gate”) is jelentenek a kiilvilag felé. Masrészrol a szervezetnek
sziiksége van folyadék jellegi anyagainak (gyomor-, béltartalom, vér, vizelet)
elhatarolasara, kivalasztas (bels6 és kiilsd), valamint koncentralas és kornyezet-
szabalyozas folyamatara, melyet ezen hamsejtek végeznek el. A fentiekbdl kovetkezik,
hogy a sejtkapcsolatoknak, az emlitett sejtkapcsold strukturaknak és az Oket alkotd
fehérje komplexeknek szdmos fontos szerep jut.

A sejtkapcsol6d struktarak elhelyezkedése a sejt apikalis polusa felél haladva a tight
junction (TJ), a zonula adherens (adherens junction-AJ), a desmosoma, hemidesmosoma
és a gap junction (GJ) sorrendjében kovetkezik. [118]

Az epithelialis sejtek a fenti kapcsolodast junctionalis komplexekkel, kiilonb6z6
fehérjedsszetételt  és  funkcidju  molekula komplexekkel, an. sejtadhezios
molekulakomplexekkel (CAM) valésitjak meg. A CAM-ok protein, immunglobulin
természetick, a paracellularis anyagtranszport szabalyozasaban jatszanak szerepet.
Osszetételiiket tekintve intercelluldris-, transzmembréan- és extracellularis doménekbdl
allnak, mas molekulakhoz homofil vagy heterofil moddon kapcsolodnak. Az
intercellularis rész a citoszkeletonnal van Gsszekottetésben, az extracellularis rész pedig
az extracellularis matrixhoz, vagy esetleg masik CAM-hoz kapcsolodhat és receptor
szerepet is ellat. [119]

- A TJ (vagy zonula occludens)

A TJ esetében az elnevezés is jeloli, hogy a kialakitott kapcsolat igen ,,szoros”, mivel a
hamsejtek apicalis felszine kozott altalaban megtaldlhatd 15 nm szélességli rés is
hianyzik. Ezek a molekulakompexek csak gerinces él6lényekben talalhatok meg. A TJ-k
egymashoz igen hasonlé struktaraju proteinekbdl (fehérje komplexek), {6 alkotoként €s
a TJ-k szerkezetét jelentdsen meghatarozd occludinbol (OCLN) és claudinokbol
(CLDN ) (lasd kovetkezo fejezet) épiilnek fel. Ezeken kiviil a TJ-k kiillonb6z6 aranyban
junkciondlis adhézios molekulakbol (JAM) és egyéb proteinekbdl (cingulin, symplekin,
Z0-1, e-cadherin, actin) tevodnek Ossze. (2. abra)

A TJ-k funkcioja rendkiviil sokrétii, igy a paracellularis réseken keresztiil a folyadék és

ionhaztartas regulalasa (= barrier és szabalyozé funkcio), valamint az apicalis és
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basolateralis sejtfelszini domének szeparaldsa, azaz a sejtpolaritas kialakitdsa ¢&s
fenntartasa (= ,kerités”, elvalaszto funkcio). A TJ-k altalanossagban harom nagyobb
csoportba sorolhatok; transzmembran proteinek (OCLN, CLDNSs, tricellulin, JAM),
periferias kapcsolattal rendelkez6 citoplazmatikus proteinek (ZO, cingulin, symplekin)
és szignal proteinek. [118] [120] Ujabb vizsgalatok igazoltak, hogy a TJ-k részt vesznek
szamos Szignaltranszdukcios folyamat szabalyozasaban és a velesziiletett immunitas

kialakitasaban és fenntartasaban is. [121,122]

2. abra. A hamsejtek apicalis részének kapcsolddasa, a TJ szerkezete és Osszetétele.

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cellular_tight_junction-en.svg. Elérés id6pontja: 2013.05.13)

Mocus layer {

Apical side 2015 m
Basolateral h 1
surface

L~

Protein complex

Occludin
Claudin 1
E-cadherin
zo1
JAM-1
Catenins
Cingulin
Actin

Paracellular space

Plasma membrane

A TJ-ok mikodésének megértéséhez a dinamikus modellt javasoljak [120] és az
eredmények azt sugalljak, hogy a TJ-k Gsszeépiilés és disszociacid gyors és folyamatos
ciklusain mennek keresztiil. [123]

Kiilonb6z6 patologias allapotokban, kiilondsen daganatképzédés esetében a TJ-k
molekularis dsszetételében szamos valtozas mutathato ki, melyek osszefiiggésben allnak
a sejt eredetével, a daganat tipusaval, invazios képességével és a tuléléssel.

[124-127]
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1.3.2. Tight junction proteinek, claudinok
Claudinok (CLDNs)

A legfontosabb TJ-t alkotd integrans membranproteinek a claudinok, melyek a
paracelluléris barrier funkcio, a sejtpolaritas kialakitdsa mellett az intercellularis terek és
az epithel/endothel sejtek kozotti molekulaaramlasok, a transzepithelialis rezisztencia
(TER) és az iontranszport legfobb szabalyozoi.

A claudinok felfedezése és elnevezése 1998-ra tekint vissza és két japan kutato
M.Furuse és S.Tsukita (Kyoto University) nevéhez fiizédik. A claudin szo a latin
elnevezésbdl ered (claudere=lezarni, elzarni), mely egyben utal ezen proteinek barrier
szerepére IS.

A CLDN-0k négy transzmembran doménen kiviil egy nagyobb és egy kisebb
extracellularis hurkot, valamint a citoplazmaba ny(lé N-terminalis és C-terminalis
részletet is tartalmaznak. A claudin csaladba legijabb eredmények szerint emlds6kben
27, emberben 24 féle kiilonboz6 proteint sorolnak, melyek molekulatomege 20-25 kDa
kozott van. A legtobb claudin hordoz C-terminalisan PDZ ko6té helyet. (kivétel a
CLDN-12) [119,128]

A claudinok a legkiilonbozébb fejlettségli éldlényekben - a fonalférgektdl
(Nematodes) kezdve az emberig megtalalhatok meglehetésen konzervativ aminosav
struktaraval. Erdekesség, hogy egy 4zsidban honos Takifugu rubripes nevii, egyébként
tetrodotoxint termeld, igen mérgez6 gombhal fajban (,puffer halak™), - ahol a ham
barrier szerepe kiemelkedéen fontos - eddig 56 féle claudint sikeriilt kimutatni. [129]

A claudinokat feloszthatjuk filogenetikai alapon, szekvenciajuk egyezésének mértéke
szerint ,klasszikus” (pl. CLDN-1-10, -14, -15, -17, -19) és ,nem klasszikus”
claudinokra (pl. CLDN 11-13, -16, -18 és 20-24). A CLDN-ok kiilonb6z6 eloszlasban
és Osszetételben mutatkoznak meg a szovetekben, attdl fliggéen, hogy az adott
szovetben 1évld sejtek milyen funkciot latnak el a paracellularis iontranszpotban és az
elektromos rezisztenciaban. [119] A masik felosztas szerint a TJ proteinek és a
claudinok csoportosithatok a tomité funkcidjuk (,,sealing”), a csatornaképzés (,,channel
formers”), az ionszelektivitas és permeabilitasi tulajdonsagaik alapjan is. (3. tdblazat)

A claudinok egymassal és a tobbi TJ proteinnel is kiterjedt €és szoros kapcsolatban

allnak [119]
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3. tablazat Claudinok ¢és TAMP molekuldk klasszifikdcidja a permeabilitasi

tulajdonsagaik alapjan

Permeabilitasi jellegzetesség Tight junction protein

Kizarolag tomiték claudin-1, claudin-3, claudin-5, claudin-11,

claudin-14, claudin-19, tricellulin

Csatornaképzok

Cation-szelektiv claudin-2, claudin-10b, claudin-15

Anion-szelektiv claudin-10a, claudin-17

Viz-permeabilitas regulator claudin-2

Valtozé funkcio claudin-4, claudin-7, claudin-8, claudin-16,
occludin

Jelenleg ismeretlen funkcio claudin-6, claudin-9, claudin-12, claudin-13,

claudin-18, claudin-20-27, MarvelD3

(Schulzke JD et al 2012 alapjan)

Az alabbiakban a munkam soran vizsgalt claudinokat (CLDNSs) mutatom be

részletesebben.

Claudinl (CLDNI1) Az egyik legfontosabb integrans membranfehérje a TJ
szerkezetében, melynek génje a 3. kromoszoman a q28-q29 pozicidban taldlhatdo meg.
[130] A bér és a magas rezisztenciaju hamok elengedhetetleniil fontos tomitdé funkciot
bet6ltd alkotorésze. Viszont a TJ-ket nem tartalmazo, atereszté, permeabilis (,,leaky”)
hamokban (pl. vese proximalis tubulus) a CLDNI jelenléte egyaltalan nem igazolhato.
A CLDNI1 molekuldk az epithelsejtek talalkozasanal homophil interakcidval
kapcsolodnak egymashoz a sejtmembranban. A CLDN1 jelenléte a plazmamembranban
immunhisztokémial, immunfluoreszcens vagy fagyasztva-toréses vizsgalatokkal
jellegzetes linearis formaban mutathat6 ki. [119]

A CLDN1-et szdmos daganatban vizsgaltak mar és expresszidja a kiilonbozo
daganatokban igen eltér6. A szajiregi laphamrakokban igen jelentOs expresszidja
észlelhetd ¢és ezen daganatokban progresszidos tényezének talaltak. [131] A

gastrointestinalis mirigyham egyes malignus tumoraiban (pl. nyelécsé, gyomor,
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vastagbél) is emelkedett mértékii expressziojat figyelték meg. [128,132,133]

Emldszovetben alacsonyabb fokt expresszidjat észlelték. [134] A cervix stlyos
dysplasids elvaltozasaiban és az in situ cervix carcinomaban magasabb CLDNI1
expressziot talaltak, mint az invasiv méhnyakrakban. [135] A CLDNL1 proteinrdl
igazolodott, hogy a majban is jelentds mértékben expresszalodik és a CD81 molekuldval
a HCV majsejtbe 1épéséhez sziikséges kofaktornak tekinthetd. [136] A HCC esetében is
észlelhetd a CLDNI1 normaltol eltéréen kifejezettebb, aberrans expresszidja. A HCC-
ben kimutattak, hogy CLDNI1 protein expresszidjanak elvesztése a daganat agressziv

viselkedésével mutat 6sszefiiggést. [137]

Claudin2 (CLDN2). Az atereszté hamok specifikus TJ proteinje, melynek génje az X
kromoszoman a X(23.3-g23 helyen talalhat6 meg és a ion-csatornakat alkoto (,,channel-
forming™) claudinok koz¢ tartozik. A CLDN2 a Ca fliggetlen sejt-sejt kapcsolatokban,
homophil formaban a kation szelektiv paracellularis csatornak f6 alkotorésze. Féként az
olyan ionok szamara atjarhatdo szovetekben, mint a bél, vagy a vese proximalis
csatorndk vagy a plexus choroideus hamjaban mutathato ki. [128,138] Ujabb
vizsgélatok igazoltak, hogy a CLDN2 a viz szamadra is atjarhatd, ami azt jelenti, hogy a
CLDN2 a transzmembran vizcsatornak, az aquaporinok paracelluldris megfeleldje.
[139] Ellentétben a CLDN1-el a CLDN2 a plazmamembranban nem folytonos (linearis)
hanem szakaszos, pontszer(i, granularis megjelenést mutat és a citoplazmaban is
detektalhat6. [140] A CLDN2 volt az els6 olyan TJ protein, melyrdl igazoltak, hogy
overexpresszioja a transepithelialis ellenallas csokkenését eredményezte. [139]

a nyelocsé laphamrakok és a colon adenocarcinomak esetében [128], viszont

alacsonyabb CLDN?2 expresszié mutatkozott a cervix tumoraiban. [135]

Claudin3 (CLDN3). Génje jellegzetes, intronoktol mentes kodolé DNS szakasz, mely a
7. kromoszoma 7q11.23 karon helyezkedik el. [141] A TJ jelentés Osszetevdje,
elsGsorban tomitd (,,ragasztd™-,sealing”) funkcioja ismeretes az epithelben, linearis
formaban mutatkozik a plazmamembranban. [119]

MDKC sejtvonalak vizsgalata soran kimutattak, hogy a CLDN3 overexpresszidja

haromszorosara emeli a transzepithelialis rezisztencia értékét. [139]
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A CLDN3 megnovekedett expresziojat mar igazoltak egyes tumorokban, igy a
prostata [119], pancreas, gyomor és ovarium Serosus adenocarcinoma [142] mellett a
nyeldcsd, a colon adenocarinoma [143] esetében is. Erdekesség, hogy a CLDN3
mérsékeltebb fokban Clostridium perfringens kotd tulajdonsadggal is rendelkezik,
emldtumor sejtvonalakon a Clostridium perfringens enterotoxin (CPET) hatasra a

daganatszovet necrosisat, apoptozisat észlelték. [119,128]

Claudin4d (CLDN4). A sejtmembranban integralt TJ protein génje a 7ql11.23
lokalizacioban talalhatd. A gén karosodasakor tobbszords neuralis fejlodési anomalidk
(pl.Williams-Beuren szindroma) alakulnak ki. A CLDN4 protein sokréti funkciot tolt
be, el6fordulasa a kevéssé atjarhatdé hamokban (pl.nyalmirigyek) jellemz6. Ezekben a
hamokban foként az epithel intercellularis Na-ionok transzportjat, a sejtmembran
vezetOképességét csokkenti. Megjelenése foként membranhoz integralt jellegi.
[119,144]

A CLDNA4-r6l kimutattak, hogy a Clostridium perfringens enterotoxin (CPET)
receptoraként is funkciondl, mely a jovOben tovabbi terdpids beavatkozés lehetdségét
veti fel. [145,146]

In vivo ovarium tumorsejtvonalakon mutattak ki, hogy a CLDN4 (a CLDN3-hoz
hasonldan) kozvetitett kolcsonhatasokon keresztiil késlelteti az e-cadherin expresszidjat
¢s gatolja a B-catenin szignaltranszdukcios folyamatokat, igy végeredményben ezen
tumorsejtvonalak ndvekedési potencidljat és a metasztatikus potencialjat csokkenti.
[142]

Munkacsoportunk korabban elséként igazolta - a cHCC-vel ellentétben - a CLDN4
fokozott expressziojat cholangiocellularis carcinomaban (CCC) [147,148] melyet
késdbb masok is megerdsitettek [149]

Az eléz6ekben emlitetteken feliil emelkedett CLDN4 expressziot mutattak ki még a
nyeldcsé [143] és gyomor adenocarcinomaban [132,143], colon carcinomaban,
ovarium, prostatata-, és pancreas carcinomaban, valamint elszarusoddé lapham
carcinomaban is. [128] Az el nem szarusodo lapham tumorok esetében a CLDN4

alacsonyabb expresszioja igazolodott. [150]
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Claudin5 (CLDNb). A protein génje a 22. kromoszéma (11.21-es helyén talalhaté meg.
A gén mutacidja a pharyngealis iv, a sziv cono-truncalis regiojanak, az arc, valamint
mellékpajzsmirigy és thymus multiplex fejlédési zavaraval jaro un. velocardiofacialis
szindroma (VCFS) kialakulasat okozza. Alternativ splicing soran 1étrejott transcriptum-
variansok is kddolhatjak a CLDNS proteint. [151]

szervek tobbségében a normal érendothelen feliil kimutathatd a vér-agy gat €s a plexus
choroideus sejtekben és a vese arteriaiban is. [152,153]

Igazolodott, hogy ez a TJ protein nem effektiv egyes epithel sejtvonalakban
(pl.MDCK), mig més sejtvonalakban (colon) igen [154] Ugy tiinik, hogy funkcidjahoz
olyan CLDN kotd partnerre van sziiksége (pl.CLDN12), mely csak endothelsejtekben
talalhato meg. [139]

Kutydk emlddaganatainak és hyperplasias elvaltozasait vizsgalva megallapithatd a
CLDN5 (emellett a CLDN1, -2 ¢és -7) alacsonyabb foki expresszidja, mely
Osszefliggésben allhat a daganatsejtek kapcsolodasaval és invazios képességével. [155]
A CLDNS5 sejtmembranhoz kotott pozitivitasa kimutathatd a mesothel és vaszkularis
eredetli tumorokban (hemangioma, cutan angiosarcoma), az ovarium tumorokban, az
eml6 ductalis carcinomaban. [156] A nyel6csé laphamrakokban igazoltak, hogy
expressziojanak mértéke a proliferacioval korrelal, a gyomorradkokban a diffuz tipusban
alacsonyabb, az intestindlisban magasabb CLDNS5 expresszid észlelhetd. Tidd és
szajliregi laphamrakokban a CLDS5 expresszioja csokkenik, tiidd adenocarcinoma és

pleuralis metastasis esetében viszont kifejezettebb expresszio észlelhetd. [152]

Claudin7 (CLDN7). A CLDN?7 protein génje a 17. kromoszémara lokalizalodik.
(sequencia: NC_000017.10 (7163222..7166512, complement). [157]

A CLDN?7 kiiktataisa MDCK 1l sejtvonalon a Na-ion permeabilitas fokozasaval
csokkenti a rezistenciat. Masrészr6l a CLDN7 overexpresszioja LLC-PK1 sejteken
emeli a ham rezisztenciajat a klorid-ion permeabilitas csokkentésével. [139]

Human tiidé carcinoma sejtvonalakon (NCI-H1299) végzett vizsgalatok szerint a
invasiojat. [158]

A CLDN7 expresszidja immunhisztokémiai reakcidval a legtobb ham eredetli
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daganatban kimutathat6 és néhany melanocytas tumorban, valamint lagyrész, illetve ér
eredetli daganatban (angiosarcoma) is megjelenik. Azonban egyes tumorokban, mint a
nyeldcsé és gyomor adenocc. valamint ovarium carcinoma a CLDN7 expresszidja joval
er6sebb.[128] Mas daganatokban — pl. cervixrak [135], vagy eml6tumorok [134], ham
eredetli uterus daganatokban, fej-nyaki tumorokban [128] és HCC-ben expresszioja
csokkent vagy a tobbi daganathoz képest alacsonyabb mértékii. [159] A nyeldcsé
laphamrak esetében a CLDN7 expresszid csOkkenését irtak le, sét ezekben a
daganatokban a progresszio €s az attétképzodés prognosztikai faktoranak tekinthetd.
[160] Tidé laphamrakok és adenocarcinoma esetében is leirtdk a CLDN7

downregulaciojat és erés overexpressziojat. [161]

1.3.3. A tight junction assszocialt Marvel proteinek (TAMPs)
Harom tagja ismert; az egyik a mar korabban fellfedezett occludin (OCLN), a masik
ketté az ujabban megismert tricellulin (TRIC) és a MarvelD3 protein. Az alabbiakban
részletesebben az altalam vizsgalt OCLN és TRIC kertil targyalasra.
A TJ-hoz asszocialt MARVEL proteinek kozé tartozik az egyik legfontosabb TJ protein
az OCLN, melynek génje az 5. kromoszoman a 5q13.1 lokalizaciéban helyezkedik el.
[162]

Az OCLN 1993-ban felfedezett, 4 transmembran doménbdl (tetraspan) és 522
aminosavbol allo, 65 KDa molekulatomegii komplex membran fehérje. Intracellularisan
egy carboxy (-COOH) és egy amino (-NH2) végzdédést, extracelularisan pedig két

egymashoz igen hasonld, hurokszerli doménrészt tartalmaz. (3. abra)

3. abra Az occludin felépitése. Jol megfigyelhet6 a négy M1-M4 jeldlt, hidrofil

tulajdonsagu plazmamembranban elhelyezkedd domén. (Furuse M. et al 1993)

Extracellular Space

Plasma Membrane

Cytoplasm
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A fehérje elnevezése a latinbdl (occludere=elzarni) ered és a funkciora utal, de valodi
szerepe még két évtizeddel felfedezése utan is vita targyat képezi.

Mivel az OCLN minden bicellularis TJ-ben jelen van, ezért gyakran a TJ
markerként is hasznaljak, ezenkivil tricellularis sejtkapcsolatok TJ-ben is gyakran
kimutathat6. Az OCLN knock-out allatok morfoldgiailag és funkcionalisan normalisnak
tinnek, de novekedésben retardaciot, atrophias gastritist ezekben az allatokban is
megfigyeltek. [163]

Az MDCK Il sejtek OCLN knock-out-ot kovetéen nem mutatnak barrier funkcio
karosodast, azonban az OCLN overexpresszidja ezekben a sejtekben megemeli a
resistencidt. Ha az epithelialis sejtekben az occludin nincs jelen megfeleld

mennyiségben, ezt mas TJ proteinek tudjak kompenzalni (,,substitutional redundancy”).

[139]

Tricellulin (MarvelD2, TRIC)

Ujabban megismert tetraspan TJ protein, mely jellegzetesen a kettds
(bicellularis, bTJ) és foként a harmas (tricellularis, tTJ) epithelialis sejtkapcsolatok
alkotoja. [164] Génje az 5. kromoszoéman a 5q13.2 helyzetben talalhato. [165]
Fiziologias koriilmények kozott elsdsorban a tricellularis tight junction (tTJ) centralis
A TRIC négy tranzmembran doménbdl (tetraspan), egy nagyobb (41aa) és egy kisebb
(30aa) extracellularis hurokboél, valamint a citoplazmaban elhelyezkedé C (carboxy)-

terminalis részbdl és egy N terminalis részbdl all. (4. abra)

4, abra Az egér tricellulin ,,membran folding” modellje (bal 0.) és a tTJ sémas

szerkezete (jobb 0.)

extracellular
space
<
61
555
@
187aa Central "tube" éi&;Central sealing
[164] " SpacpiEsy B cloments
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A TRIC az els6 olyan tetraspan TJ protein, melyet jelentésebb mennyiségben
sikeriilt kimutatni gerincesek tTJ-ben. Négy kiilonboz6 alternativ splicing soran 1étrejott
isoform vatozata ismert. [164]

A TRIC protein bizonyitott szerepe a belsé flilben a Corti-féle szervben az
epithel barrier kialakitasa, mely sziikséges a normal hallas fiziologiai folyamatahoz. A
gén defektusa autosomalis recessziv siiketséget okoz (DFNB49) [165]

A TRIC overexpresszidja gatolt makromolekula permeabilitast eredményez a tTJ-kK
centralis részében, jelentés TRIC overexpresszid eSetén a bicellularis TJ-ben (bTJ) is

ionpermeabilitasi csokkenés jon 1étre. [139]

1.4. Tirozin kinaz (TK) jelatviteli folyamatok, EGFR, K-RAS és Wnt/Beta catenin
szignaltranszdukcids titvonalak

A szervezetben sejtjeink differencidlédasa, szaporodasa, utdnpotlasa, de azok elhalasa
(necrosis) és programozott elhalasa (apoptosis) IS tobb szinten szabalyozott, bonyolult,
egymassal tobb helyen kapcsolddo jelatviteli (szignaltranszdukcids) utakon keresztiil
torténik. A jelatviteli utakban szerepld enzimek, proteinek €s receptorok szerkezetének

megvaltozasa a sejtek koros miikodéshez, osztodasahoz, daganatképzédéshez vezethet.

1.4.1. A human protein kinazok (PK)

A human protein kinazok olyan enzimek, melyeknek szubsztratjuk egy masik
protein, melyet modositanak egy foszfat csoport hozzdaddsaval (foszforilacid). A
foszforilacid rendszerint a szubsztrat célfehérje funkcionalis modosuléasat, megvaltozott
aktivitasat eredményezi.

A human fehérjék mintegy 30%-a modosulhat PK aktivitassal. A PK-ok szabalyozzak a
legjelent6sebb cellularis jelatviteli wtvonalakat és specialis szignaltranszdukcios

folyamatokat. [166]

A protein kindzok az enzimek olyan csoportja, mely katalitikus alegysége a gamma
termimalis foszfatot transzportal at egy nukleotid trifoszfatrol (leggyakrabban ATP) egy
vagy tobb aminosavra. Igy végiil is foszforilaciot (autofoszforildcid) végez, mely a
protein konformacié valtozasat és funkcidjanak modosulasat eredményezi. A
konformécio valtozas kovetkezménye a szignaltranszdukcios folyamat megindulasa,

mely szamos alapvet6 sejtfunkcio ki- és bekapcsolasat jelenti. [167]
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A PK-ok a szubsztrat specificitas alapjan két nagy osztalyba sorolhatok; szerin / treonin

specifikus és tirozin specifikus kinazokra. [166]

1.4.2. A tirozin kinazok (TK)

A tirozin kinazok olyan tirozin specifikus protein kinaz enzimek, melyek csak a
tobbsejtii €16 szervezetekben talalhatok meg. Kiemelkedden fontos funkciojuk a
tobbsejtli szervezet sejtek kozotti szignaljainak ndvekedésre, adhesiora, motilitasra,
sejthalalra vonatkozo6 informacidinak tovabbitasa, kozvetitése. A TK proteinek két nagy
csoportra oszthatok; a 90 korili TK kozil 58 receptor tipusu alcsaladba tartozik, a
tovabbi 32 non-receptor TK pedig 10 alcsaladba sorolhatd. Emlés allatokban jelenleg 50
—nél tobb TK ismert. A TK-0K jelentGs szerepet jatszanak a morphogenesisben, a
sejtosztodasban, sejt differencialddasban egyarant. Human viszonylatban a TK-okat
torténetileg eldszor oncogenként azonositottdk és bizonyitottan szerepelnek olyan
betegségek kifejlodésében, mint a diabetes mellitus, velesziiletett fejlodési
rendellenességek vagy malignus daganatok. [168]

A TK-ok egy citoplazméba nytl6 tirozin kinaz doménbdl és egy transzmembran
elhelyezkedésti TK receptorbdl allnak. A TK extracellularis domén komponense a
molekula ligand kotd része, mely disulfid hidakkal kapcsolodik a TK maradék részéhez.
Két TK receptor 6sszekapcsolodasa is 1étrejohet, mely szintén disulfid hidakkal torténik
(homo-, heterodimerek). A transzmembran receptor egy simpla alfa-helix strukturat
alkot, az intracellularis (citoplazmatikus) domén felelds a kinaz aktivitasért, igy

végeredményben a szabalyozo funkcid kialakitasaért is. [169]

A TK-0k egy része transzmembran receptor TK (jelérzékeld), masrésziik
citoplazman beliil helyezkedik el. Szerepiik rendkiviill jelentés a sejt novekedés,
differencialodas, a sejtciklus regulacio, sejtmigracio, -proliferacié és az apoptosis
szabalyozasaban. A TK receptorok egy jelentds része novekedési faktor (GF). (pl.
EGFR, PDGFR, IGF1R,SCF-ckit). A szignaltranszdukcids szabalyozasi folyamat a
ligand kotddésekor a receptor aktivalodasaval kezdddik, mely soran a receptor-ligand
kotédés utan dimerizécio torténik majd tovabbi kindzok (RAS-RAF, MEK-ERK, PI3K,
AKT, STAT) kaszkadszeri, lefelé iranyulo aktivacioja (,,downstreaming signaling”)

indul meg. A sejtfelszintdl a sejtmag felé vonulod kaszkad-aktivacios folyamat hatasara a
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sejtmagban tobb gén atirdsa megvaltozik, mely a sejtben a proliferacio vagy tulélés

iranyba hat6 folyamatokat indit be. [169]

A tovabiakban a jelatviteli folyamatok altalunk vizsgalt TK elemeit ismertetem

részletesebben.

1.4.3. EGF, EGFR és jelentdségiik a daganatok kialakuldasaban
Az (EGFR HER1, Erbl) génje a 7. kromoszoman 7p12 karon helyezkedik el, a

kodolt fehérje TK aktivitdsu transzmembran glycoprotein, mely koti az EGF-t és a
TGF-0 molekulat is. [170] Inaktiv monomer formabol aktivalodaskor homodimer
format vesz fel. Mikodése TK-ra jellegzetes autofoszforilatiot kovetden
szignéltranszdukcids  szabalyozasi folyamaton, a 1.4.1. fejezetben targyalt
kin4dzkaszkadon keresztiil érvényesiil.

Az epidermalis novekedési faktor (EGF) a hamsejtek felszinén fizioldgiasan is
eléforduld sejtfelszini transzmembran receptor, de szdmos daganat novekedésében is
bizonyitottan szerepet jatszik. A jelentdsebb EGFR-t expresszald tumorok (az Gsszes
adott tumor %-aban): NSCLC (40-80%), fej-nyaki squamosus carcinomak. (95%),
colorectalis carcinoma (25.77%), glioblastoma multiforme (40-60%), eml6 carcinoma
(14-91%), nyeldcsocarcinoma (35-88%) és pancreas carcinoma (30-50%), prosztata
carcinoma (41-100%), ovarium carcinoma (35-70%) [171]

Egyes tumorok nem expresszaljak az EGFR-t, ilyenek: a SCLC, sarcoma,
lymphoma, leukaemia, myeloma. [172,173]

Az EGFR downstream jelatviteli utja tobb péarhuzamos csatornaval is
rendelkezik. Az EGFR a SOS/GRB2 proteinek segitségével aktivalja a RAS fehérjét,
mely a 6 jelatviteli vonalhoz tartozd RAF-ot aktivalja (pozitiv feedback), emellett a
P13, PKC, SRC, STAT, RAL-GEF, PLCy fehérjékkel is kdlcsonhatasba 1ép. (5. abra)

Az EGFR-t kodold génszakaszban mutaciod 1éphet fel, mely megvaltoztatja a
jelatviteli folyamatot. (p.LNSCLC) Az aktivaldo pontmutaciok leggyakrabban az EGFR
18-22 exonjan jonnek létre és az ATP koté hely megvaltozasaval jarnak, egyuttal a
receptor kotéfehérje nélkiili konstitutiv aktivalodasa alakul ki. Egy masik tipusit EGFR
mutéacié az EGFRvVIII mutécid, amikor a sejtfelszinre egy truncalt (extracellularis részét
elvesztett) receptor fehérje keriil ki, melynek intracellularis része allandoan aktiv és a

jelut tovabbi részét (féleg RAS, P13, K, JNK) aktivalva tartja. [174]
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A célzott EGFR gatldo kezelés targetie az EGFR extracellularis vagy
intracellularis doménje lehet, ezek a monoklonalis antitestek (MAB) a receptor aktivalo
kotéfehérje helyére bekotddve gatoljak az aktivaciot és tumorellenes hatast fejtenek ki.
A kis molekula sulya tirozin Kinaz gatlok (TKI) a mutans fehérjéhez szelektiven

kapcsolddva fejetenek ki tumorellenes hatast. [174]

4. tablazat Néhany EGFR-t érint6 célzott kezelés tamadaspontja és javallatai [174]

Gatloszer Tamadaspont Javallat

Cetuximab EGFR blokkolas EGFR + CRC , fej nyaki cc
Erlotinib, gefitinib EGFR tirozinaz gatlas NSCLC

Lapatinib EGFR/HER?2 gatlas emld cc.

Matuzumab, EGFR blokkoléas EGFR + CRC
Nimotuzumab, EGFR blokkolas EGFR + CRC
Panitumumab EGFR blokkolas EGFR + CRC

Vandetanib EGFR/VEGF/RET gatlas ~ medullaris pajzsmirigy cc.

5. abra Az EGFR szignaltranszdukcios jelat folyamata. [175]
( Lee J et Moon C, Experimental Biology and Medicine 2011, 236:375-389)
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1.44. A KRAS protein, KRAS gén mutaciok és szerepilk a daganatok

kialakulasaban

A KRAS (V-Ki-ras-2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) RAS protein

csaladba tartoz6 GTPase aktivitdsu enzimfehérje, mely az EGFR jelatviteli utban
kozponti szerepet tolt be. Fiziologias koriilmények kozott a sejtmag felé molekularis be
¢és kikapcsol6 feladatot 1at el. (,,molecular on/off switch™)
Funkcioja az aktivalt EGFR/HER2-HER4 receptorok feldl a szignaltranszdukcid
tovabbitdsa a RAF-MEK-ERK fehérjéken keresztiil a sejtmag felé. A sejtmagban a
JUN, FOS, ELK, FOXO, STAT, MYC fehérjéken keresztiil a magban elhelyezkedd
gének aktivalasaval a proliferacio, adhézid, migracid, angiogenezis iranyaban hato
folyamatok aktivalodnak.

A KRAS fehérjét kodold gén a 12. kromoszoéméan 12pl12.1 lokalizacidoban
talalhato. A génen mutacio Iéphet fel, mely leggyakrabban a 12 és 13 kodonon alakul ki.
Ritkabban a 61, 146 kodonokon észlelheté mutacioja. [176]

A KRAS gén szomatikus mutacidja elssorban metasztatizalo colon carcinoma, nem Kis
sejtes tiidorak (NSCLC), pancreasrdk és leukaemidk pathogenesében jatszik fontos
szerepet.

A mutécio a fehérje GTP-az aktivitasat gatolja és a KRAS molekulat az aktivalt GTP
koté modosulatban tartja, igy az EGFR jelut alland6 aktivalodott allapotat tartja fenn.
[177]

pancreas carcinoma (95%), pajzsmirigyrak (55%), colorectalis carcinoma (35-40%)
NSCLC (35-40%) [178]

Ha az EGFR-t és a KRAS-t vagy mas kulcsfontossagii fehérjéket eldallitd
génekben nincsenek jelen génhibak, akkor a sejt egészséges marad €s szabdlyozottan
tud osztodni és novekedni. Amennyiben viszont mutaci6é alakul ki a fenti génekben,
akkor a sejtek nem Kontrollalhatd osztédasba, novekedésbe kezdhetnek, ennek
kovetkeztében pedig malignus daganat alakulhat ki. A KRAS mutaciojat a
tiiddédaganatok koziil a NSCLC ¢és a coloncarcinomak kb.40%-aban lehet mutaciokat

igazolni.
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Amennyiben a KRAS gén mutans tipusu, a betegnél nem alkalmazhatd6 EGFR-
ellenes célzott terapia, mivel a koros KRAS protein jelenléte meghitsitja a kezelés
sikerét. Amennyiben viszont a KRAS ,vad” tipusu (tehat nincs jelen a gént érint6
mutacio), akkor — az EGFR mutécidinak jelenléte esetén — varhatoan eredményesen
alkalmazhat6 az EGFR-ellenes kezelés. Ha a daganatbol végzett molekularis patoldgiai
vizsgalat ,,vad” tipusi KRAS gént igazol, akkor varhatolag jo eredménnyel adhato az
EGFR-ellenes célzott kezelés. Ebben az esetben a tumorsejtek koros KRAS fehérjéi
nem gatoljak meg a célzott gyodgyszerek rakellenes hatasat, a daganat igy altaldban

gyorsabban ¢és jobban reagal az anti-EGFR terapiara. [174,179-181]

1.4.5. A Beta-catenin és Wnt/ B-catenin jelatviteli ut

A B-catenin kettds funkcioju fehérje, mely a sejtek kozotti adhesioért és a gén-
transzkripcid szabalyozasaért felelds. A proteint a CTNNBI1 gén kodolja a 3
kromoszoma rovid karjan p21 helyen talalhatd. Drosophilaban a -catenin homologja az
armadillo protein. [182]

A B-catenin az adherens junction komponense és cadherin protein komplex
alegysége ¢és az axin/conductin nevli fehérjékkel Osszekapcsolodva a  Wnt
szignaltranszdukcios Gt kozponti fontossagu, intracellularis jelatalakito résztvevdje.
Overexpressziojat szamos tumorban kimutattak (pl.endometrium cc.) [183]

Az aktiv Wnt hidnyaban a B-catenin degradalodik és a leendd target gének
inaktivalt allapotban maradnak. Ha a Wnt szignal aktiv akkor a p-catenin degradacio
csokken és az ilymddon felhalmozodott B-catenin be tud 1épni a sejtmagba megkdtni
olyan fontos transzkripcids faktorokat, mint a TCF (T-cell factor) és az LEF (lymphoid
enhancer-binding protein) igy aktivalja a transzkripciot.

A Wnt/B-catenin jelutat eldszor a fejlodé embridban vizsgaltak. Igazolodott, hogy a
jelat aktivalodasa Osszefiiggésben all az embridsejtek tulélésével, szaporodésaval,
szerepet kap ¢€s a jelut koéros mitkddése szamos betegséghez vagy tumorhoz kapcsolhato.
[184]

A Wnt/B-catenin jelut igen sok represszor elemet tartalmaz, mely jelzi, hogy ez a jel-
palya milyen fontos ,,fékapcsolo” jellegli szerepet tolt be a sejtmagi regulacioban.

Felvetddik a lehet6sége annak, hogy minden olyan mutacio, mely konstitutiv médon
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erdteljesen aktivalja a B-catenin jelatvonalat valosziniileg részt vesz bizonyos malignus
tumorok iniciaciojaban és progresszidjaban.

A B-cateninhez kapcsoloddan az egyik legfontosabb ¢€s legtobbet tanulméanyozott jelut
egy tumor szupresszor génhez, az APC (adenomatous polyposis coli) -hez kapcsolddik,
ennek sporadikus és oroklott mutacidja észlelhetdé a FAP (familiaris polyposis)
esetében. [185,186]

A B-catenin gén (CTNNBI1) mutacidjanak szerepét mar igazoltdk CRC-ben (50%),
melanomaban, prostatarakban, endometrium carcinomaban (13%), ovarium
carcinomaban ¢és pilomatrixomaban is.

A B-catenin fontos szerepet tolt be a hepato-carcinogenesisben is. Ezt igazolja, hogy a c-
myc ¢és a HRAS expresszioja mellett primer HCC-ben (interstitialis deletio -50%),
hepatoblastomaban (exon3 deletio-48%) igazolodott a CTNNBI gén mutacidja. [187]

1.4.6 A syndecan-1 (CD138)

Syndecan-1 a heparan szulfat proteoglycan csalad tagja, 320 aminosavbol és
harom doménbdl (ektodomén vagy extracellularis, transmembran és citoplazmatikus
domének) allo 32,4 KDa molekulastlya Osszetett fehérje, melynek génje 2p23-24.1
kromoszoma lokalizacioban talalhato. [188,189] A CD138 a monoclonal anti-syndecan-
1 antitest elnevezése, mely erds citoplazmatikus membran pozitivitist mutat ¢és
plazmasejt iranyu differencialodas kimutatasara hasznalhato, ezért gyakran plazmasejt
markerként hasznaljak a patologiai diagnosztikaban. A syndecan-1 Szerepet jatszik a
sejt-sejt kapcsolatban és a sejt-kollagén kapcsolatban, felelds a sejt és extracellularis
kornyezete kozotti interakcid szabalyozédsaért, gatolja a sejtinvaziot a kollagén
matrixban. Regulalja a sejtproliferaciot, a sejtmigracidt, valamint szabalyozza a

szignaltranszdukciot és a citoszkeleton szerkezeti valtozasait is. [188]

Szamos daganat expresszalja a CD138-at, igy a myeloma multiplex mellett a diffuz

nagy B sejtes lymphoma és plasmocytoid tumorok is pozitivak.[190]

A fentieken tul a prosatata carcinoma, emld carcinoma, colorectalis carcinoma €s cervix
carcinoma ¢és vilagos sejtes veserdk esetében is kimutathato a CD138 pozitivitds. Az
RCC és cervixrak esetében a syndecan-1 protein expresszidja és a hisztologiai grade

kozotti inverz korrelacio igazolodott. [191]
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2.CELKITUZESEK

A FLC a cHCC ritka, jellegzetes varidnsa, igen sajatsdgos primer

majdaganat, melynek etiopatogenezise tisztazatlan.

Célunk volt ezért olyan sejtbioldgiai eltérések feltarasa, melyek a FLC-t elkiilonitik
egyéb primer rosszindulati majtumortol, elsésorban a cHCC-t6l ¢és a
cholangiocarcinomatol (CCC), és jellemzik ezt a ritkan el6forduld daganatot. Célunk
volt tovabba olyan markerek felfedése, melyek a helyes diagnozis megallapitasan tal a

terapia esetleges célpontjaul is szolgalhatnak.

Elsddlegesen a sejtkapcsold strukturak, kiemelten a TJ proteinek és egyes jelatviteli
utak vizsgélatat tliztiik ki, majd a terdpia szempontjabol 1ényeges mutacidkat, igy az

EGFR ¢és KRAS mutaciot kivantuk vizsgalni.
A fenti célok eléréséhez a kovetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk meg ;

1. A sejtkapcsolo strukturfehérjék (TJ proteinek) koziil a claudinok (1,2,3,4,5,7) és
az occludin expresszios profiljanak a vizsgalata FLC-ben, a cHCC-val és CCC-

val 0sszehasonlitva fehérje és mRNS szinten.

2. A ujonnan felismert TJ fehérje, a tricellulin (TRIC) expresszidjanak vizsgalata

FLC, cHCC ¢és CCC primer majdaganatokban.

3. A P-catenin és syndecan-1 fehérjék expresszidjanak vizsgalata FLC, cHCC és
CCC esetében.

4. Az EGFR protein expresszidjanak vizsgalata FLC, cHCC ¢és CCC

daganatokban.

5. Az EGFR ¢és KRAS gének vizsgalata, az esetleges mutaciok kimutatisa FLC-

ben.
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3. ANYAG ES MODSZEREK
3.1. Betegek

Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Regionalis Etikai Bizottsdganak
engedélyével fibrolamellaris carcinoma diagnézissal lezart esetekbdl végeztiik. A 11
eset koziil 6 eset a Semmelweis Egyetem L. és Il.sz. Patoldgiai Intézetének 1999 és 2009
kozott archivalt anyagabol, 3 eset Magyarorszag vidéki centrumaibol konziliumba
kiildott (1 eset a Gyongyosi Bugat Pal Korhazbol, 1 eset Szegedi Tudomany Egyetem,
Altalanos Orvostudomanyi Kar Patologiai Intézetébdl, 1 eset a Debreceni Egyetem
Patologiai Intézetébol), 2 eset a Ruprecht-Karls Egyetem (Heidelberg, Németorszag)
Patologiai Intézetének anyagabdl allt Ossze. A 11 beteg anyagabol 8 sebészeti
rezekatumot és 3 vastagtli biopszias szovetmintat vizsgaltunk. A 11 beteg koziil egyik

esetében sem volt a majban cirrdzis vagy virusfertdzés kimutathato.

Az FLC esetek mindegyikében a diagnozis klinikai tiinetek, képalkoto eljarasok

(ultrahang, CT, MRI) és a szovettani vizsgalat alapjan keriilt felallitasra.

A betegek életkora 11-66 év kozott (atlagosan 20,81 €v), a férfi/nd ardny 5/6 volt. A
vizsgalt 11 FLC beteg koziil 6 esetében metastasisok kialakulasa volt igazolhato. (5.
tablazat)

5. tablazat. FLC betegek kliniko-patologiai jellemzoi

Beteg Nem K’or Cirrozis Vlr,,us, Tumor méret Metastasis
(év) fert6zés (mm)

1. noé 11 nincs nincs 80x80x35 nincs
2 férfi 15 nincs nincs 66x96x66 nincs
3. noé 14 nincs nincs 100x80x80 tudd

4 no 21 nincs nincs 100x60x90 nylro}Fchmo
tudo

5. férfi 19 nincs nincs 110x70x100 nyl..ro},(CSOTTlo

tiidd, m4j

6. férfi 16 nincs nincs 30x40 nincs
7. noé 16 nincs nincs 110x90x80 nincs
retro-

8. no 18 nincs nincs 60x36 peritonealis

nyirokcsomo

9. no 18 nincs nincs 110x104x94 peritonealis

10. férfi 66 nincs nincs multifokalis peritonealis
11. férfi 15 nincs nincs 100x80x70 nincs
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A 11 betegbdl szdrmazd FLC mintédkat 7 konvencionalis hepatocellularis carcinomaval
(6. tablazat) (cHCC; nem fibrolamellaris/trabecularis-acinaris tipus, grade II-Ill.), 7
cholangiocellularis carcinomaval (intrahepaticus CCC, grade II-111.) (7. tablazat) és 5

nem tumoros ,,kontroll” méajjal hasonlitottuk dssze.

6. tablazat. Betegek ,,konvencionalis” hepatocellularis carcinomaval (cHCC)

Beteg Nem K’or Cirrozis V“f,“? Tumor méret Metastasis
(év) fertozés (mm)
1. né 82 van nincs 50x60 nincs
2. férfi 78 nincs nincs 65x55 nincs
3. férfi 70 van nincs 90x75 nincs
. multiplex
4. férfi 60 van HCV, EBV 55x50 HCC
5. férfi 75 nincs nincs 33x30 nincs
6. férfi 67 nincs nincs 42x30 nincs
7. férfi 30 nincs CMV 80x100 nincs
7. tablazat. Betegek cholangiocellularis carcinomaval (CCC)
Beteg Nem K’or Cirrozis V“:,u% Tumor méret Metastasis
(év) fertozés (mm)
nd 78 nincs nincs 6x25 nyirokcsomo
2. né 49 van nincs 85x70 nyirokcsomo
3. férfi 65 nincs nincs 40x8 nyirokcsomo
4. né 61 nincs nincs 50x30 nincs
5. nd 36 nincs nincs 35x22 nincs
6. né 74 nincs nincs 50x30 nincs
7. férfi 57 | fibrosis nincs 5x25 nyirokcsomo

Az 5 normal majszovet koziil 2 benignus focalis majlaesio (1 hepatocellularis adenoma-
HCA ¢és 1 focalis nodularis hyperplasia-FNH) mellél, tovabbi 2 pedig FLC melldl lett
eltavolitva. Mindegyik mintat az elvaltozastol > 10 cm-rdl metszettiik ki. Egy esetben
kozati baleset soran elhunyt személytdl szarmazo, a baleseti halalt kovetéen 12 6ran
beliil igazsagiligyi patologiai vizsgalatra (autopsia) keriilt esetben normal majnak
bizonyult szovetet hasznaltunk fel. A mintdk kivalasztasara azonos kortl betegekbdl

nem volt lehetéség, mivel az FLC csoport atlagéletkora (20,81 év) - az irodalmi
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adatoknak megfeleléen - jelentdésen alacsonyabb a cHCC (66 év) és CCC (60 év)
betegcsoportok atlagéletkoranal.

A cHCC betegek koziil 2 esetben virusfertdzés (egy betegnél HCV ¢és EBV, egy
betegnél CMV) volt kimutathatd, 3 esetben alapelvaltozasként majcirrozist lehetett

igazolni, egy betegnél multiplex tumoros elvaltozast talaltak.
3.2. Szovettani vizsgalatok

A szovetmintakat beérkezést kovetéen 10%-0s, neutralis (pH 7,4) PBS-ben
beallitott formalinban fixaltuk 24 o6ran at szobahOmérsékleten, majd alkoholsorban
(70%, 90%, 100%) és xylolban torténé dehidralast kovetden paraffinba agyaztuk. A
paraffin blokkba agyazott (FFPE) mintakbol 3-4 um-es metszetek késziiltek, amelyeket

haematoxylin-eosinnal és kotoszoveti festéssel (pikrosziriusz) festettiink meg.

A szbvettani metszetek értékelését fénymikroszkoppal végeztiik.

3.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az FFPE szovetblokkokbol 2-5 um vastagsagu metszeteket készitettiink Silannal
vagy Poly-I-lysinnel bevont Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific, Gerhard
Menzel GmbH&Co., Braunschweig, Germany) targylemezekre. Az immunhisztokémia
reakciok soran hasznalt primer antitestek tulajdonsagai, a gyartok és az alkalmazott

higitasok a 8. tdblazatban talalhatok meg.

A reakciokat HRP Multimer alapt biotin mentes detektalasi technikaval miikodo
Ventana Benchmark XT (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA).
automatizalt immunfestd automatara allitottuk be. A felhasznalt reagensek, a
masodlagos antitest és a reakciok eléhivasa Ventana Medical Systems cég ajanlasa
alapjan chromogénként 0,2% DAB- ot (3,3'-diaminobenzidine), 3% H,0, alapi DAB
inhibitort, < 50 pg/mL HRP Multimert, 0,04% DAB H,0, — t és 5 g/L CuSO4 —ot
tartalmazo UltraView™ Universal DAB Detection Kit (LOT: 802552, REF: 760-500)
alkalmazasaval tortént. Az immunhisztokémiai reakciok mellett a metszeteken

magfestésként hematoxylint hasznaltunk. (9. tablazat)
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8. tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalatokhoz hasznalt primer antitestek jellemzoi.

Primer . s Species/ Pozitiv Catalog .,
antitest Higitas clone kontroll No. Gyarté
monoklonalis hiievhol
CK7 1:1000 egér (OV- tra;‘jtyio‘;aﬁ‘sgéc M7018 DAKO
TL1230) '
) monoklonalis .
CKs 1:80 egér (35BH11) normal maj M0631 DAKO
monoklonalis NCL- Vision/
K1 1:400 il bo
CK18 egér (DC10) normél bor CK18 Novocastra
) monoklonalis o
CK19 1:100 egér (RCK108) normal bér M0888 DAKO
monoklonalis NCL- Vision/
1:2000
AFP egér (C3) human placenta AFP Novocastra
HepParl 1:50 monoklonalis normal felndtt NCL- | Vision/Novo
(HSA) ' egér (OCHL1ES) maj HSA castra
Glypican3 1100 monoklonalis hepatocellularis | MSKO06 Zytomed
(GPC3) ' egér (1G12) majrak 7-05
. liklonali .
Claudinl | 1:100 PO lny(:a?a ' normal bér | 51-9000 | Invitrogen
monoklonalis 3087911
i 1:2 i i
Claudin2 0 cgér (12H12) normal colon AR Invitrogen
. poliklonalis , .
1 1 col -
Claludin3 80 nyil (Z23.JM) normal colon 34-1700 | Invitrogen
Claudin4 1:200 poliklonalis nyul normal colon 36-4800 | Invitrogen
Claudin5 1:200 poliklonalis nyul normal colon 34-1600 | Invitrogen
Claudin? | 1:100 p"hrll‘;‘l’;‘ahs normal emlé | 34-9100 | Invitrogen
Tricellulin 1:50 P Ohkl(?nahs normal duodenum | 488400 Invitrogen
(C-term) nyul
Occludin | 1:100 p(’h:;‘l’;‘ahs normal vékonybél | 71-1500 |  Invitrogen
CD-31 monoklonalis epithelialis
1: . M082 DAK
(PECAM-1) 80 egér (JC70A) angiosarcoma 0823 ©
CD-34 ) monoklonalis normal bér
(Class 11.) 1:500 egér (QBENd10) tonsilla IR632 DAKO
o pancreas .
. klonal . -
p-catenin 1: 200 mon(? onatis neuroendokrin tu., | 61015 B[.) Bio
egér (14) sciences
hepatoblastoma
EGF.R monoklonalis tiid6 squamosus 790-
(Confirm L ug/ml egér (3C6) carcinoma 2988 Ventana
TM-3-C6) g
Syndecan-1 monoklonalis diffuz nagy B
1: 60 i M7228 DAKO
(CD138) egér (MI15) sejtes lymphoma
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9. tablazat. Immunhisztokémiai reakciok 1épései Ventana Benchmark XT
immunautomataban. (PrAB=elsddleges antitest; SCAB=masodlagos antitest;
RT=szobahémérséklet; DAB=3,3'-diaminobenzidin)

Lépés Reagens I1d6 Catalog No.

Deparaffinalas xylol 2x10’ szobah6n S1699
alkohol (10,50,70%) 3x5’ szobah6n 253-2187

Feltaras DAKO Target Retrieval | 30’ microhullammal | A2153-50G
Solution — 200W

Blokkolas Inhibitor (3%H,0,) 253-2188

Jelolés PrAB (higitas:10% BSA) | 42°C, 32’ 253-2189

El6hivas UltraView™ Universal LOT: 802552, REF:
DAB Detection Kit 760-500

ScAB <50 pg/mL HRP LOT: 802552, REF:
Multimer + SCAB 760

Vizualizalas 0,04% DAB H,0, LOT: 802552, REF:

760
5 g/L CuSO, LOT: 802552, REF:
760

Magfestés Hematoxylin

Hattérfestés Blueing Reagent

Dehydralas alkohol 96% 3x10° 1408
xylol 2x10° S1699

Lefedés Sakura Tissue-Tek” Glas 1408
™ Mounting Medium

3.4. Immunfluoreszcens vizsgalatok

A fehérje lokalizacié pontos megjelenitéséhez TRIC, OCLN, CD31 primer
antitestekkel immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztiink. A mintak rogzitése folyékony
nitrogénben (-147 ‘C, Messer Hungarogaz Kft) és izopentanban (2-methylbutane,
Product No: 277258, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) tortént. A fagyasztasos
technika segitségével a frissen fagyasztott (kivagas utan azonnal lefagyasztott)
tumorszovetbdl -80 “C-on tarolast kovetden 4-5 um vékony szeleteket metszettiink le -
23 "C-ra hitott mikrotomkés hasznalataval, fagyasztokamras mikrotom késziilék
(Shandon Cryotome® Cryostat, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts,
USA) segitségével. A metszeteket Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific,
Gerhard Menzel GmbH&Co., Braunschweig, Germany) targylemezekre vittiik fel, majd
ezeket metanol (metil-alkohol) és aceton (dimetil-keton) 1:1 aranyu keverékével
fixaltuk 10 percig. Szobahémérsékleten torténd szaritas utan 20 percig 4 °C-on nedves
kamraban pH 7,4-re beallitott PBS-ben inkubaltuk. Ezt kovetéen a nem specifikus

proteinkotd helyek blokkolasa céljabol specialis proteinblokkol6 oldatot (Protein Block-
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Serum Free, Code No. X0909, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) vittiink a
metszetekre 30 percre, 37°C-0s termosztatban. PBS mosas utan tricellulin (TRIC),
occludin (OCLN) és CD31 primer antitestekkel (8. tablazat) a metszeteket egy éjszakan
at (“overnight”) 4 C-on, nedves kamraban inkubaltuk (higitas 10%-0s BSA-ban). A
metszeteket ismételten PBS-ben mostuk 3x5 percig, majd masodlagos antitestként
Fluorescence Alexa Fluor 488 (FITC)(donkey-antimouse, Invitrogen, Molecular
Probes™, Eugene, Oregon, USA) és/vagy Alexa 568 (goat-antirabbit, Invitrogen,
Molecular Probes™, Eugene, Oregon, USA) jelslt antitestekkel kezeltiik (1:200 higitas)
30 percig. A magfestéshez és lefedéshez DAPI-t (koncentracio: 1,5 pug/ml) tartalmazo
Vectashield Mounting Medium (Cat.No.H-1200, Vector Laboratories, Inc.Burlingame,
CA, USA) fedbanyagot hasznaltunk. A fagyasztott, jelolt metszeteket Pieper FK-7512-
IQ CCD Kameraval (Pieper GmbH, Schwerte, Germany) felszerelt Leica DMRXA
széleslatoteres fluorescens mikroszkoppal, adott hullamhosszi ScAB  gerjesztési
maximumot adé fluorescens fény segitségével vizsgaltuk és fotoztuk, majd a képet
Leica CW4000 FISH Visualisation and Documentation Software (Leica Microsystems
Imaging Solutions Ltd., Wetzler, Germany) segitségével rogzitettiik. A fagyasztott
metszeteket BioRad Radiance 2100 laser confocalis scanning mikroszkop és
LaserSharp 2000 Software (MRC1024, Bio-Rad Laboratories Ltd., Hercules, CA, USA)

hasznalataval is vizsgéltuk.

3.5. Morfometriai vizsgalatok

A claudinl, claudin2, claudin3, claudin4, claudin5, claudin 7, tricellulin, EGFR,
syndecan-1 és B-catenin immunreakciokat digitalis morfometriai vizsgalattal értékeltiik.
Az 0sszes metszetet, melyen immunreakcid tortént Mirax Panoramic MIDI és Mirax
Panoramic SCAN digital slide scanner késziilékkel (3D HISTECH Ltd., Budapest)
digitalizaltuk. Tizentot at nem fedd teriiletet 40-szeres virtualis objektiv nagyitassal
fotoztunk ki az immunreakciét mutaté metszetrol. A kiilonb6z6 immunreakciok
erdsségét és kiterjedését Leica QWin Software (Leica Microsystems Imagine Solutions,
Cambridge, UK) segitségével mértik le ¢és értékeltik. Az immunreakciok
értékelhetdségi alapszintjét, a hattér zavard nem specifikus jeleit, a festodési intenzitas
eltéréseit és a kisebb zavaro eltéréseket minden mintdnal kiilon figyelembe véve

korrigaltuk.
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3.6. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist nem paraméteres Kruskal-Wallis tesztet alkalmazva a
STATISTICA Software 8.0 (Tulsa, OK, USA) felhasznalasaval végeztik el. Az
eredmények értékelésekor p<0,05 valtozast tekintettiink statisztikailag szignifikéns

kiilonbségnek.

3.7. PCR vizsgalatok

3.7.1. RNS Kinyerése szovetmintakbdl

A vizsgalt fehérjére vonatkozoan, a szabalyozasi szint megallapitasa végett MRNS
expresszid vizsgalatokat végeztiink.

Az RNS izolalasat FFPE anyagbol végeztiik. Ennek sordn az FLC mintakbodl szarmazo
paraffinblokkokbol 8-10 darab, 3-5 um vastag paraffinos metszetet 1,5 ml-es Eppendorf
cs6be helyeztiink, majd ebbdl izolaltunk RNS-t, a gyartd altal erre a célra ajanlott
QIAGEN RNeasy FFPE Kit (Cat.No.: 73504, QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)
segitségével a gyartd altal megadott instrukciok szerint (Fiiggelék: 1 sz.melléklet).
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific Inc., Wilmington, DE,
USA) késziilékkel OD mérés alapjan ellendriztiik a kapott nukleinsav tisztasagat és

crer

3.7.2. RNS-cDNS atiras (CDNS szintézis)

A mMRNS dtirdsa reverz transzkripci6val cDNS-re mintdnként 1 pg total RNS
felhasznalasaval (template), High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems/Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA, Cat. No. 4387406) alkalmazasaval tortént.
Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf Scientific Inc., Westbury, NY, USA)
késziiléken ribonukleaz inhibitor jelenlétében reverz transztkriptazt (Applied
Biosystems, Fosters City, CA, USA) és random hexamert (Applied Biosystems)

hasznalva a gyarté utasitasai szerint végeztiik el az atirast. (10. tablazat)

-49-



DOI:10.14753/SE.2014.1904

10. tablazat RNS-cDNS atiras paraméterei

Térfogat Reakcié hé
Reagens Gyarto . Reakcié idd
(u) (°C)
2xRT Buffer | Applied Biosystems 10 25 10 min
20xRT ] ] )
] Applied Biosystems 1 37 60 min
Enzyme Mix
DEPC H,0 .
Eppendorf 9-x 95 5 min
(nuclease free)
MRNS (2 pg) X 4 0
Total per
P 20
reakcio

3.7.3. Primer tervezés specifikus mRNS meghatarozasahoz

Adott génekre specifikus primereket terveztiink AllelelD 6.01 (Premier Biosoft
International, Palo Alto, CA, USA) primer design software segitségével.

miatt - a célprimert az exon-exon hatarra terveztiik. A CLDN3, -4, -5 gének csak egy
exont tartalmaznak. Az izoform specificitast és a primerek méretét a BioEdit
(,biological sequence alignment”) szerkeszté software 7.01 (Tom Hall Ibis
Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval hataroztuk meg. Az adott primerek
specificitasat a BiSearch software (Institute of Enzymology, Budapest, Hungary)
alkalmazasaval  ellendriztik. A felhasznalt  primerek tulajdonsagait  és

szekvenciasorrendjét a 11. tablazat tartalmazza.

3.7.4.qPCR

A minta/termék referencia (housekeeping) génhez (12. tablazat) viszonyitott mRNS
mennyiségét szintetizalt cDNS felhasznalasaval valosidejii PCR vizsgalattal allapitottuk
meg.

A célfehérjét meghataroz6 mRNS mennyiségének vizsgalatara SYBR Green
technologiaval muikodé valds idejli polymerase lancreakciot (Real-time RT-PCR,
gPCR) végeztiink ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
rendszeren. Bels6é kontrol (housekeeping, referencia) génként az ABL (BCR-ABL
oncogen) és 36b4 (ARP, human acidic ribosomal phosphoprotein-PO) géneket
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hasznaltuk fel. A primer specifikus amplifikaciot olvadaspont (melting) analizis és 2%-
0s agaroz gélelektroforézis hasznalataval értékeltiik. A primereket 60°C-os annellacios
hoémérsékletre terveztiik. A végso 20 ul reakciokeverék 10 pul Power SYBR Green PCR
Master Mix-et (Applied Biosystems), 0.4 ul 25 uM forward és reverse primert, 8.2 ul
DEPC/RNase mentes vizet és 1 pl template cDNS-t tartalmazott.

Az amplifikaciot a kovetkezo beallitasi paraméterekkel végeztiik el:

Inkubacioé: 95°C - 10 min, majd 45 cikluson at 95°C - 15 sec, 72°C - 15 sec, 60°C - 60
SecC.

Ezt kdvetden olvadaspont elemzést végeztiink a kdvetkezd paraméterekkel:

felfiités 95°C - 20 sec, lehiités 45°C - 10 sec, gjrafiités 95°C - 0.11°C/sec sebességgel.
A gPCR vizsgalatok soran az adatok statisztikai értékeléséhez a REST software-t
(Relative  Expresssion  Sofware  Tool;  www.wzw.tum.de/gene-quantification)

hasznaltuk.

11. tablazat. A gPCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek és referenciagének jellemz6i

Gén neve Primer sequencia (5'-3") Amplicon méret

Referenciagén (housekeeping)

ABL Sense ACGAGTCTGGTTGATGCTGTG 105
Antisense GGCGGACTGTGGCTTTGG
36b4 Sense AGATGCAGCAGATCCGCAT 158

Antisense ATATGAGGCAGCAGTTTCTCCAG

Cél gének (target)

TRIC Sense TGGAACAACAGGAGATAAATGAGC 86
Antisense GTCTCTTTGTCTGTCACCACTG

CLDN-1 Sense GTGCGATATTTCTTCTTGCAGGTC 113
Antisense TTCGTACCTGGCATTGACTGG

CLDN-3 Sense  CTGCTCTGCTGCTCGTGTCC 129
Antisense TTAGACGTAGTCCT GCGGTCGTAG

CLDN-4 Sense  GGCTGCTTTGCTGCAACTGTC 108
Antisense GAGCCGTGGCACCTTACACG

CLDN-5 Sense  TTCCTGAAGTGGTGTCACCTGAAC 97

Antisense TGGCAGCTCTCAATCTTCACAG
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12. tablazat A mutaci6 vizsgalatokhoz hasznalt primerek jellemz6i

Gén neve Primer sequencia (5-3")

KRAS codon 12 Sense GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT
Antisense GGTCCTGCACCAGTAATATG

KRAS codon 13 Sense TATAAACTTGTGGTAGTTGGCCCTGGT
Antisense GGTCCTGCACCAGTAATATG

EGFR codon 18 Sense GTGACCCTTGTCTCTGTGTT
Antisense CCAGGGACCTTACCTTATACA

EGFR codon 19 Sense CACAATTGCCAGTTAACGTCTTC
Antisense TTAGGATGTGGAGATGAGCAGG

EGFR codon 20 Sense CAGGAAGCCTACGTGATG
Antisense TGATTACCTTTGCGATCTG

EGFR codon 21 Sense CAGGGTCTTCTCTGTTTCAG

Antisense CCTAAAGCCACCTCCTTACT

3.8. KRAS mutacié vizsgalata Mikrofluid Alapu Restrikciés Fragment Hossz
Polymorphismus elemzéssel (Restriction Fragment Microfluidic Based Detection,
RFMD)

A DNS izolalashoz FFPE szdévetmintakbol steril koriilmények kozott 1,7 ml-es
Eppendorf csébe (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 4 db 3-5 pum vastagsagu
mintakat metszettlink.

A gyarté utmutatasait kovetve (2.sz melléklet), QIAmp®DNA FFPE Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany, Cat.No.56404) segitségével DNS-t izolaltunk. A kinyert
DNS mennyiségét (abszorpcids vizsgalat, OD ellendrzés) 260 nm hullamhosszon mérve
NanoDrop spectrophotometerrel (ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington,
DE, USA) hataroztuk meg.

A DNS-t AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) DNS
polymerase enzimmel (Mastercycler® thermal cycler késziilék, Eppendorf AG,

Hamburg, Germany) szaporitottuk fel.
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A reakcidkeverék Osszetétele reakcionként és mintanként a kdvetkezo volt:

e 2.5l 10x PCR puffer+Mg2",

e 200 uM/ dNTP,

e I1pM/reakcio minden egyes primerre,

e 0.8 U AmpliTag Gold DNS polymerase
Sense mismatch primert hasznalva a PCR termék tartalmazta a vad tipusi (wt) KRAS
gen BstNI vagy Bgll restrictios endonuclease felismeré részét.
A felhasznalt primer parokat a 12. tablazat mutatja.
Mindegyik reakciot 38 ciklussal vittiik végig, ciklusonként a kovetkezd feltételekkel:
Denaturacio: 95°C -on 1 percig, Primer annealing: 55°C -on 1 percig, Lanc elongécio:
72°C -on 2 percig.
A felsokszorozott termékeket KRAS 12 codon mutaciora 80U BstNI —vel, KRAS 13
codon mutdciora 80U Bgll —vel emésztettiik (New England BioLabs, Ipswich, MA,
USA). Az enzimatikus emésztést 30 ul teljes térfogatra, a KRAS 12 codon esetében 60°
C, a KRAS 13 codon esetében pedig 37°C-ra allitottuk be.
A megemésztett PCR terméket agardz gélen ethidium bromidos festést kdvetden, ill
mikrofluid alapt Experion (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
gélelektroforézis rendszerrel BioRad Experion™ DNA 1K Analysis Kit segitségével

vizsgaltuk.

3.9. EGFR mutacié vizsgalata

EGFR 18, 19, 20, 21 primerek jellemz6it a 12. tablazat tartalmazza. A 18-21 exonok
amplikonjait High Resolution Melting (olvadaspont analizis) eljarassal Roche Light
Cycler 480 Real Time PCR késziilékkel (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN,
USA) High Resolution Melting Mix (Cat.N0.04909631001, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) hasznélataval elemeztiik. A kiértékelést a gyartd altal a gépbe

¢épitett Gene scanning programmal végeztiik.

3.10. Direkt szekvenalas
Az olvadaspont analizis eredményét direkt szekvenalassal validaltuk. A direkt
szekvenalast a 18 és 21 exon vizsgalatait kovetden az eredmények egyértelmii vad

tipust volta miatt a futasi kontrollokon végeztiikk el, valamint a 19 és 20 exonokat
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validaltuk ezzel a fiiggetlen modszerrel is, mivel ezeknél az exonoknal az olvadaspont
elemzés nem adott egyértelmii eredményt.

A reakciot BigDye® Terminator vi.1 cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, USA) felhasznélasaval végeztik a gyartd altal mellékelt protokoll szerint. A
szekvenald reakciot BigDye X terminator purification kit (Applied Biosystems, Foster
City, USA) segitségével torténd tisztitas és sequenaldé PCR utan ABI 3130 Genetic
Analyser System (Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékkel analizaltuk. (6.
melléklet)
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4. EREDMENYEK
4.1. Az FLC makroszkopos képe

A vizsgalt 11 FLC eseteink kozott 8 sebészeti resecatumot vizsgaltunk,
mindegyik esetben az FLC jellegzetes makroszkopos megjelenése volt megfigyelhetd.
Az eltavolitott specimeneken a tumor metszéslapja lagy tapintatu, sargas-fehér szindi,
kis centralis vagy excentrikus, kiilonb6z6 vastagsagu, elagazodo, lamellaris struktaraja

kotészovetes heggel, septumokkal. (6. abra)
A tumorok atlagos atméréje 86x73x76 mm volt. (5. tablazat)

A tumor koriili majszdvet architektarajat normalisnak lattuk, fibrosist vagy cirrdzist
nem lehetett kKimutatni.

6. abra Az FLC makroszkopos képe

Sebészileg rezekalt FLC nodularis szerkezettel, kis excentrikus, kotészoveti heggel (csillaggal

jelolve) és vékony septumokkal.
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4.2 A FLC szovettani jellegzetességei

A tanulményban vizsgalt 11 FLC eset mindegyike tipikus hisztopatologiai képet
mutatott. A tumor nagy, poligonalis, granularis szerkezetii, eosinophil citoplazmaval
rendelkezé daganatsejtekbdl allt, melyek oszlopokba vagy halozatokba rendezddtek
vagy helyenként glandularis struktarat alkottak. A tumorsejtek citoplazmajaban
alkalmanként ,,pale”-testeket (hyalin/colloid inclusios testek), intranuclearis

pszeudoinclusidkat, helyenként nagy prominens nucleolusokat és cholestasist lehetett

megfigyelni, osztodast alig lattunk. A tumorsejtek csoportjai jellegzetes lamellaris-

lemezes szerkezetti, fibrotikus sévényekkel, septumokkal voltak tagolva. (7. abra)

7. abra Az FLC szovettani képe

A prominens nucleolussal rendelkezé, eosinophil FLC tumorsejteket valozo szélességl,
lamellaris szerkezetli fibrotikus lemezek tagoljak. H&E (A x200, B x400)

A vizsgalt daganatszdvet mintakban necrosis nem volt, kisfoku kalcifikaciot két esetben

talaltunk. Vilagos sejtes FLC varians a vizsgalt eseteink kozott nem fordult eld.

A tumor kornyéki majszovet 5 esetben teljesen normal strukturat mutatott, mig egy

mintaban észleltiink enyhe, nem specifikus portalis gyulladast.
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4.3 Az immunhisztokémiai és morfometrias vizsgalatok eredménye

Az immunhisztokémiai vizsgéalatok az FLC-re jellegzetes eredményt adtdk. A
CK7 (8/c. abra), CK8 és CK18, valamint a HSA(HepParl) (8/d. abra), a pozitiv volt, az

AFP ¢és a CK19 azonban negativ volt az 6sszes vizsgalt FLC esetében.

8. abra Az FLC immunhisztokémiai jellemz6i. (x200)

c./ Intenziv CK7 és d./ HSA (HepParl) pozitiv FLC tumorsejtek immunhisztokémiai festéssel.

A glypican-3 (GPC3) esetek jelent6s tobbségében negativ eredményt adott, csak két

alkalommal jelent meg gyenge, fokalis citoplazmatikus reakcio a tumorsejteken.

9. abra Fokalis glypican-3 (GPC3) immunhisztokémiai reakcio FLC-ban. (x200)
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A CLDN1 és -2 hasonlo festédési mintazatot mutatott mind a harom vizsgalt
tumorcsoportban. Az anti-CLDN1 antitesttel végzett immunhisztokémiai reakcid
intenziv, membranosus, a tumorsejteket teljesen koriilvevo, jellegzetes ,,méhsejt”
(,.,honeycomb”) szeri elrendez6désben jelent meg. (10./e abra) A morfometriai
vizsgélatok alapjan szignifikdnsan magasabb CLDNI1 expressziot figyeltiink meg a
CCC esetében a kontroll csoportokhoz képest, sorendben a cHCC-nél és FLC-nél,
illetve a legalacsonyabb CLDN1 expresszio a normal méjszovetben mutatkozott. A FLC
¢s cHCC csoportok kozotti kiilonbség CLDNI1 expresszio tekintetében 1is
szignifikansnak bizonyult. (15. abra)

10. abra CLDN1 és CLDN2 immunhisztokémiai megjelenése FLC-ban

e./ Pozitiv, membranézus CLNDIlimmunhisztokémiai reakcio6 FLC tumorsejteken, mely
jellegzetes ,,méhsejt”-hez hasonlatos szerkezetet mutat, a betétképen jol lathaté a nuclearis
pozitivitas. (x200, betétkép x600) f./ Granularis és szubmembranoézus lokalizacioja CLDN2
immunhisztokémiai reakcio FLC-ben. (x200, betétkép x600)

A CLDNI1 immunhisztokémiai vizsgalat soran a 11 FLC kozil 4 esetében a
daganatsejtek 0,5 %-aban észleltiink magi pozitivitast. (10/e. abra betétkép). A cHCC-s
betegek kozott — az FLC-vel megegyezden - szintén 4 esetben talaltunk CLDN1 magi
pozitivitast, mig a CCC-ben és a normal majszovetben egyaltalan nem észleltiink a

sejtmagban pozitiv festddést.

Az FLC CLDN2 expressioja kifejezetten erds volt, az immunreakcid granularis
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citoplazmatikus/szubmembranozus jellegli pozitivitast adott a tumorsejteken, (10./f

abra) de a kiilonbség a normal majhoz viszonyitva nem volt szignifikans.

A tumorcsoportok CLDN2 expressziojat vizsgalva azt talaltuk, hogy mindegyik csoport
kozott szignifikdns kiillonbség adodott, az adatok alapjan igy megallapithato, hogy a
FLC-ban szignifikdnsan magasabb CLDN2 expresszi6 jelent meg cHCC-hez és a CCC-

hez viszonyitva. (15. abra)

A CLDNS3 esetében gyér, igen gyenge intenzitasu pozitivitast lehetett detektalni
a cHCC ¢s FLC tumorsejteken, a tumorcsoportok és normal maj kozott szignifikans

kiilonbség nem mutatkozott.

A CLDN4 ¢és CLDN7Y esetében az immunhisztokémiai reakciok cHCC és FLC
tumorcsoportokban negativnak mutatkoztak, ellentétben a CCC-vel, ahol erds, intenziv,
membranézus pozitiv fest6dést lehetett észlelni CLDN4 esetében. A CLDN4 protein
expresszidja immunhisztokémiai vizsgalatok és morfometria szerint szignifikdnsan
magasabb CCC-ben, mint a tobbi vizsgalt csoportban, ahol gyakorlatilag negativnak
bizonyult.(15. abra)

A CLDN5 a vizsgalt 11 FLC kozil 9 esetében kiilonb6z6 intenzitassal
mutatkozott pozitivnak (12/a. abra) ellentétében a cHCC-vel, CCC-vel és a normal
kontroll majjal, melyekben negativ volt. A morfometrias vizsgalatokkal kapott adatok
alapjan végzett statisztikai vizsgéalatok szerint a CLDNS protein expresszidja
szignifikansan magasabb volt a normal majhoz viszonyitva. Az FLC-ban szignifikansan
magasabb CLDNS5 expressziot talaltunk a cHCC-hez viszonyitva is. (15. abra) A
CLDN-5 immunreakcié tobbnyire membranézus formaban jelent meg, 3 esetben — a
membranosus pozitiv részek mellett - helyenként gyenge citoplazmatikus pozitivitas is
észlelheté volt az FLC tumorsejeteken. Az 5 sebészetileg rezekalt FLC mintaban a
diffuse eloszlas mellett fokalisan emelkedett intenzitasban latszott CLDNS5 pozitivitas, a
tlibiopszias mintakban intenziv pozitiv festodést észleltiink. A FLC tumorsejtek mellett
az endothelsejtek, a normal kontroll maj endothelje is CLDNS pozitiv volt, utobbi kettd
CD31-el és CD34-¢l is pozitivnak mutatkozott.

Az anti-CD34 ¢s CD31 immunhisztokémiai reakcio jellegzetes linearis poztivitas
formajaban latszott a vaszkularis endothelen minden vizsgalt csoport esetében. (12/c.

abra) A fenti két endothel marker antitesttel a FLC tumorsejtek negativak voltak.
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A tricellulin  (TRIC) immunhisztokémiai vizsgalatok soran az FLC-ben
pszeudoglandularis szerkezetnek megfelelden, illetve a tumorsejtek mentén néhol
linearis, mashol pontszerli membran6zus pozitivitds formajaban mutatkozott a reakcio.
(12/d. abra) A normal majban a TRIC pontszerii immunreakciot mutatott @ harom sejt
kapcsolatok teriiletén. Intenziv reakcid volt lathatd a hepatocytak apikalis pdlusan és a
biliaris epithelsejteken. (11/a. abra) Tobb helyen is kettds ,sinpar” szeri pozitiv
részeket és magi pozitivitast is tapasztaltunk, mely kiilonésen az immunfluoreszcens

jeloléssel volt jol megfigyelhet6. (11./b abra)

11. abra TRIC (vorés) immunfluoreszcens képen cHCC-ban (a) és FLC-ban (b). A

sejtmagvak DAPI festés utan kékes szintiek.
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A TRIC fehérje expresszidja magasabb volt a tumorok jol differenciélt trabecularis vagy
pseudoglandularis részeiben, mig a solid és anaplasticus jelllegli részeken joval

alacsonyabb volt, vagy hianyzott.

A TRIC immunreakcié formaja és intenzitasa hasonld volt a tumorokban és a tumor
kornyéki majszovetben, azonban a pozitiv tumorsejtek aranya a vizsgélt tumorokban

szignifikansan alacsonyabb volt a normal majnal. (15. abra)
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12. abra A TRIC, CLDN-5 ¢és endothelmarkerek (CD31, CD34) immunhisztokémiai
vizsgalata FLC-ban.

a./ Kiloénb6z6 intenzitassal, membrandzus jelleglien festéd6 CLDN-5 pozitiv FLC

daganatsejtek. (x200, betétkép x600)
b./ CD34 és ¢./ CD31 immunhisztokémiai reakciok.

Az érképletek és endothel intenziv pozitiv, az FLC daganatsejtek negativak. (x200)
d./ Tricellulin (TRIC) imunhisztokémiai reakcié FLC-ben. A pseudoglandularis szerkezetnek
megfelelden illetve a tumorsejtek mentén pontszerii pozitivitas mutatkozik.

(x600, betétkép x1200)
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Az EGFR immunhisztokémiai vizsgalat intenziv, plazmamembranhoz asszocialt
pozitivitast adott. (13. abra) Az EGFR protein expresszidja az Osszes vizsgalt
tumorcsoportban magasabb volt a normal majhoz viszonyitva. (16. abra) A
morfometrids vizsgalatok adatai alapjan végzett statisztikai szamitasaink szerint az
FLC-ben - a CCC csoporthoz hasonléan - a CHCC-hez és a normal kontroll majhoz
viszonyitva IS szignifikansan magasabb EGFR protein expresszi6 igazolhato. Az EGFR
protein expresszio tekintetében az FLC és CCC csoportok kozott csak minimalis (nem

szignifikans) kiilonbséget talaltunk. (15. abra)

A p-catenin immunreakci® membranozus pozitivitast jelzett a vizsgalt
tumorokban. A pozitiv kontroll hepatoblastoma mintakon észlelheté nuclearis
transzlokacidé - magi pozitivitds - sem az FLC sem a cHCC csoportokban nem volt

kimutathato.

A syndecan-1 (CD138) immunhisztokémiai vizsgalat mindegyik vizsgalt
tumorcsoport esetében membrandzus-szubmembranozus pozitivitast mutatott. Normal
maj esetében sinusoidalis pozitiv festédést lattunk. (14. abra) A legkiterjedtebb
pozitivitast cHCC esetében észleltikk, de az FLC esetében is intenziv pozitivitas
mutatkozott. FLC ¢és cHCC esetében is intenzivebb pozitivitast lattunk a CCC-hoz
viszonyitva. (15. abra) A morfometrias vizsgalatok alapjan a SYN-1 protein expresszid
a CCC-hez viszonyitva FLC-ben és cHCC-ben is szignifikansan magasabbnak
igazolddott, viszont nem volt szignifikans kiilonbség az FLC és a cHCC csoportok

kozott. (15. abra)
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13. abra Az EGFR immunhisztokémiai vizsgalatok eredménye

A./ EGFR nomal majon (x200) B./ intenziv EGFR pozitiv immunhisztokémiai reakcié FLC-ben
(x200) C./ er6sen EGFR pozitiv tertiletek cHCC-ben (x200) és D./ CCC-ben (x200)

FLC fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma, cHCC |, konvencionalis” hepatocellularis
carcinoma, CCC cholangiocellularis carcinoma, NL normal maj, EGFR epidermal growth factor
receptor
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14. abra A syndecan-1 (SYN-1; CD138) immunhisztokémiai vizsgalatok eredménye

a./ sinusoidalis SYN-1 immunhisztokémai reakcio nomal majon (x200) b./ intenziv SYN-1
pozitiv immunhisztokémiai reakciot addé FLC tumorsejtcsoportok (x200) c./ erésen SYN-1
pozitiv teriiletek cHCC-ban (x200) és d./ gyengébben festédd SYN-1 pozitiv tumorsejtek CCC-
ban (x200)

FLC fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma, cHCC |, konvencionalis” hepatocellularis
carcinoma, CCC cholangiocellularis carcinoma, SYN-1 syndecan-1 (CD138)
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15. abra A CLDN és TRIC immubhisztokémiai vizsgalatok morfometrias eredménye.
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Szignifikans Osszefiiggések: *p<0,05; ** p<0,001 FLC fibrolamellaris hepatocellularis
carcinoma, cHCC  konvencionalis” hepatocellularis carcinoma, CCC cholangiocellularis
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16. abra Az EGFR immunhisztokémiai vizsgalatok morfometrias eredménye

EGFR
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Szignifikans 0Osszefliggések: *p<0,05; ** p<0,001. FLC fibrolamellaris hepatocellularis
carcinoma, cHCC |, konvencionalis” hepatocellularis carcinoma, CCC cholangiocellularis
carcinoma, NL normal m4j, EGFR epidermal growth factor receptor

17. abra A syndecan-1 (CD138) immunhisztokémiai vizsgalatok morfometrias

eredménye
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carcinoma, cHCC  konvencionalis” hepatocellularis carcinoma, CCC cholangiocellularis
carcinoma
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13. tablazat Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményének 6sszefoglalasa

FLC cHCC CCC Normal maj
CLDN1 + ++ +++ +/-
CLDN2 ++ + - +
CLDN3 + + +/- +/-
CLDN4 - - +++ -
CLDN5 +++ - - endothel
CLDN7 - ; L+ )
OCLN + + + ~
TRIC + ++ + +++
EGFR ++ + ++ -
p-catenin +/- +/- + +/-
SYN-1 (CD138) ++ ++ + sinusoid
AFP - ++ - +
Hep-Parl (HSA) +++ ++ - ++
GPC3 +/- +/- - -
CK8, 18 - - - +
CK7,-19 + - ++ epeut
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4.4. Az mRNS génexpresszi6 vizsgalatok

A mRNS expresszids vizsgalatok soran a cHCC csoport magasabb CLDNI és
TRIC mRNS expressziojat talaltuk FLC €és a normal maj csoporthoz viszonyitva. Ehhez
képest a normal maj CLDN1 mRNS ¢és TRIC mRNS expresszidja alacsonyabb volt. Az
FLC esetében talaltuk a legalacsonyabbnak a CLDN1 és TRIC mRNS expressziojat.

A CLDNZ2 esetében a normal maj mRNS expresszidja volt a legmagasabb, ezt

kovette a cHCC majd az FLC csoport.

A CLDN4 és CLDNS5 esetében megegyezden a legmagasabb mRNS expressziot
a normal maj adta, ezt kovette az FLC, majd a cHCC csoport mRNS expresszidja. (18.

abra)

Ki kell hangstlyozni azonban, hogy a fent leirt mRNS expresszidoban mutatkozo

Kicsiny kiilonbségek egyike sem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

18. abra qPCR vizsgalattal detektalt mRNS expresszio
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FLC fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma, cHCC |, konvencionalis” hepatocellularis

carcinoma, NL normal m4j
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4.5 Az EGFR és KRAS mutaciés vizsgalatok eredménye

A vizsgalt FLC mintdkban a KRAS gén 2 exonon 1év6 12 és 13 codonjanak teriiletén

mutaciot nem talaltunk.

Codon 12 Codon 13

marker
+ kontroll
+ kontroll

A specifikusan amplifikalt PCR termékek restrikcios endonukledzos emésztést kdvetd agardz
gélelektroforézis képe

Az olvadaspont elemzéssel (HRM) és direct sequentia analizis vizsgalatokkal mutaciot

az EGFR gén 18 19 20 és 21 exonokban nem tudtunk kimutatni. (20. abra)
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EGFR 18 valamint 21-es exon specifikus olvadasi gorbéi.
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A vizsgalt mintak homogén ,,vad” tipusu csoportot alkottak.
A gorbék normalizalas utan gene scanning softverrel keriiltek kiértékelésre.
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5.MEGBESZELES

Az FLC a HCC egyik ismert variansa (altipusa), melynek pontos etiologija és
patogenezise jelenleg ismeretlen. Klinikai viselkedésén tul szamos immunhisztokémiai
marker expresszalasaban vagy annak hianyaban kiilonbozik a cHCC-tdl, a CCC-t6l és a

hepatoblastomatol is. [7]

Az FLC citokeratin profiljara jellemz0, hogy hepatocytara (CKS, -18) és biliaris
hamra (CK?7) jellemz6 citokeratinokat egyarant expresszal, melyet sajat vizsgalataink és

az irodalomban koz61t tanulmanyok [6,11,192] is alatamasztanak.

Ujabb eredmények bizonyitottak, hogy a cHCC differencialtsagatol fiiggéen 56-
89% gyakorisaggal, a FLC pedig 64% -ban expresszal egy heparin sulfate proteoglikant,
a glypican-3-at (GPC-3). A GPC-3-at a fetalis maj és a placenta is termeli, de nem
mutathat ki a normal felnétt majban. [6,193,194] Sajat vizsgalataink szerint a 11 FLC
esetek koziil 2-ben észleltink gyengén pozitiv GPC-3 fest6dést, ami ezen marker

viszonylag gyenge diagnosztikus értékére utal ebben a tumorban.

Munkank soran elséként igazoltuk, hogy a CLDN fehérjék expresszios profilja
FLC-ban megvaltozik. Megallapithato, hogy a FLC a cHCC-hez ugyan jobban hasonlit,
mint a CCC-hez, azonban mindkettétol jelentésen kiilonbozik egyes TJ proteinek

mennyiségi és mindségi jellemzadinek tekintetében.

A claudinok a TJ proteinek legfébb transzmembran komponensei és fontos barrier
funkciokat latnak el, ugyanakkor feleldsek a hepatocytak sinusoidokat (basolateralis) és

az epecsatornakat (apicalis) elkiilonitd polarizacios tulajdonsagaért. [122,146,195]

A TJ proteinek szovetspecifikus modon expresszalodnak [124] és uwjabb
eredmények szerint részt vesznek a szignaltranszdukcié folyamataban, befolyasolva a
sejtproliferaciot és differencialodast. [125,145]. A legtobb epithelsejt tobbféle claudint
IS expresszal, melyek homo- ¢és heterodimereket alkotva egymassal és mas TJ
proteinekkel is bonyolult kapcsolatban allnak. [146] Az emldsokben kiilonb6zo
eloszlasban és funkcionalis jellemzékkel 24 féle CLDN csaladba tartozo transzmembran
proteint irtak le, melyhez a kdzelmultban 3 tovabbi claudin fehérje leirdsa tarsult. A TJ
funkcio szabalyozasa alapvet6en fontos a paracellularis permeabilitas valtozasainak

1étrejottében és tobbféle alapvetd élettani funkcidhoz is nélkiilozhetetlen. [196]

-72-



DOI:10.14753/SE.2014.1904

Munkénk soran igazoltuk, hogy az FLC alacsonyabb CLDN1 és magasabb
CLDN2 protein expressziot mutat a cHCC-nél és CCC-nél, ugyanakkor mindkét claudin
szignifikansan magasabban mértékben expresszalodik FLC-ben, mint a normal kontroll
majban. A CLDNI Aaltalaban az epithelsejtekben expresszalodik nagyobb mértékben,
igy fenntartja sejtek polarizaciojat és biztositja a barrier funkcidt. Dysregulécidja
Osszefliggésben allhat a molekularis jelatviteli utak megvaltozasaval egyes laphamrakok
esetén, valamint elképzelhet6, hogy egyes tumorok agresszivabb viselkedésért is felel6s
lehet. [135,197] A CLDNI csokkent expressziojat igazoltak néhany olyan mirigyham
eredetli tumorban, mint példaul az emlécarcinoma [134], az 1. tipusi endometrialis
carcinoma [198], a colorectalis carcinoma [199] tovabba néhany egyéb malignus
daganat esetében is. [125,126,146,156,159]

A CLDN1 hepatocarcinogenesisben betoltott szerepérél az eddig megismert adatok
vitatottak. Egyes kutatok vizsgalatai szerint a CLDNI expresszidjanak hianya
Osszefliggést mutat a HCC malignus viselkedésével. [137] Azonban azt is kimutattak,
hogy a CLDNL1 in vitro a PKC delta szignaltranszdukcios folyamatokon keresztiil
kritikus szerepet jatszik a HCC sejtvonalak invazios képességének kialakulasaban. [127]
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az FLC, a cHCC és a CCC mindegyike a normal
majszovetnél szignifikdnsan erdsebben expresszalja a CLDNI proteint. A CLDNI1
protein expresszio mértéke legerésebb a CCC, majd a cHCC, legvégiil az FLC esetében
¢és a tumorok kozotti expresszio mértéke is szignifikansan kiilonbozik. Habar mindegyik
vizsgalt tumor malignus, de megallapithato, hogy a CLDNI1 protein expresszié mértéke
forditottan aranyos a tumor invaziv képességének mértékével, igy ezen eredmény

tamogatja Yoon CH és munkatarsainak fenti megallapitasat.

A CLDN2 - mely vizsgalataink szerint jobban expresszalodik FLC-ben, mint
cHCC ¢és CCC esetében - 0Osszefliggésben van a magasabb paracellularis
ionpermeabilitassal, a poérusképzddéssel és a transzepithelialis elektromos resistencidval
(TER). [200]

A CLDN?2 feliil és alulszabalyozddasat mar szamos tumor esetében leirtak. [135,198]. A
fokozott expresszido FLC-ban feltehetdleg kapcsolatos ezen daganat sajatos morfologiai

megjelenésével, a kiilondsen a nagy, poligonalis jellegi sejtformak kialakulasaval.

A CLDN4 expresszioja immunhisztokémiai vizsgalatokkal - hasonléan cHCC-
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hez - FLC esetében sem mutathaté ki. Munkacsoportunk korabbi vizsgalataink soran
mar igazolta a CLDN4 magas expressziojat CCC-ben. [147] A CLDN4 protein
kiilonb6z6 mértékben fokozottabb expresszidjat korabban szintén bizonyitottuk normal
epeuti hamon és cholangiocellularis tumorokon. [148] A CLDN4 protein megjelenését
intrahepaticus CCC és expressiojanak hianyat cHCC esetében immunhisztokémiai
vizsgalatok mellett génexpresszidés analizissel is alatamasztottak. [149] Az a
megfigyelésiink, hogy az FLC tumorsejtek még a mirigyformald részeken sem
expresszaljadk a CLDN4 proteint arra enged kovetkeztetni, hogy az FLC
differencidlodasa inkabb hepatocyta, mint cholangiocyta iranyu, habar jellemzéen CK7

pozitiv és az AFP negativ.

Kiilonosen érdekes azon megfigyelésiink, hogy egy - korabban elsGsorban
endothel specifikus TJ protein — a CLDNS5 jelentdsen magas expressziojat talaltuk FLC
esetében. Tobb kutatocsoport igazolta, hogy a CLDN5 megjelenhet a normal
epithelsejtekben [201], a retinalis epithelium fejlédése soran [202] és a normal tiidd
hengerham sejtjein, valamint pneumocytakban. [203] A CLDNS protein expressziojat
azonban megfigyelték mar tumorokban is; [159], igy az eml6 Paget korjaban [156] és
tid6 adenocarcinoma [203] esetében. Az emlitetteken kiviil a CLDNS5 jelenléte
igazolhatd kutyak angiosarcomajaban, perianalis (,,hepatoid gland”) tumoraiban;
perianalis adenomaiban és gyengén differencialt carcinomaiban, tovabba emlémirigy
hyperplasiajaban és adenomajaban is. [204] Comper és munkatarsai mutattak ki, hogy
human solid pseudopapillaris pancreas neoplasmaban a CLDN5 ¢és CLDN2 is
intenziven expresszalodik a citoplazmaban ellentétben egyéb pancreas tumorokkal,
melyek negativak erre a két TJ proteinre nézve. Felvetették, hogy ez Osszefiiggésben
allhat ezen tumorok specialis morfologiai felépitésével. [205] Vizsgalatainkban a cHCC
¢s a CCC mintakban nem mutatkozott a tumorsejtek CLDNS5 expresszidja, kivéve a
daganatok vaszkularis neoendothel sejtjeit. A vizsgalt mintainkon a CD34/31-et - mint a
vaszkularis endothel specialis markerét - csak az endothelsejteken talaltuk pozitivnak,
az FLC tumorsejtek CD34 és CD31 negativnak mutatkoztak. Nem volt kiilonbség az
FLC ¢és cHCC kozott a CD34 és CD31 festddés tekintetében. Jelenleg nincs egyértelmii
magyarazat arra, hogy az FLC miért CLDNS pozitiv, ellentétben a cHCC-vel és a CCC-
vel, azonban ez a megallapitas arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a tumorok

jelentdsen kiilonbdznek molekularis bioldgiai tulajdonsidgaikban. A legujabb kutatési
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eredmények szerint a CLDNS5 0sztrogén targetként szerepelhet a vaszkularis
endothelben, igy a munkank soran FLC-ben igazolt jelentés CLDN5 expresszionak
fontos szerepe lehet az FLC patogenesisében és esetleges jovObeli ujabb terapiak

kidolgozasaban.

Egyelére még nem vilagos, hogy a tirozin-kinaz, RAF-kinaz és VEGF gatlo
sorafenib - melyet 2007 oktobere ota hasznalnak Eurdpaban a metasztatizald cHCC
célzott kezelésére - milyen megfontolasokkal alkalmazhaté FLC-ban. Az els6ként
sorafenibbel kezelt, hyperammonaemias encephalopathiaval jard, tobbszoros attétet adod
FLC esetet mar publikaltdk, azonban a betegség kimenetelérél a kozlés nem ad

informaciot . [31]

A syndecanok olyan transzmembran proteoglikanok, melyek szamos novekedési
faktorral és extracellularis matrix komponenssel kapcsolatban allnak és jelen vannak a
normal majban és majtumorokban egyarant [206,207]. Egyes kutatok vizsgalatai szerint
a syndecan-1 (SYN-1) expresszidja negativ korrelaciot mutat a cHCC esetében a tumor
differencialodasaval és progresszidjaval. [207] Sajat eredményeink szerint FLC-ben és
CHCC-ben magasabb SYN-1 protein expressziot talaltunk CCC-hez viszonyitva,
azonban nem volt szignifikans kiilonbség az FLC és a cHCC SYN-1 expresszioja
kozott. A tumorok osztilyozasdra vonatkozdan tovabbi adatok nem allnak
rendelkezésre, mert munkdm soran vizsgalt cHCC ¢és CCC esetek mindegyike grade II.-
I11.-nak felelt meg. A kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a CCC-ben
kapott alacsonyabb SYN-1 expresszié ezen tumorok agresszivabb viselkedésével lehet
Osszefiiggésben. A fenti megerdsitésére azonban a jovOben tovabbi vizsgalatokra van

még sziikség.

Osszefoglalva, tanulmanyunk hozzajarult a FLC tovabbi specialis jellemzdinek
feltarasahoz. Ennek soran szamos a FLC, a cHCC és a CCC kozotti, a TJ proteinek
Osszetételében meglévo kiilonbséget igazoltunk. (13. tablazat) Az eredmények alapjan
megfogalmazhatd, hogy a CLDN mintazat tekintetében az FLC inkabb hasonlit a
CcHCC-re, mint a CCC-re. A FLC-nak a CLDNS protein expresszalasa jellegzetes és
specifikus tulajdonsagnak tekinthetd, mely megkiilonbozteti az FLC-t az vizsgalt egyéb
primer malignus majtumorokt6l. A CLDN5 ennek alapjan differencial diagnosztikus

markerként is felhasznalhatd és tovabbi fontos informaciokat adhat a FLC
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pathogenesisének megértéséhez €s esetleg tovabbi terapids célpont is lehet. Munkank
tovabbi olyan eredményekkel egészitette ki az FLC specidlis jellemzdit és a korabbi
megfigyeléseket [92], mint a tumor fokozott EGFR expresszioja. Megallapithato, hogy
az FLC a cHCC-nél fokozottabban expresszalja az EGFR-t, ezenkiviil EGFR és KRAS
mutaciot sem hordoz, melyek alapjan a jovében ezen tumorok sikeres anti-EGFR

kezelésének lehetdsége meriilhet fel.

-76 -



DOI:10.14753/SE.2014.1904

6. KOVETKEZTETESEK

Elsdként mutattuk ki a TJ proteinek mintdzatanak jellegzetes valtozasat FLC-

ben.

Kimutattuk a CLDN5 magas expresszidjat FLC-ban, egyéb primer

majtumorokkal szemben.

A CLDN4 negativitasa FLC-ban a tumor cHCC-hez valé hasonlosagat

igazolja ¢és elkiiloniti a CCC-tdl.

Elséként mutattuk ki a tricellulin expressziot FLC-ben és annak magi

pozitivitasat.

Igazoltuk a FLC fokozott EGFR expressziojat, valamint az EGFR és KRAS

crer

A fentiek alapjan a FLC a HCC olyan specialis altipusa, mely a TJ protein
mintazat alapjan egyéb primer majraktol jol elkiilonithets. Az igazolt
fokozott CLDNS5 ¢és EGFR expresszio jovobeli terapids célpont alapjaul

szolgalhatnak FLC-ben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A fibrolamellaris carcinoma (FLC) a hepatocellularis carcinoma (HCC) ritkabb
eléfordulast, jellegzetes szovettani megjelenést mutatd altipusa, melyet fiatal korban,
cirrdzistdl mentes majban valé eléfordulas jellemez és etiopatogenesise tisztazatlan. A
tight junction proteinek (claudinok, occludin, tricellulin) eloszlasa jellemzo a kiilonb6z6
tipust normal szovetekre ¢és eltérd formaban mutatkozik a kiilonféle daganatos

megbetegedésekben.

Célunk volt ezért az FLC olyan sejtbioldgiai tulajdonsdgainak karakterizalasa,
melyek segithetnek a majrak egyéb formaitdl valo elkiilonitésben, kozelebb visznek a
daganat etipatogenezisének megértéséhez ¢és egyben terdpias célpontként is
szolgalhatnak. FLC, HCC és cholangiocellularis carcinoma (CCC) eseteket vizsgaltunk

immunhisztokémiai és molekularis bioldgiai modszerekkel.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy protein és mRNS szinten az FLC
sejtkapcsold struktarainak tight junction (TJ) fehérjéi, sajatos valtozast, jellegzetes
mintazatot mutatnak. Megallapitottuk, hogy a claudin (CLDN)1 a FLC-ban
alacsonyabban expresszalodik, mint HCC-ben, azonban ez fokozottabb a normal
majhoz viszonyitva. Leirtuk a CLDN1 nuklearis pozitivitasat FLC-ben. A CLDN4
negativitaisa FLC-ben a tumor cHCC-hez valé hasonlosagat igazolja és elkiiloniti a
CCC-t6l. Ennek alapjan a claudinok expresszids mintazata FLC-ben a HCC-hez mutat
hasonlosagot és kiilonbozik a CCC-re jellemz6 képt6l. Elséként igazoltuk a tricellulin,

mint a kdzelmultban leirt Gj TJ fehérje komponens expressziojat FLC-ben.

Munkénk sordn elsdként irtuk le, hogy az FLC, az elsdsorban endothel sejtekre
jellemzé6 CLDN5 proteint jelentds mértékben expresszalja, mely egyéb primer
majcarcinomaban nem észlelhetd és az FLC szdvettani diagnosztikdjaban alkalmazhato.
Kimutattuk az EGFR fehérje fokozott expressziojat FLC-ben és egyuttal igazoltuk,
hogy emogott nem all az EGFR gén mutacidja. Emellett az FLC-ben sem a KRAS gén

mutacidja, sem pedig a B-catenin mutaciot jelzé magi expresszidja nem volt igazolhato.

A fentiek alapjan megéllapitottuk, hogy az FLC a HCC-k olyan specidlis altipusa,
mely a TJ protein mintdzat alapjan egyéb primer majrakoktol jol elkiilonithetd. Az
altalunk feltart molekularis eltérések a jovOoben 1) terdpids célpontok alapjaul

szolgalhatnak FLC-ben.
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8. ABSTRACT
Fibrolamellar carcinoma (FLC) is a subtype of hepatocellular carcinoma (HCC)
presenting with characteristic histology and showing relatively low incidence. The
tumor characteristically occurs at young age and in non-cirrhotic liver, and its
etiopathogenesis remains as yet unclear. The expression pattern of tight junction
proteins (claudins (CLDN), occludin and tricellulin) characterizes different types of

normal tissue moreover; different tumor types reveal irregular variations.

Our aim therefore was to explore the cell biological characteristics of FLC
which might help to distinguish this tumor from other hepatic malignancies and bring us
closer to understand its etiopathogenesis, and to discover markers which might also
serve as therapeutic targets. FLC, HCC and cholangiocellular carcinoma (CCC) cases
were investigated by immunohistochemistry and molecular biological methods.

Based on our results we were able to reveal that the tight junction (TJ) proteins
show characteristically altered mRNA and protein expression patterns in FLC. CLDN1
showed decreased expression in FLC compared with HCC, but increased expression
when compared with normal liver tissue. We described CLDN1 nuclear positivity in
FLC. CLDN4 negativity in FLC proved the similarity of the tumour to conventional
HCC, distinguishing it from CCC. Accordingly, the CLDN expression pattern in FLC is
similar to that observed in HCC and differs from the pattern detected in CCC. Our
group was the first to describe the expression of tricellulin, a recently described protein
component of TJs in FLC.

Further, we were the first to prove that tumor cells of FLC express a
considerable amount of CLDNS5, a protein otherwise primarily found in endothelial
cells. This feature can not be detected in HCC and CCC; it could therefore be used in
the histological diagnostics of FLC. We showed increased expression of EGFR in FLC
and proved that this finding did not imply the mutation of the EGFR gene. Furthermore,
neither KRAS gene mutation, nor the nuclear expression of beta-catenin indicating its
mutation was detected in FLC.

Taken together, it can be stated that FLC is a specific subtype of HCC, which
can be well distinguished from primary hepatic carcinomas based on the expression
profile of TJ proteins. The detected molecular alterations might also serve as new

therapeutic targets in FLC.
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12. FUGGELEK

1.MELLEKLET
RNS 1zoLALAS LEPESEI QIAGEN RNeasy® FFPE Kit (Cat.No73504, QIAGEN,

Hilden, Germany) hasznalataval

Deparaftindlés:
(1) A paraffinba agyazott blokkrol lemetszett 3-10 um vastagsagi metszetekrdl a

nagyobb
paraffinrészeket pengével eltavolitjuk és a maradék metszetet 2 ml-es milanyag
microcentrifugacsdbe tessziik.

(2) 160 pl- 320 ul xylollal 10s —ig vortex-el elkeverjiik.

(3) Inkubaljuk az elegyet 3 percig szobahdmérsékleten (ismételhetd, amennyiben a
paraffin nem oldodott ki megfeleléen)

(4)  Centrifugaljuk max sebességen 2 percig, majd eltavolitjuk a feliiluszot.

(5) A pelletre a xylollal megegyez6 mennyiségli 100% ethanolt tesziink,
vortexeljiik, majd ismételjiik a (4) 1épést.

(6) A pelletrdl nyitott centrifuga csé mellett elparologtatjuk a maradék ethanolt.

Emésztés:

(7) 150 pl- 240 pl Buffer PKD-t és 10 pl proteinase K-t adunk hozza, vortex-el
alaposan megkeverjiik.

(8)  Inkubaljuk 55°C-on 15 percig, majd 80°C-on 15 percig. (A 80 fokos
inkubalassal a formaldehid rmiatt modosult nukleinsavak visszaalakitasat érjiik

el — hosszabb, ill. nagyobb héfokon a nukleinsavak jobban széttéredeznek.)

DNase kezelés/RNS kicsapasa/megkotése RNeasy MinElute spin eluald oszlopra,:

9) DNase Booster Buffer equivalenst hasznalva DNase I stock
oldatot készitiink és10 ul-t adunk az oldathoz, majd a pipettazéssal
osszekeverjiik.

(10)  Inkubalas 15 percig szobahén.

(11) 320 p-500 pl Buffer RBC-t adunk hozza, 6sszepipettazzuk, majd

(12) 720 pl- 1200 pl ethanolt (100%) adunk a mintahoz.
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(13) 700 pl térfogatonként a mintat atvisszik 2 ml-es gytijtdcsében elhelyezett
RNeasy MinElute spin elualé oszlopra. Majd centrifugaljuk 15 sec-ig >8000 X ¢
(>10,000 rpm) fordulatszamon. (a gytijtécsébol a folyadékot kidntjiik)

(14) A fenti 1épést addig ismételjiikk, mig a teljes mintamennyiséget felvittik az

oszlopra.

Mosas:

(15) 500 pl Buffer RPE oldatot visziink fel az RNeasy MinElute spin elual6 oszlopra.
Centrifugaljuk 15 sec-ig >8000 x g (>10,000 rpm) fordulaton. (a gy{jtécsébol a
folyadékot eltavolitjuk)

(16)  El6z6 1épést ismételjiik, centrifugalas 2 percig >8000 x g (>10,000 rpm)
Fordulaton, majd teljes fordulaton 5 percig centrifugaljuk nyitott fedéllel (a

megmaradt ethanoltartalom elparologtatdsa miatt).

Elualas:
(17) RNeasy MinElute spin elual6 oszlopot 4j 1.5 ml-es gyiijtécsébe helyezziik és
14-30 pl RNase-mentes vizet helyeziink a membranra, majd teljes fordulaton 1

(5) percig centrifugaljuk zart fedével. Az RNS-t -80 C°-on taroljuk.
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2. MELLEKLET

RNS izolalasa fagyasztott szovetbol Trizollal.

Lysis

10-20 mg folyékony nitrogénben/isopentanban fagyasztott szévethez 1 ml Trizol
reagnst (Invitrogen, Cat.No. 15596-026) adunk, majd homogenizaljuk a szdvetet
sterilizalt UH szovethomogenizator vagy dorzsmozsar segitségével. (A mintak kozott

steril DEPC v izzel mosast végziink)

Fazis szeparalas:

Inkubalas RT-en Trizollal 15 min
CHCI3-at adni hozza ml-ként 0,2 ml (-20°C) és 6sszkeverni vortex-el. 1 min
(Reanal Cat.No. 16900-1-08-65)

Ismételt inkubalas (RT) 3 min
Centrifugalas (4°C) 12x10° Xg sebeséggel 15 min

Felsd fazist dvatosan lepipettdzni, 0j cs6be tenni.
Ismételten 1:1 aranyban CHCI3-at adni hozza (-20°C) és 6sszkeverni vortex-el.

Ismételt centrifugalas (4°C) 12x10° Xg sebeséggel 2 min

RNS kicsapasa

Felso vizes tazist 0j csObe tenni, €s 0,5 ml (-20°C) izopropil alkohollal elkeverni.

(Merck Cat.No.:100995-1000)

Inkubalas szobahOmérsékleten 10 min
Centrifugalas (4°C) 12x10° Xg sebeseéggel 5 min
RNS ujraoldasa

A feliiluszot lepipettazni és a fehér RNS csapadékot 75% -20 fokos etanollal mostam.
Majd az RNS ujrafeloldasat 0,1 ml RNase mentes (DEPC) vizben végeztem.
A nucleinsav koncentraciot Nanodrop 1000 (Wilmington, DE) spektrofotométerrel

260/280 nm hullamhosszt alkalmaz6 protokollal mértem.
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3. MELLEKLET

DNS 1z

OLALALAS LEPESEI QIAGEN QIAmp® FFPE Tissue Kit (Cat.No73504,

QIAGEN, Hilden, Germany) hasznalataval.

Deparaftindlés:

(1) A paraffinba agyazott blokkrol lemetszett 5-10 um vastagsagt anyagrol lathato
paraffint pengével eltavolitjuk és 1,5-2 ml-es miianyag microcentrifugacsébe
tessziik.

(2) 1 ml xylolt tesziink hozza, majd 10s —ig vortex-el elkeverjiik alaposan, majd
centrifugaljuk az elegyet 2 percig, teljes sebességen szobahdmérsékleten

(3) Feliiltszot lepipettazzuk, pellet marad a csében, majd 1 ml 96% ethanolt adunk
hozzé és 2 percig teljes sebességen szobahdmérsékleten centrifugéljuk

(4)  Ismét lepipettazzuk a feliiluszot, a nyitott csovet 37C-os termosztatban szaritjuk
10 percig.

Emésztés:

(5) A pellethez 180 pl Buffer ATL adunk és resuspendaljuk, majd 20 pl Proteinase
K-t adunk hozza, alaposan 6sszekeverjiik.

(6)  Inkubaljuk 55C-on 1 h-ig (amig teljesen feloldodik).

(7)  Centrifugaljuk a csovet (kupakbol a cseppeket eltavolitjuk) — ha RNS mentes
DNS-re van sziikség- még 2 pl RNaset (100mg/ml) tegyiink hozza.

(8) 200 pl Buffer AL-t adunk a mintdhoz és 0sszekeverjiik alaposan, majd
inkubaljuk 70C-on 10 percig. Adjunk hozza 200 pl 96%-os ethanolt és ismét
elkeverjiik.

(9)  Ovatosan attessziik a lizatumot QIAamp MinElute oszlopra, melyet 2 ml
gylijtdcsObe helyeziink (ne érintsiik a sz€lét), majd 6000x g (8000 rpm)
fordulatszamon 1 percig,

Mosas:

(10)  Adjunk hozza 500 pul Buffer AW 1-et, majd centrifugalas 6000x g (8000 rpm)
fordulatszamon 1 percig, majd athelyezziik 11j cs6be.

(11) Adjunk hozza 500 pl Buffer AW2-et, majd centrifugalas 6000x g (8000 rpm)

fordulatszamon 1 percig, majd athelyezziik 0j csébe.
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(12)  Centrifugalas teljes fordulaton (20x10°xg, 14x10° rpm) 3 percig, a membran

teljes szaradasaig.
Eluélas:

(13) Helyezziik a QIAamp MinElute oszlopot tiszta 1,5 ml miianyagcsObe, tegyiink a
membran kézepére 20-100 pl Buffer ATE-t.
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4, MELLEKLET

Experion™ DNA 1K Analysis Kit (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
DNS chip (1-11 minta vizsgalatahoz)

Experion™ DNS chip

L — DNS létra bemérési hely
GS — gélfestékoldat bemérési hely

1-11 — mintak bemérési helyei

LOT# JJO5UKO2
EXP MAR/05/08

BioRad Experion™ DNA 1K Analysis Kit hasznalata:

A gyarto altal ajanlott leirdst kovetve a kovetkezd folyamatot végeztiikk el Experion
elektroforézis késziilék és software inditasa utan: A kitben talalhato DNS festéket (ST),
DNS loading puffert (B), 1 K DNA ladder-t (L) és a gélet (G) fénytdél védve 15-20
percig szobahOn equilibraltuk, majd a vizsgalathoz sziikséges gelfesték oldatot (GS)
készitettiik el. (12,5 pL DNS festék (ST) + 250 uL gel (G) — 10 sec vortex keverés €s
filter cs6von torténd sziirés, centrifugalas utan kapjuk a GS oldatot. Ellendriztiik, hogy a
GS atpasszalodott a szliron — kék szin normal, majd alufolidba csomagolva, fénytol
védve taroltuk.) Ezt kovetden a DNA 1K létrat a DNS mintaval a felhasznélasig jégen
taroltuk (0,1-50 pg/ul koncentracid kozott nincs sziikség higitasra, efelett 10mM Tris-
EDTA (TE) pufferrel higitottuk vissza.

A chip elétoltéséhez 9 ul GS oldatot pipettaztunk a zolddel jelzett GS wellbe. A C3
gomb megnyomadsat kdvetden a chipet a késziilékbe helyezziik, majd a Start gombbal
elinditjuk az el6toltést (a mivelet végén ellendrizziik, hogy buborékmentesen, és
teljesen sikeriilt a csatornak el6toltése). Ezutan a tovabbi 3db GS jelzésti wellbe is 9-9
ul GS oldatot adunk. Ezt kovetden 5 pul DNS loading buffert adunk az L, valamint az 1-

11 szammal jelzett wellekhez (egy wellt sem szabad {iresen hagyni!). Ezutdnl pl DNS
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1étrat az L, majd 1-1 pl DNS mintat toltik be az 1-11 wellekbe (a nem hasznalt
wellekbe TE puffert kell tenni) (lasd el6z6 oldalon Experion™ DNS chip 4bra).

A kilonbozé chip futtatdsok, mérések kozott a kithez mellékelt tisztitd chipet
hasznaltunk, melyet 800 pl DNase mentes vizzel toltottiink fel.

A vad tipusu (wt) mintdk alapjan amennyiben a vizsgalt minta tobb, mint 5% alternativ
savot tartalmazott, — az érzékenységi kiiszobot figyelembe véve - mutacionak

véleményeztiik.
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5. MELLEKLET
DNS izolaldas Masterpure™ DNA Purification Kit (Catalog No. MCD85201,

Epicentre Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA) hasznalataval.

1)

(2)

(3)

(4)

()

(6)

(7)
(8)

©9)

A paraffinba dgyazott blokkrdl lemetszett 10-50 mg mennyiségii, 10-35
pum vastagsagra metszett szeletekrdl a paraffin nagyjat eltavolitjuk.
Hozzédadunk 1-5 ml xylolt a paraffin kivondsara ¢és inkubaljuk
szobah6mérsékleten 10 percig. Centrifugaljuk, majd az oldatot
eltavolitjuk a pelletrol.

Megismételjiik a 2. 1épést.

Hozzaadunk 1-5 ml of 100% -os ethanolt ¢és inkubaljuk
szobahdmérsékleten 10 percig. Centrifugaljuk, majd az oldatot
eltavolitjuk.

Megismételjiikk a 4. 1épést, majd elparologtatjuk a maradék ethanolt is,
szaritjuk.

Proteinase K-t oldunk fel 300 ul Tissue and Cell Lysis Solution-ban ¢és
mindegyik mintdhoz 2 ul-t aduk hozza, majd jol elkeverjiik.

Inkubaljuk 65°C-on 15 percig majd 10 sec-ig keverjiik vortex-el.
Hitsiik le a mintat jégen és adjunk hozza 1 pl of RNase A —t, majd jol
keverjiik el.

Inkubéljuk 37°C-on 30 percig, majd helyezziik jégre a mintat 3-5 percre.

Nukleinsav precipitacio:

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

Adjunk 150 ul MPC Protein Precipitation Reagent-et 300 ul feltart
mintdhoz és vortex —el keverjiik 10 sec-ig.

A kicsapott tormelékes mintat centrifugaljuk 4°C-on 10 percig >10,000
Xg —vel microcentrifugaban.

A feliiluszot tegyiik at tiszta microcentrifuga csébe és dobjuk el a
csapadékot (pellet).

Adjunk 500 pl isopropanolt a feliiliszohoz, majd razzzuk fel-le a csovet
néhanyszot (30-40).

Gyljtsiik pelletbe a DNS-t centrifugalassal 4°C-on 10 percig
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microcentrifugaban.

(15) Ovatosan ontsiik le az isopropanolt oly médon, hogy a DNA pellet
maradjon a csOben.

(16) Oblitsiik 6vatosan - a pelletet nem eltavolitva - kétszer 70%-0S
ethanolal.

(17) Pipettazzuk le a maradék ethanolt, majd resuspendaljuk a nukleinsavat

35 ul of TE Buffer-ben.
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6. MELLEKLET

A minta el6készitése spektrum kalibralashoz ¢és direkt szekvenalashoz BigDye®

Terminator v1.1 Sequencing Standard Kit (Cat.No.Applied Biosystems, Foster City)

felhasznalasaval ABI 3130 Genetic Analyser System késziilékre.

Spektrum kalibralas:

1) Resuspendaljunk egy steril microcentrifuga csében Sequencing Standard mintat
170 uL Hi-Di™ Formamide-ban.

(2)  Vortex-el keverjiik at, majd microcentrifugaban centrifugaljuk 1-2 percig.

(3)  Melegitsiik fel 95°C-ra 2 percig denaturalni, majd helyezziik jégre.

(4)  Adagoljunk 10 pL denaturalt Standard mintat egy 96-lyuk microtiter lemezre
(plate) A lyukhelyezés: A1 - H2 for 16 capillarisra vagy Al-D1 4 capillarisra.

(5)  Centrifugaljuk a platet.

(6)  Helyezziik az automata mintavevore, majd a késziilék ajanlas szerinti modban

indithato és a kalibralas elvégezhetd a protokollnak megfelelden.

Szekvenaldo PCR (ddNTP - dideoxi nukleotidok bevitele PCR soran):

A szekvendlni kivant PCR termékek megfeleld ng DNS-t tartalmazé mennyiségét a

protokollnak megfeleléen 0sszemérjiik. (A szekvenalandd DNS szakasz hosszusagtol

fligg a bemérendé DNS mennyisége pl. 500-1000 bp-nal 5-20 ng DNS). Szekvenalo

PCR-hez mindig csak egy primert hasznalunk, vagy a forward, vagy a reverz primert.

Reagens Térfogat/reakcio
Ready Reaction Premix 2.5x 8 ul
BigDye Sequencing Buffer 5x 4 ul
Primer (15uM) 0,5 ul
Templat minta DNS
dH20 max. 7,5 pl
Végso térfogat 20 pl

PCR ciklus:

Elomelegités 96 fok 1 min,
25 ciklus: 96 fok 10 sec; 50 fok 5 sec; 60 fok 4 min
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Szekvenalo PCR termékek tisztitdsa:

Oldatok: SAM Solution - hasznalat el6tt a kivalt részecskéket ujra fel kell oldani (ha
van), ezért ilyenkor 37 fokra kell melegiteni. XTerminator Solution - hasznalat el6tt

legalabb 10 s -ig vortexelni kell, hogy homogénné valjon az oldat.

A PCR termékek 20-20 ul-hez 110 ul premixet (90 ul SAM Solution és 20 ul
XTerminator Soulution) mériink. (A premix maximum 5 napig tarthaté el +4 fokos
hiitében.) A mixet vortexeljiik, majd a mintakhoz adjuk. A 96-0s plate-et foliaval
lefedjiik, majd az 0sszemért oldatokat 30 percig razatjuk plate razon: IKA MS3 esetén
2000 rpm-mel. Majd lefugaljuk 1000g 2 percig.

Kapillaris elektroforézis:

A feliilaszobdl (a ,,gyongyok™ ne keriiljenek at) 10 v. 20 ul-eket atpipettazva a 96-0S
plate-re végezziik a kapillaris elektroforézist: A platen kicseréljiikk a foliat egy septara
(96 wellnek megfelelden perfordlt gumi fedd) és a Sequencer-be tessziik a mintdkat

,,Szekvenalni”.
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