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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFP: alfa-fétoprotein

AFP-L1: alfa-fotoprotein L1

AFP-L2: alfa-fGtoprotein L2

AFP-L3: alfa-fotoprotein L3

AFU: al-fukozidaz

AMPK: adenozin monofoszfat-aktivalt protein kinaz
10,25(0OH)2D2: la,25-dihidroxi-cholecalciferol, kalcidiol
10,25(0H)2D3: 1a,25-dihidroxi-cholekalciferol, kalcitriol
AU: arbitrary unit

BMI: body mass index

CYP24ALl: vitamin D24-hydroxylase enzyme
CYP27B1: 25-hydroxyvitamin D3 1-alpha-hydroxylase
DBP: vitamin D binding protein

DNS: dezoxiribonukleinsav

FC-GP73: fukozilalt GP73

ETT: Egészségugyi Tudomanyos Tanacs

FUO: fever of unknown origin

GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GGT: gamma-glutamil transzferaz

GPC3: glipikan-3

HBeAg: hepatitis B virus e antigén

HBsAQ: hepatitis B virus surface antigén

HBV: hepatitis B virus

HCC: hepatocelluléaris carcinoma

HCV: hepatitis C virus

HDV: hepatitis D virus

HIV: human immunodeficiency virus

HSP70: hésokk fehérje 70

IGF1: inzulin-like growth factor

IL28B: interleukin 28B
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IRS-1: insulin receptor substrate 1

JNK: ¢c-Jun Kinaz

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz
MARSS: memrane-associated rapid response steroid-binding protein
microRNS: micro-ribonukleinsav

M-MLV: Moloney Murine lekuemia virus
mVDR: D-vitamin membranreceptor
NAFLD: non-alcoholic fatty liver desease
NASH: nem-alkoholos steatohepatitis

ns: nem szignifikans

PCR: polimeraz lancreakcio

PDGF: trombocita névekedési faktor

PTEN: tenzin-homolog foszfataz

PTH: parathormon

RNaz: ribonukleinéz

RNS: ribonukleinsav

RT-PCR: real-time polimeraz lancreakcio
SCCA: squamous cell carcinoma antigén
TERT: telomeraz reverz transzkriptaz
TGF-B1: transzformalo ndvekedesi faktor 1
TNFa: tumor nekroézis faktor a

TUKEB: Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
VDR: D-vitamin receptor

VDRE: vitamin D response element

VEGF: endotelialis novekedési faktor

VEGFR: endotelialis novekedeési faktor receptor
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2. BEVEZETES

A rosszindulatl daganatok és a bioldgiailag aktiv D-vitamin, az 10,25(OH)2D3
kozott fennall6 Osszefligges, mint altalaban az orvostudomanyban, az egyedi
megfigyelésekb6l indult ki. A biologiailag aktiv D-vitamin, a cholecalciferol
felfedezése a XX. szazad els6 felére tehetd, szamos tudods egyiittmiikodésének
koszonhetéen (1). A D-vitamin szerepe a rosszindulati daganatokban kezdetben
preventiv faktorként merult fel (2; 3; 4). Vastagbéldaganat incidenciaja kapcsan
figyelték meg els6ként, hogy a napsitdtte ordk szaméanak, ezzel parhuzamosan a
betegek szérum D-vitamin szintjének csokkenésével jelentésen emelkedik a colorectalis
carcinoma el6fordulasa (5). A prosztatarak el6fordulasaban is kimutattak egy ehhez
hasonlo észak-deli iranyd incidencia csokkenést (6; 7). A tovabbi kutatdsok soran
bebizonyosodott a D-vitamin antitumor hatésa in vitro és in vivo, nemcsak colorectalis
rdkban, hanem szamos mas rosszindulatt daganatban (8; 9; 10; 11).

A hepatocelulléris carcindma (HCC) valamivel késébb keriilt a D-vitaminnal
kapcsolatos daganatkutatas el6terébe. A kezdeti kutatasok soran kiderdlt, hogy a D-
vitamin hianyos egerek fogékonyabbak a vegyi anyagok hatasara kisérletesen indukalt
hepatocarcinogenézisre (12). Tobb oka van, hogy miért valasztottam a doktori
disszertaciom témajaul a D-vitamin metabolizmus vizsgalatdt HCC-ben. Habar
Magyarorszagon az évente diagnosztizalt HCC-és betegek szdma alulmarad a tiidérak
vagy a colorektalis rak incidencidjanak, de sajnalatos moédon a daganat mortalitasat
tekintve az els6k kozott szerepel (13). A HCC kezelése egyre gyakoribb feladat a
magyarorszagi orvosi gyakorlat szdmara is. Az utébbi években a HCC molekularis
carcinogenézisének pontosabb megismerésével a kezelési lehetdségek is boviiltek. Uj
lokélis és szisztémas terapias szerek allnak rendelkezésre, ugyanakkor tovabbra is az

egyik legrosszabb kurativ arannyal bir6 daganatok kozé tartozik.

2.1. A hepatocellularis carcinoma epidemiologiai attekintése

A hepatocellularis carcinoma a leggyakoribb primer majrak. Az 6todik
leggyakoribb daganatos betegség és a daganatos haldlozasban vilagviszonylatban a
harmadik helyen szerepel (13). El6fordulasa és etiologiaja igen valtozatos foldrajzi

kilonbségeket mutat. Leggyakoribb Kinaban, ahol szazezer lakosra szamitott (] esetek
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szama 48,5 évente (13). Ritka daganatnak szamit Eszak- és Dél-Amerikaban, Eszak-
Europaban és Oceénidban (<5,0/100 000 lakos). Spanyolorszag, Olaszorszag és
Gorogorszag a kdzepes incidencidju orszagok kozé sorolhato (5,0-20,0/100 000 lakos)
(13) (1. &bra). Az orszagos Rakregiszter adatai alapjan Magyarorszagon évente kb. 600
1 esetek diagnosztizalnak, és kb. ugyanennyire tehet6 az évente HCC-ben elhalalozott
betegek szdma. A Semmelweis Egyetem l.sz. Sebészeti Klinik&jan 1996-2009 kozott
211 esetben végeztek majrezekciot HCC miatt (14).

2/
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GLOBOCAN 2002, IARC

Source: Expert Rev Gastroenterol Hepatol @ 2009 Expert Reviews Ltd

1. dbra: HCC incidencia vilagviszonylatban

A férfiak korében kb. négyszer gyakoribb a HCC, mint a nékben, ami felvetette az
androgén hormonok kockazemeld, illetve a néi nemi hormonok védé hatisat a
daganattal szemben (15). Altekruse és munkatarsai altal a kozelmultban kdzolt legujabb
adatok alapjan 2007-2010 kozott emelkedett a HCC mortalitasa az Egyesilt
Allamokban (16). Az epidemioldgiai felmérések alapjan a HCC incidenciaja és a majrak
mortalitasi adatai emelkednek fekete, hispan és kaukazusi, 50 évnél id6sebb férfiakban,
ugyanakkor csokken6ben van 35-49 év kozotti férfiakban valamennyi rasszban.
Szignifikdnsan novekvd incidencia és mortalitasi arany figyelhetd meg néi nemben a

fekete, hispan és a kaukazusi rasszban 50 év felett (2. abra).
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2. abra: Eletkor szerinti HCC incidencia és mortalitas 2000-2010 koz6tt (Altekruse et al.
nyoman) (16)

2.2. Méjcirrhosis, mint flggetlen kockazati tényezé

A hepatocelluléris carcinoma kialakuldsanak az egyik legfébb kockazati
tényezo6je a majcirrhosis. A HCC 70-90%-a majcirrhosis talajan alakul ki. A cirrhosisos
betegek kdrében a HCV infekcid a leggyakoribb kockazati tényez6 (5 év kumulativ
incidencia rata 30%), amit a herediter haemochromatosis kovet (5 év kumulativ
incidencia rata 21%). HBV fert6zés esetén ez az arany az endémias teruleteken 15%, a
nem endémias terlleteken 10%. Alacsonyabb az incidencia rata alkoholos cirrhosis
(8%), illetve primer biliaris cirrhosisban (4%). HBV/HCV és HBV/HDV koinfekcio a
HCC kockazatat 2- illetve 6-szorosara noveli. Bizonyitott, hogy a HBV replikacio
csokkentésével csokken a HCC kialakulasanak kockézata HBV indukalt
majcirrhosisban (17).

A majcirrhosis leggyakoribb oka a HBV, HCV infekcio, alkoholos majkarosodas
és a NASH. Kevésbé gyakori a herediter haemochromatosis, a-1 antitripszin hiany,
autoimmun hepatitis, Wilson-kor és néhany porfiriatipus (13). A cirrhotikus gobok kb.
felében kimutathatd klondlis sejtszaporodas (18). Azonban a daganat kialakulasanak

kockazata magasabb HBV, ritkabban HCV infekcié esetén is. A majcirrhosis
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kialakuldsa nélkal a virus indukalta génmutaciok es a repair mechanizmusok
meghibasodésa vezet diszplaziahoz, majd carcindma kialakulaséhoz (19). Nemcsak az

aktiv fertézés, de a latens virushordozok (HBeAg negativ, HBsAg pozitiv) korében is
gyakoribb a HCC kialakulasa (20).

2.3. A HBV infekci6 szerepe a hepatocarcinogenezisben

A Vilag egészét tekintve a HCC leggyakoribb etiologiai faktora a hepatitis B
virus (HBV) fert6zés, ami onkogén virusnak tekinthet6. Becslések szerint 350-400
millio fertézottel kell szamolni vilagszerte (21). A HBV DNS-e integralddik a
hepatocitak genomjaba, és akut, illetve krénikus gyulladast okozva inditja el a
carcinogenézis folyamatat (22; 23; 24). A HBV virus az esetek 70-90%-aban
cirrhosison keresztil okoz méajrakot. A HBV virus hordozék HCC-re val6 kockézata
100-szorosa a virust nem hordozokhoz képest, ami mutatja, hogy a virus cirrhosis
nélkdl is karcinogen hatasu direkt genomialis kérositd hatasok révén (21). Az endémiéas
tertleteken leggyakoribb fert6zési mod az anyardl az Gjsziilottre (vertikalis atvitel)
torténd fertézés. Az igy fert6zott jszilottek 90%-a valik kronikus virushordozéva. Az
alacsony HCC incidenciaju teruleteken, ahol a HBV leggyakoribb &tviteli modja
felnbttkorban szexudlis tuton, illetve parenteralisan torténik. Ezekben az esetekben a
fertézottek tobb, mint 90%-a spontan meggyogyul. Azsiaban a HBV incidenciaja 0,4%
és 0,6% kozott van (13). Szamos kockazati tényez6t azonositottak, amelyek megndvelik
a HBV hordozdokban a HCC kialakulasat; pl. a férfi nem, a magasabb életkor (a fert6zés
fennallasénak ideje), &zsiai és afrikai rassz, a majcirrhosis jelenléte, HCC a csalédi
anamnézisben, aflatoxin expozicid, alkohol, dohanyzas vagy HCV/HDV koinfekcid.
Szintén magasabb a HCC-re vald kockazat magas HBV replikacios rata esetén, aminek
legfobb indikatora a HBeAg jelenléte vagy a magas HBV-DNS szint. Tovabba azsiai
vizsgalatok bizonyitjak, hogy a C genotipusnak sulyosabb a méajkarositoé hatasa, mint a
B genotipusu virusnak (25). A hepatitis B virus elleni vakcina széleskoriien elismert és
alkalmazott megel6zési modszer a HBV infekcid és egyben a HCC megeldzésére. 10
évvel az immunizéciés program bevezetését kovetben, a 6 és 14 év kozotti taiwani
gyermekek korében a HCC incidenciaja 0,7/100 000-r61 0,36/100 000-re csokkent (26).

A kérdés jelentéségét az is mutatja, hogy felmérések szerint 2000-ben a HBV-vel
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Osszefliggésbe hozhatd haldlesetek szdma 620 000 volt, ebbdl kb. 580 000 kronikus
HBV infekcio talajan kialakult majcirrhosis és HCC volt. A bevezetett gyermekkori
HBV védooltas 90%-0s lefedettsége esetén ¢és az els6 dozis alkalmazasaval a
szlletéskor, a HBV-vel 6sszefliggd halalozasok 84%-a megel6zhetd lenne (27).

Régota ismert, hogy a HBV DNS integralodik a hepatocitdk genomjaba. Ez a
folyamat az esetek egy részében mar az akut fertézés soran megtorténik (28; 29). A
beépiilés utan a fertézott sejtek klonalis expanzidja indul meg. Osszetett genomialis
folyamatok részeként a beépllt virus DNS szekvencia a gazdaszerv bizonyos DNS
fragmentumaival egyitt képes transzlokalddni akar egyik kromoszomardl a maésikra,
ami kromoszéma instabilitast okoz (30; 31). Ezen kivil a beéplilt idegen szekvencia a
gazdaszervezet génjeiben expressziovaltozast is okoz, ami jelentdsen befolydsolja a
sejtproliferaciot és az intracellularis jelatviteli mechanizmusokat (32; 33).

Széamos HBV infekcio talajan kialakult HCC esetén kimutatott a telomerazt
kodold gén és a kalcium homeosztazishan szerepet jatsz6 gének HBV okozta
karosodasa (34). Ma mar vilagossa Vvalt, hogy a HBV fertézés kimenetelét alapvetéen
meghatarozza a gazdaszervezet virusfehérjék ellen inditott immunvélasza. Habar a HBV
nem tekinthetd alapvetden citopatogén virusnak, szdmos virusfehérjérél bizonyitott,
hogy kozvetlenll szerepe van a kronikus hepatitis és a HCC kialakulasaban (18). Nem
talaltak Osszefiiggést a kronikus HBV fert6zott betegek VDR gén polimorfizmusa és a
HCC kialakulasanak kockéazata kzott (35).

2.4. A HCV infekci6 szerepe a hepatocarcinogenezisben

A HBV infekciénal magasabb a HCC kialakuldasanak a kockazata (a
majcirrhosistol fuggetlenil) HCV fertézés esetén (3. dbra). A HCC-s betegek 44-66%-a
Olaszorszagban, 27-58%-a Franciaorszagban, 60-80%-a Spanyolorszagban és 80-90%-a
Japanban HCV fert6zo6tt (13). Egy metaanalizis vizsgalat szerint HCV fert6zés esetén a
HCC kialakulasa 17-szeresére emelkedik a virusmentes csoporthoz képest (36).

A HCC Kkialakulasanak kockazatat nehéz megbecsilni adekvat hossz( tava kohort
vizsgalatok hianyaban, jollehet a hozzavetdleges becslések szerint 30 év alatt 1-3% kozé
tehetd. A HCV fibrézis, majd cirrhosis Kkialakulasan keresztiil okoz HCC-t. Ha mér

egyszer kialakult a HCV talajan a cirrhosis, a HCC kialakulasaval az esetek 1-4%-aban

10
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kell szamolnunk, habar ez az aradny Japanban 7% felett is lehet. A cirrhosis
kialakulasanak aranya 25-30 év HCV fert6zés soran 15-35% kdzott van (37) (3. abra).
A cirrhosis és a HCC kialakuldsanak aranya a legmagasabb a HCV-vel fert6zott vért
vagy veérkészitményt kapok (pl. hemofiliasok) kézott volt, a legalacsonyabb azokban a
nokben, akik egyszeri anti-D immunglobulin kezelésben részesiltek. Nem talaltak
szoros Osszefliggést a HCV genotipus vagy a virustiter és a HCC kialakulasanak
kockazata kozott. A HCV fert6zott betegek sikeres antiviralis kezelése (pl. pegilalt

interferon + ribavirin) csokkenti a HCC kialakulasanak kockazatat (38).

AN

1%
HCC

Janoss15% \ | | 25-30 év

/«énikus hepatitis 900/&
/HCV fertbzés 100%\

3. abra: HCV fert6zott betegek HCC megoszlasa (Hassan et al. nyoman médositva) (39)

A HBYV virussal ellentétben a HCV RNS virus, és fertézés esetén nem
integralodik a huméan genomba. Ugyanakkor szamos virusfehérje interakcidba lép a
gazdaszervezet fehérjéivel, epigenetikai és genetikai modosulasok soran onkogének
aktivalddnak, tumor szupresszor gének inaktivalddnak, és komplex jelatviteli utvonalak
karosodasa révén vezet végil a kontollalatlan sejtproliferaciéhoz és a HCC
kialakulasahoz (40). Szdmos vizsgalat mutat dsszeftiggést a HCV core proteinjét kodold
génben bekdvetkezett mutaciok és a HCC kialakulasa kozott (41). HCV infekcid talajan
kialakult HCC-ben bizonyitott az interferon metabolizmus, az apoptdzis, az oxidativ
stressz és a lipidmetabolizmusban érintett jelatviteli Utvonalak karosodasa (42; 43).

Az elmult néhany évben vetdédott fel a microRNS-ek szerepe a

hepatocarcinogenezisben. Néhany microRNS (Dicer, p68) koros regulacéja szerepet

11
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jatszhat a HCC kialakulasaban, illetve jelenlétiik rosszabb prognozisra utal (44). A miR-
122 és a -199a a HCV replikécidt (45; 46; 47), mig a miR-122 a gazdaszervezet
interferon jelatviteli utvonalat befolyasolja (48). A HCV indukalt miR-155 expresszid
elésegiti a hepatocitak proliferaciojat és a tumorigenézis folyamatat a Whnt jelatviteli
utvonal aktivalasaval. A miR-155 fokozott expressziojaval szignifikansan csokken a
majsejtek apoptozisa és fokozddik azok proliferacioja (49).

Ismert, hogy a kronikus hepatitis C virus fert6zott betegekben alacsonyabb a
szérum D-vitamin koncentraci6. Bitetto és munkacsoportja bebizonyitotta, hogy a
betegek antiviralis kezelés el6tt mért szérum D-vitamin koncentracio értéke az IL28B
gén polimorfizmussal egyiitt igen jelentds prediktiv értékkel bir az antivirdlis kezelés
szempontjabol a treatment-naiv kronikus hepatitis C fert6zott betegek esetén (50). Ezt
kovetden egy izraeli munkacsoport bebizonyitotta a D-vitamin direkt antiviralis hatasat
in vitro, és feltételezi az intrahepatikus D-vitamin endokrin rendszer és a HCV fert6zés
kdzott fenndlld kapcsolatot, tovabba a D-vitamin szerepét az antiviralis folyamatokban
(51). Okkal mertl fel a kérdés, hogy mi volt elébb; a D-vitamin hidny hajlamosit
kronikus HCV infekci6 kialakuldséara, vagy a kronikus HCV fert6zés okoz, eddig nem
ismert mechanizmusokon keresztul, D-vitamin hianyt az érintett betegekben (52). Az
mindenesetre ismert, hogy a D-vitamin hiany altalanos jelenség a krdnikus
majbetegségben szenveddk esetén (az arany eléri a 92%-ot) (53). A kérdésre a valasz

egyel6re nem tisztazott.

2.5. Az alkohol ésa HCC

Hazankban a rendszeres alkoholfogyasztas komoly probléma. Az europai
populécidban az alkohol okozta HCC aranya 10,2%-ra tehet6 (54). Szdmos vizsgalat
igazolja, hogy az oxidativ stressz all az alkohol okozta majkarosodas kozéppontjaban
(55). A felszabadul6 reaktiv szabad gyokok bizonyos sejtfehérjékkel adduktokat
képeznek, ezéltal neoantigéneket létrehozva (56). Ezek a komplex prooxidativ
folyamatok direkt DNS karosodasan, mutaciok kialakulasan, vagy/és indirekt modon
génexpressziovaltozason, illetve jelatviteli kaszkad utvonalak megvaltozott miikodésén
keresztiil vezet kontrollalatlan sejtproliferaciohoz (57). A krénikus alhoholfogyasztas

sordn a CYP2E1 fokozott expresszidja, az oxigén szabadgyokok fokozott képzbdése és
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a c-myc allandé expresszidja mutathaté ki, aminek mind jelentds szerepe van a HCC
kialakuldsanak patogenézisében (58). A nagy mennyiségii rendszeres alkoholfogyasztas
(heavy drinker) szorosan kapcsolddik a majcirrhosis kialakulasahoz, de az alkoholnak
direkt karcinogén hatasa is van.

Egyre tobb adat bizonyitja, hogy az alkohol és a vas okozta maéjkéarositas
folyamata toébb szempontbdl hasonlésagot mutat (59). Azokban a herediter
haemochromatosisban  szenved6 betegekben, akik rendszeresen alkoholt is
fogyasztanak, emelkedett a HCC kialakulasanak a kockazata. Tovabba nemcsak a
haemochromatosis talajan kialakult méjcirrhosis, hanem a HFE génben jelen 1év6
mutacio 6nmagaban predisponélé faktor HCC-re (60). Azon heamochromatosisban
szenvedd betegek, akik napi 60 g alkoholndl tobbet fogyasztanak, 9-szer magasabb a
HCC kialakulasanak kockazata az ennél kevesebb alkoholt fogyasztd betegtarsaikhoz
képest (60).

Egyes adatok szerint az elfogyasztott alkoholmennyiséggel aranyosan emelkedik
a HCC kockazata, mas adatok szerint viszont csak napi 40-60 g elfogyasztott
alkoholmennyiség felett emelkedik a daganat el6fordulasa (61). Persson és
munkacsoportja bebizonyitotta, hogy a magasabb folsav bevitel csokkenti az alkohol
induk&lt HCC kialakulasat (62).

2.6. Az obesitas, a NASH és a HCC kapcsolata

A fejlett orszagokban igen jelentés probléma és nagyszamu beteget érint a
talsaly és az elhizas. Korabban kriptogén cirrhosisnak tartott esetek nagy részéért a nem
alkoholos zsirméaj (nonalcoholic fatty liver disease — NAFLD), illetve a nem-alkoholos
steatohepatitis (nonalcoholic steatohepatitis — NASH) felel6s, mely betegek nagy része
metabolikus szindromaban szenvedd férfi. A NASH Kklinikai diagndzisa nehéz, ha mar
egyszer kialakult a majcirrhosis és a hepatocellularis carcinoma (13). A NASH cirrhosis
nélkdl is okozhat HCC-t (63). Az irodalomban kevés és kisszamu prospektiv vizsgalat
talalhat6 a NASH és a HCC kapcsolatar6l. Az azonban vilagosnak latszik, hogy
cirrhosis nélkili NAFLD-ben vagy NASH-ban a HCC kockazata joval kisebb, mint
cirrhosis és NASH egyiittes el6fordulasakor (64). Ugyanakkor ez utobbi csoportban
Kisebb a HCC-re vald rizikd, mint a HCV talajan kialakult majcirrhosisban (2,6-2,7%
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éves incidencia szemben 4-4,7%) (65). Ugyanakkor a metabolikus szindroma
6nmagéaban is fokozza a HCC kialakul&sanak kockazatat (66).

Az obesitas hajlamosit valamennyi rosszindulati daganat kialakulasara, tobbek
kozott hepatocellularis carcinoma kialakulasara (67). A HCC-ben szenvedd betegeknél
kimutattak, hogy a 35 kg/m? feletti body mass index (BMI) ndknél 1,68-, férfiaknal
4,52-szeresére fokozza a daganat mortalitasat (68). A cukorbetegség fuggetlen
rizikofaktora a HCC kialakulasanak. A NASH és a HCC kozott 1év6 sszefiiggésrél mar
volt sz6. A NASH-cirrhosis-HCC patogenézisének lépései tobbnyire mara mar jol
ismertek; a mitotikus Utvonalak aktivalédasa, az megemelkedett oxidativ stressz, az NF-
kB aktivacio, immunologiai alterdciok vezetnek diszplasztikus nodulusok
kialakulasahoz. Ehhez jarulnak hozza a genetikai karosodasok, mint a pontmutaciok, a
kromoszoma karosodasok vagy a kulcsgének aberrans promotermetilacidja (69), a
telomerédz reverz transzkriptdz (TERT), a vasculéris endotelialis faktor (VEGF) és a
trombocita névekedési faktor (PDGF) aktivacioja, ami kontrollalatlan sejszaporodéashoz
és az apoptdzis hidnyahoz vezet (70). A nem cirrhotikus NASH talajan kialakult HCC-
hez vezet6 folyamat kevésbé ismert, bar mar szamos elemét azonositottak. A két csapas
tedria elvén alapszik a folyamat: az elsd csapas a zsirmaj kialakuldsa, amit masodik
csapaskent kovet az inzulinrezisztencia kialakuldsa, ami szdmos proinflammatdrikus
citokin felszabadulaséval jar (71). Az uj, ,,multipArhuzamos” elmélet szintén fenntartja
az inzulinrezisztencia fontossagat, de szdmos mas kedvezodtlen faktor jelentdségét is
hangsulyozza, mint az endoplazmas retikulum stressz vagy az autofagia. A NASH-ban
kialakult inzulinrezisztencia sordn megemelkedik a tumor-necrosis factor a (TNFa), az
IL-6 és a leptin, ugyanakkor csdkken az adiponektin szintje (72). Mindez el6segiti a
majban a gyulladas, majd a fibrdzis és a rak kialakulasat. Az adiponektinnek szintén
szerepe van a majfibrézis kialakulasaban. Adiponektin génkiltott egerekben zsirméj és
majfibrdzis alakult ki, tovabba a hypoadiponektinaemia el6segitette a HCC kialakulasat
a kiserleti allatokban (73; 74). Az inzulinrezisztenciabol szarmazo hyperinzulinaemia
fokozott inzulin-like growth factor (IGF1) és inzulin receptor szubsztrat-1 (IRS-1)
termeléssel jar. Az IGF1 egy peptid hormon, ami sejtproliferacié fokozasaval és a
hepatocitak apoptézisdnak gatlasaval novekedésfokozo hatassal bir. Ezen  kiviil
szignifikansan fokozza a mitogén-aktivalt protein kinazt (MAPK) és fokozza a c-fos és

c-jun protoonkogének expresszidjat, ami a hepatocarcinogenézis folyamataban
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kulcsszerepet jatszik (75). A fokozott IRS-1 aktivacio szintén fokozott MAPK
expressziohoz, és kovetkezésképpen a Wnt/B-katenin jelatviteli utvonal aktivaciojdhoz
vezet (76). Ezen kivil az NF-kB, JNKs (c-Jun kinaz) és STAT3 uvonal (77), az AMPK
(adenozin monofoszfat-aktivalt protein kindz) (78), toll-like receptorok (TLRs) fokozott
expresszidja (79), és a PTEN csokkent expresszidja (80) és a posztranszkripcios
modositasokat végz6 microRNS-ek is mind szerepet jatszanak a NASH talajan kialakult
HCC kialakulasaban.

2.7. Az aflatoxin B1 HCC kialakulasaban bet6ltott szerepe

Az aflatoxin B1 mérgezés vildgviszonylatban igen jelentds szereppel bir a HCC
kialakuldsdban. Az aflatoxint termeld penészgombak elsésorban a meleg égovi
orszagokban fordulnak elé. Egyes adatok szerint a HCC kockézatéat 3-szorosara noveli
(81). Leggyakrabban a foldimogyoron keresztiil torténik a fert6zés, de eléfordulhat
szOjaban, rizsben, kavéban és egyéb takarmanyféleségekben is. Az aflatoxin Bl
mergezeés a fejlodé orszagokban a HBV virus mellett a HCC legjelent6sebb etiologiai
faktora. Régdta ismert, hogy a toxin tdbbek kdzott a p53 tumorszupresszor gén
mutacioja, illetve DNS adduktok keépzése révén inditja el a hepatocarcinogenézis
folyamatéat (82; 83). Ezen kivil bizonyitott, hogy aktivalja az IGF-I receptort, az Akt és

Erk1/2 foszforilacidjat, ezaltal okozva a hepatoma sejtek migracidjat in vitro (84).

2.8. Szinergista hatasok

Az elhizds és az alkoholfogyasztas egyittes jelenlétekor szinergista modon
jelentésen emelkedik a HCC kialakuldsanak kockazata (85). A dohanyzas énmagaban,
de az alkohollal egyutt additiv modon noveli a HCC kialakulasat (86). Epidemiologiai
adatok bizonyitjdk, hogy nemcsak a HBV a HCV fert6zéssel egyiittesen, hanem a
krénikus alkoholfogyasztas a virusinfekcid mellett szinergista médon fokozza a HCC
kialakulasanak kockéazatat (87; 88). HIV pozitiv betegekben gyakori a HCV és/vagy a
HBV koinfekcio. A HIV virus hepatokarcinogén hatasarol nincsenek bizonyito adatok,
ugyanakkor a javuld antiviralis kezelésnek koszonhetéen a betegek tlélése jelentdsen

javult, ezzel egyidében fokozodott a majcirrhosis és a HCC prevalencidja ezen betegek
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korében (89). Ezzel ellentétben a rendszeres aspirin szedese és a kévéfogyasztas
csokkenti a HCC kialakulasanak kockazatét (90; 91).

Arrol mar volt szd, hogy vilagviszonylatban a leggyakoribb etiologiai tényezo a
krénikus HBV infekcio. Amerikaban és Eurdpaban a leggyakoribb oka a kronikus HCV
infekcid, amelynek szdmanak novekedésével nd a daganat incidencija. De kettds,
HCV-HBYV koinfekcio is eléfordul. A HCV infekcio szdma az 1960-70-es években
jelentdsen emelkedett az amerikai kontinensen és Kozép-Eurdpaban az intravénas
droghasznalat megjelenésével. Ezt kovetden folyamatosan nétt a fertozottek szama.
Miutadn 1990-ben bevezették a vérmintak szlirését, az ujonnan fert6zott esetek szdma
drasztikusan csokkent. Becslések szerint a HCV talajan kialakult HCC esetek szama
2010-ben érte el a maximumat (13). Habar kimutathatd némi kilénbség a HCC klinikai
képének sulyossaga, illetve a tumor klinikopatologiai megjelenése a kiilonbozo

=77

(92).

2.9. A D-vitamin metabolizmusa és tumorellenes hatasanak felfedezése

Mintegy 90 évvel ezel6tt azonositottak egy rachitis ellenes vegyiiletet, ami
termelédhet a bérben napfény hatasara, és a taplalékkal is bevihet6; D-vitaminnak
nevezték el. Ez az elnevezés két vegyuletre utal: cholecalciferol (vitamin D3), ami UV
sugarzas hatdsara keletkezik a bérben 7-dehydrocholesterolbol, illetve az ergocalciferol
(vitamin D2), ami ergoszterolbol képzddik legféképpen a gombakban. Ez a fenti két
vegyulet biologiai aktivitdssal nem rendelkezik. Kétlépcsés hidroxilacios folyamat
soran keletkezik a fenti két prekurzor vegyiiletb6l a biologiailag aktiv 1a,25-
dihydroxyvitamin D (1a,25(OH)2D3 vagy 10,25(OH)2D2). Az elsd hidroxilacié a 25-
0s szénatomon (25-hidroxilacio a majban), a masodik az elsé szénatomon torténik (1a-
hidroxilacio a veseben). Ezek az enzimek azonban nemcsak a méjban, illetve a vesében
expresszalddnak. A szervezetben szamos szOvet, immunsejtek, gasztrointesztinalis
rendszer sejtjei, agyszovet és a borsejtek is képesek 1a,25(0OH)2D3 eldallitasara. Mivel
ezek a sejtek VDR-t is tartalmaznak, a D-vitamin autokrin/parakrin szabalyozo szerepe
nem kétséges. Mostanaig 4 kiilonb6z6 human P450 enzimet azonositottak, ami vitamin
D 25-hidroxilaz aktivitassal rendelkezik, a mitokondridlis CYP27A1 és CYP2R1, a
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CYP2J2 és CYP3A4 (93; 94; 95). Az la-hidroxilaciot végzé enzim a szintén
mitokondridlis CYP27B1, amely legnagyobb mennyiségben a vese proximalis
tubulusaiban expresszalodik, habar alacsonyabb mértékben szamos mas szévetben is
megtalalhaté (96). A CYP27B1 expresszio legfobb szabalyozodja a parathormon (PTH)
és maga az 10,25(OH)2D3. Az enzim Kkonstitutiven magas expresszidjat mutattak ki az
emberi szervezetben a 1égzérendszer epithelialis sejtjeiben (97), a bor keratinocitaiban,
ahol valoszintileg a helyileg termelt 10,25(OH)2D3-nak szerepe van a kiilsé noxak
elleni védelemben (98) (4. abra).

A szOvetekben megtalalhatd bioldgiailag aktiv D-vitamin féléletideje rovid. A
D- vitamin a VDR receptor aktivalasan keresztll 6nmaga is aktivalja sajat katabolizal6
enzimét, a CYP24Al-et. A CYP27A1 és CYP27B1-hez hasonldan a CYP24Al is a
mitokondrium belsé membranjaban helyezkedik el. Legnagyobb mértékben a vesében
és az oocitdkban expresszalddik, mérsékelten expresszalodik a trachedban, a
tonsillakban, kis mértékben a fibroblastokban, agyszévetben, pajzsmirigyben, szivben,
monocytakban, endometriumban és a placentdban (99). A normal majszdévetben a
CYP24A1 nem expresszalodik (100).

HO™

Vitamin D, Vitamin D,

17



DOI:10.14753/SE.2017.2030

10,25R-(OH);0,-

10,235,25{OH),D, 26,2354actone
OH | OH 'OH

[¢]

&, .
\ > [ “cooH

1,25-(OH);D; 102,24R,25-(OH);0; calcitroic acid

4. dbra: A D-vitamin kaszkad. Jones et al. nyoman modositva (101)

Szamos in vivo és in vitro vizsgélat bizonyitja, hogy 1a,25(OH)2D3 hatdsara a
CYP24AL1 gyors és nagy mértekben expresszalddik nemcsak egészséges, hanem koros
sejtekben is (102). Az enzim azonban nemcsak a 1a,25(OH)2D3 hatasara aktivalodik,
hanem pl. a litokdlsav, retinoidsav, de a hosszantartd rifampicin, carbamazepin vagy
fenobarbital kezelés is képes az enzim aktivalasara nemcsak VDR, hanem egyéb
receptorokon keresztul is (103; 104). Tovabba, magas CYP24A1 expressziéo mutathatd
ki szamos human malignus daganatban (eml6, prostata, bér, nyel6csé €s a
gasztrointesztinalis traktus egyéb része). A magas CYP24A1 expresszié rosszabb
prognozissal jart, valdsziniileg az enzim fokozott aktivitdsaval osszefliggd alacsonyabb
helyi antitumor hatassal biré 10,25(OH)2D3 koncentraciocsokkenés miatt (105; 106;
107). Ezen vizsgalatokbol kiindulva felmerilt annak a lehet6sége, hogy CYP24Al
gatlokkal novelheté lenne a szovetekben eléforduld D-vitamin mennyisége, és ezaltal
annak pozitiv hatasai is. Ma mar tdbb, mint 400 ilyen hatasi vegyuletet tesztelnek
(108).

Szamos rosszindulatd daganatban bizonyitott, hogy az alacsony szérum D-
vitamin koncentracio rizikofaktora a betegség kialakuldasanak. Hepatocellularis
carcindmara vonatkozo ilyen iranya adat kevés van. Els6ként 1991-ben egy japan HCC-
ban szenvedd férfi esetén mutattak ki alacsonyabb D-vitamin koncentriciét a
szérumban. Ezt azzal magyaraztak, hogy a HCC paraneoplasztikusan termel foszfaturias

hatassal bir6 anyagokat, amik nemcsak a beteg hipofoszfataemiajat, hanem a vese
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tubularis sejtjeiben 1év6 25-hydroxyvitamin D-1 alpha-hydroxylase enzim gatlasan
keresztiil okozzék az alacsonyabb D-vitamin koncentraciot a szérumban (109). Majd
2000-ben a kozolték 10 HCC-s beteg vizsgalataval, hogy a HCC szdvetben
expresszalddik a D-vitamin receptora (VDR) (110). Ezt kovet6en sorra jelentek meg
HCC-ben alkalmazott D-vitamin analég kezelés hatékonysagardl szolo kdzlemények
(111; 112; 113; 114; 115; 116; 117). 2013 januarjaban megjelent kézleményben, HCV
virus fert6zott betegek korében azt taldltadk, hogy a fibrozis-cirrhosis-hepatocellularis
carcindbma folyamat sordn a betegek szérumaban szignifikdnsan és progressziven
csokken a D-vitamin koncentracio, melynek mértéke dsszefliggést mutatott a betegség
progresszidjaval (118). Nem sokkal ezt megel6z6en latott napvilagot a cikk, amelyben a
vizsgalok a HCC szdvetben szignifikansan alacsonyabbnak taldltdk a VDR
expresszigjat a tumormentes majszovethez képest (a mintdk nem ugyanabbdl a betegbol
szarmaztak) (119). Ismert, hogy a HCC-és betegek széruméban szignifikansan
alacsonyabb a D-vitamin koté fehérje koncentracioja (DBP — vitamin D binding

protein), aminek a mértéke forditott 6sszefliggést mutat a HCC prognézisaval (120).

2.10. A D-vitamin élettani hatasai VDR-en keresztil és attol fliggetlendl

A D-vitamin intracellularis hatasainak nagy részét a VDR receptoran keresztill
fejti ki. A VDR magi szteroidreceptorcsaad tagja, amelynek génje a szervezet
szoveteinek nagy részében expresszalodik. Valos idejli quantitativ RT-PCR vizsgélattal
igazolt expresszidja a gasztrointesztinalis traktusban, vesében, pajzsmirigyben,
csontban, bérben és a majszovetben is (121). A D-vitamin erds affinitassal kotodik
VDR hidrofob részéhez, ezaltal azon egy konformécidvaltozast hozva létre, ami altal
képes heterodimert képezni a retinoid X receptorral. Az igy létrejott heterodimer képes
kotédni bizonyos DNS szekvencidkhoz, vitamin D response element-hez (VDRES), ami
a D-vitamin célgénjeinek szabalyozo régidja. A DNS-hez kotédést kovetden a
heterodimerhez szamos szabalyoz6 fehérjekomplez kapcsolddik, aminek kdvetkeztében
hisztonok enzimatikus mddositasa, és a célgének transzkripcidja indul meg (122). A D-
vitamin altal szabalyozott gének sejttipusonként eltéréek. A genom mintegy 5%-a all a
D-vitamin szabalyozasa alatt, és tobb, mint 900 gén kozvetleniil valaszol a D- vitamin

hatdsara (123). Ezek kozott szerepelnek a kalcium homeosztazis fenntartasaért, a
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csontintegritasért felelés gének, de szdmos sejtproliferacidban, sejtdifferenciacioban,
oxidativ stresszre adott valaszfolyamatokban, gyulladasos folyamatokban szerepet
jatszd gének is D-vitamin szabalyozas alatt allnak (124; 125). Ugyanakkor nemcsak a
D- vitamin, hanem pl. a litokdlsav, arachidonsav, és néhany taplalékkal bevitt vegyilet
(kurkuma, telitetlen szirsavak) is képesek aktivalni a VDR jelatviteli utvonalat, habar
harom nagysagrenddel nagyobb koncentracioban, mint a D-vitamin (126).

Az 1980-as évek kozepétdl ismert, hogy a D-vitaminnak van egy gyors,
intracellularis kalciumemelkedéssel jaro hatasa is. Ujabban bizonyitott, hogy ez a hatas
non-genomikus utvonalon érvényesiil, feltehetéen a sejtmembranban elhelyezkedd
VDR-en (mVDR) Kkeresztiil, ami szamos sejtben megtalalhatd (127; 128; 129).
Mostanaig két sejtmembranfehérjét azonositottak, amelyek felelések a gyors
intracellularis D-vitamin hatasért. Az egyik a enterocitdk basolateralis membranjaban
elhelyezked6 memrane-associated rapid response steroid-binding protein (1,25D3-
MARSS) (130), a masik az osteosarcoma sejtekben kimutatott annexin Il (131). Néhany
példa bizonyitja, hogy D-vitamin hatasara gyors intesztinalis kalcium abszorpcid, a
pancreas B sejtjeinek inzulin szekrécidja, vagy az osteoblastokban kalcium és klorid

csatornak megnyilasa és az endothelialis sejtek gyors migracioja figyelheté meg (132).

2.11. A D-vitamin és a HCC

A D-vitamin daganatokban betoltott szerepérol mar az elézéekben volt sz0 (4).
Hogy milyen intracellularis hatdsokon keresztl fejti ki antitumor hatasat, az minden
daganattipusnal kilénbozik, még egy daganattipuson belul is véaltozik, a daganatok
heterogenitasat és komplex intracellularis jelatviteli folyamatait ismerve. A tudomany
mai allasa szerint, a parcialis hepatectomia a HCC standard kezelése azoknal a
betegeknél, akiknél a daganat rezekalhato, illetve nincs el6rehaladott cirrhosisuk.
Ugyanakkor a majtranszplantacio és a radidfrekvencias ablacio a rezekcioval
Osszevethetd eredményeket hozhat, kiilondsen, ha a tumor kisebb, mint 3 cm (133). Egy
Child-Pugh A stadiumban 1év6 beteg, akinek van egy szolid tumora, a fentebb emlitett
radikalis kezelési modszerekkel az 5 éves tulélése elérheti a 70%-ot, ugyanakkor
kezelés néelkul a 3 eves tulélése csupan 65% lenne (134). Ugyanakkor az elérehaladott

stadiumban 1évé betegek, akik alkalmatlanok barmilyen kezelésre, az atlagos tulélési
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idejuk kevesebb, mint 6 honap (135). Azonban a HCC-s betegek nagy része (70-80%)
kozepes-elorehaladott stadiumban keriil diagnosztizalasra, amelyben jelenleg nem all
rendelkezésre hatékony, kurativ. mddszer a kezelésre (134). Mindezek alapjan
nyilvanvald, hogy 0j, hatékony terapias modszerek kifejlesztésére van szikség a HCC
kezelésében. Szamos uj kemoterapias szerrdl meriilt fel, hogy hatékony lehetne, mint az
octreotid, interferon, interleukin-2, tamoxifen, de sem 6nall6an, sem kombin&cidban
alkalmazva 6ket nem hosszabbitottak meg a betegek tulélését (136).

elésegitette egy U szisztémas szer, a multi-kindz inhibitor (VEGFR, PDGF, c-kit
receptor, Raf gatld) sorafenib megjelenését és per os alkalmazésat HCC-s betegek
esetén, ami az atlagos talélését szignifikansan meghosszabbitotta (137).
Magyarorszagon 2008 6ta van forgalomban Nexavar® néven. Szamos klinikai vizsgalat
folyik a sorafenib és erlotinib kombin&cidrdl, vagy a linifanibbel valé 6sszehasonlitasral
els6é vonalbeli kezelésként (138). Azon betegek szamara, akik nem toleraljék a sorafenib
kezelést, masodik vonalbeli kezelésként brivanib, everolimus vagy monoklonaris
amely sordn a kilonbozé onkogének és ezen genek biomarkereinek azonositasa,
lehetdvé tenné az egyénre szabott célzott tumorellenes kezelést.

Az elmult két évtizedben a D-vitamin antiproliferativ, pro-differencialodast, pro-
apoptotikus, antiangiogenetikus hatasa miatt szamos daganat, igy a HCC kutatas
homlokterébe is beker(lt. In vitro vizsgalatokat, preklinikai allatkisérleteket és klinikai
vizsgélatokat is végeztek a D-vitamin hatasanak vizsgéltdhoz HCC-ben. Pourgholami és
munkatarsai bebizonyitottdk, hogy az 1a,25(0OH)2D3-nek jelentés novekedésgatld
hatasa van HepG2 és Hep3B sejtvonalakon (117). Azt mar el6zetesen bebizonyitottak,
hogy a D-vitamin p21 és p27 indukcioja révén, D1, E és A ciklinek és ciklindependens
kindz 2 és 4 szupressziojat okozza szamos sejtvonalon, ezaltal a sejtciklust a GO/G1
atmenetnél allitja le (139). A D-vitamin, mint szisztémas szer, illetve a terapias hatas
eléréséhez sziikséges ddzis alkalmazasa hiperkalcémiat és hiperkalciuriat okozo hatasa
miatt korlatozott. Tobb ezer D-vitamin analdg van vizsgélat alatt, amelyek nem okoznak
hipercalcaemiat, illetve még jelentésebb antitumor hatassal birnak, mint a D-vitamin.
Ugyanakkor Morris €s munkacsoportja lipiodolban oldott 1a,25(OH)2D3 hepatikus

artéridba torténd beadasaval érte el a tumorban érvényesiilé magas D-vitamin
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koncentraciot, kikiiszobolve ezzel a sulyos, nem kivant szisztémas hatasokat, illetve,
hogy az aktiv D-vitamin 24-hidroxilacioja megtorténjen a kivant hatas helyének elérése
eldtt (111).

HCC esetén két D-vitamin analog, EB 1089 és CB 1093 all kiprobalas alatt
(140). Chiang és munkatarsai egy Ujabb vegyiletet, a MART-10 —et teszteltek HepG2
sejtvonalon, amelynek antiproliferativ hatdsa 100-szor hatékonyabbnak bizonyult a
10,25(0OH)2D3-nal (141). Tovabba bizonyitott, hogy a D-vitamin kezelést halolajjal
kombinaljak, a hatékonysag sokszorosara emelkedik (116). Ghous és munkacsoportja
bizonyitotta, hogy az EB1089 anal6g hatékonyan gatolta a HCC ndvekedését xenograft
allatmodellben anélkil, hogy hiperkalcemiat okozott volna (115). Sét az EB1089
kemoprevencioként is hatasos, allatkisérletben 2 honapig torténd rendszeres adéasat
kovetéen a HCC incidenciaja 36,4%-ro0l 3,9%-ra csokkent (112). Szdmos més D-
vitamin analégot és VDR aktivatort fejlesztettek, mint a Maxacalcitol, 16-ene analégok,
19-nor analdgok, la-hydroxivitamin D5, LG190119, C-20 cyclopropylcalcitriol,

elocalcitol, Gemini D-vitamin analégok, amelyek vizsgalata preklinikai stadiumban van

(142) (5. &bra).
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A HCC hatékony kezelési modjanak megtalalasa siirgeté feladat. Az eddigi
vizsgalatok alapjan a D-vitamin és analdgjairél bebizonyosodott, hogy hatékony részei
lehetnek az elérehaladott HCC kezelési protokoljanak. Az EB1089-cel végzett fazis Il.
vizsgalat soran 56 inoperabilis HCC-s beteget kezeltek per os egy éven at. Habér
szignifikans tulélési id6 novekedést nem lehetett kimutatni (kontroll csoport hianyaban),
2 beteg esetén csokkent a tumor mérete, 12 betegnél pedig stabilizalodott a betegség
(113). Nyilvanvaloan tovabbi vizsgalatok sziikségesek az EB1089 HCC-ben vald
hatékonysaganak bizonyitésara, illetve terapias hatékonysaganak kiilonbozéségének az

okanak a megértésere.

2.12. VDR polimorfizmus vizsgalatok

A VDR gén szekvencigjanak nagy részét Miyamoto és munkatarsai irtdk le
1997-ben (143). A gén a 12q13.1 régioban helyezkedik el, hosszisaga 100kb felett van.
Szamos VDR polimorfizmust kapcsolatba hoztak néhany malignus betegséggel, sét
néhany daganat esetén, mint prosztata, emld, veserak, a prognézissal is dsszefiigg (144).
Ezidaig 25 gyakori VDR polimorfizmust azonositottak a kaukazusi populacioban (68).
Ezek a polimorfizmusok érinthetik a 10,25(OH)2D3 kotohelyét a VDR-hez, a VDRE-,
ami végul a transzkripcids aktivitast és a protein szintézist befolyasolja. Falleti és
munkacsoportja majtranszplantacion atesett betegek korében vizsgalta a VDR
polimorfizmust. HCC-t 80 esetben diagnosztizaltak, a Fokl, Bsml, Apal és Taql VDR
polimorfizmusokat vizsgalta, és azt taldlta, hogy a Bsml génben a b/b genotipus
hordozo, illetve a Tagl génben a T/T genotipus hordozas esetén magasabb a HCC
incidenciaja (145). Tovabba alkoholos méjbetegségben a BAT gén A-T-C és a G-T-T
haplotipusa HCC-re hajlamositott. Ezzel ellentétben Huang és munkatarsai azt talalték,
hogy HBV hordozdknal a VDR polimorfizmus befolyasolja a a betegség fenotipusat, de
nem mutat 6sszefiiggést a HCC kialakulasaval (35). Yao és munkacsoportja 968 HBV
fert6zott beteg bevonasaval végzett eziranyl vizsgalatot. 436 esetben diagnosztizaltak
HCC-t, 532 esetben HCC nem volt kimutathato. Azt talaltak, hogy HCC-s betegekben a
Fokl TT genotipusa gyakoribb volt, mint a HCC nélkili betegekben. Tovabbad a TT

genotipus  hordozoknal eldrehaladott tumorstadium, cirrhosis jelenlétével, és
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nyirokcsomo metasztazissal lehetett szamolni. Kovetkeztetésként felvetették, hogy a
Fokl gén polimorfizmus molekularis markerként hasznalhato, prediktiv markere lehetne
a HBV fert6zott betegekben a HCC kockazatanak megbecsulésére (146).

Szamos onkogenetikai Utvonalrol HCC-ben vegzett vizsgalat soran derult ki,
hogy szerepet jatszik benne a D-vitamin, mint példaul a VEGFR és az epidermalis
novekedési faktor utvonal is (147; 148). Bebizonyitottdk, hogy a D-vitamin képes
csokkenteni az epidermalis novekedési faktor receptor expressziét, ami a mitogén-
aktivalt protein kinaz (MAPK) gétlasahoz, és a sejtdifferenciacio, az apoptozis és a
sejtndvekedés gatlasahoz vezet (149). Ehhez hasonléan a D-vitamin gatolja az
endotelialis sejtnévekedést, és ezltal gatolja a angiogenezeésist (150; 151). Az pedig
régebb ota ismert, hogy HCC-ben a VEGFR tulexpresszidja és a magas érsiirliség
negativan befolyasolja a prognézist (152). A glikokortikoidok a VDR atirasanak

serkentésén keresztill fokozzak a D-vitamin antitumor hatésat (153).
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3. CELKITUZESEK

A hepatocellularis carcindbma incidenciagja az irodalmi adatok szerint
emelkeddben van. Magyarorszagon kevés epidemiolodgiai adat all rendelkezésre HCC-
vel kapcsolatban. A HCC kezelési lehet6ségei korlatozottak, a talélési ideje rovid. A D-
vitamin és analdgjainak antitumor hatdsa hepatocellularis carcinoméban szamos
vizsgélat targya. A kutatasokbol ugy tiinik, hogy nem minden sejtvonalban, illetve nem
minden beteg esetén egyforman ervényesil a tumorellenes hatas. Ennek pontos oka nem
ismert. Feltételezhetd, hogy a D-vitamin HCC-ben VDR-en keresztul hat. Ugyanakkor a
CYP27B1, a CYP24Al enzimek Kkitiintetett jelentéséggel birnak a lokélisan elérhet6
szoveti D-vitamin mennyiségének szabalyozasaban. A VDR és az anyagcserében
kulcsszerepet jatszo enzimek expresszidjanak vizsgalata lehet6vé teszi, hogy megértsiik
a D-vitamin hatas kiilonbozoségét HCC-ban a kdrnyez6 tumormentes majszovettel

0sszehasonlitva. Vizsgalataink célkittizései ezért a kovetkezok:

3.1. Hepatocellularis carcindbmas betegek epidemioldgiai vizsgalata a Semmelweis

Egyetem I.sz. Belklinikan

1. Melyek a legfontosabb etiologiai tényezok a HCC kialakulasaban?

2. Milyen a nemek kozotti, életkor szerinti, a cirrhosis — cirrhosis nélkili majban
kialakult HCC megoszlasi aranya?

3. Mennyi a betegek atlagos tulélési ideje?

4. Milyen a HCC-s betegek szérum AFP szintjének eloszlasa?

3.2. D-vitamin hatasanak vizsgalata kiilonb6z6é HCC sejtvonalakon in vitro

1. Expresszalodnak-e a VDR, CYP24Al és CYP27BI1 enzimek a kiilonb6z6
HCC sejtvonalakban?

2. Haigen, valtozik-e az expresszié mértéke 1a,25(OH)2D3 adasara in vitro?

3. Ha valtozik, van-e kiilénbség az egyes sejtvonalak kozott?

4. Hogyan valtozik az expresszio a 1a,25(OH)2D3 kezelés id6tartamanak, illetve

az dozisanak fliggvényében az egyes HCC sejtvonalakban?
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3.3. Humén vizsgalatok

1. Expresszalddik-e human tumormentes majszovetben és HCC szOvetben a
VDR, a CYP27B1 és a CYP24A1?

2. Ha igen, van-e expressziokiilonbség a HCC és a kornyez6 tumormentes
majszovet kozott?

3. Van-e expressziokiulonbseg a fenti enzimekben a cirrhosis talajan kialakult
HCC és a cirrhosis nélkiili majban kialakult HCC kdzott?

4. Van-e expressziokilonbség a fenti enzimekben a kilonboz6 etiologia talajan
kialakult HCC koz6tt?

5. Van-e osszefliggés a CYP24Al1, a CYP27B1 és VDR gének expresszio
mértéke és a betegek Klinikopatologiai paraméterei (nem, grade, Kkor,
metasztazis, stb.) kozott?

6. Van-e Osszefliggés a CYP24Al1, a CYP27B1 és VDR gének expresszid

mértéke és a betegek tulélése kdzott?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Hepatocellularis carcinomas betegek epidemioldgiai vizsgalata

4.1.1. Betegek

A Semmelweis Egyetem l.sz. Belgyogyaszati Klinikan 2004 és 2009 kdzott
diagnosztizalt  hepatocellularis  carcinomas  eseteket — gyQjtottik — 6ssze. A
klinikopatologiai adatokat (életkor, nem, cirrhosis jelenléte, AFP, stb), az etioldgiai
tényezoket vizsgaltuk retrospektiven. Az adatokat a Semmelweis Egyetem hivatalos
informatikai rendszerének adatbazisabdl (MedSol), illetve a betegek korlapjaibdl
gyijtottik ki el6zetes etikai engedély birtokaban (Semmelweis Egyetem, Regionalis,
Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag, TUKEB szam: 199/2009). A HCC-
ben szenvedd betegek listajat a hivatalosan alkalmazott BNO kodok alapjan kerestik:
C2200 — majsejt rak, C2290 — m@j rosszindulatd daganata, k.m.n., C2270 — A m4j
egyeb meghatarozott rakjai.

Ezzel a modszerrel 6sszesen 163 HCC-ben szenvedd beteget talaltunk a fent
emlitett id6szakban. A vizsgélat szempontjabol relevans adat Osszesen 102 beteg
esetében allt rendelkezésre, igy a statisztikai feldolgozas sordn ezt a betegcsoportot
hasznaltuk. Kriptogeénnek neveztlk azt az etiol6giat, akinek az anamnéziseben kizarhato
a hepatitis B, C virus infekcid, alkohol fogyasztas, egyéb toxikus hatasok, illetve az

autoimmun majbetegségek, a Wilsdn-kdr és a hemochromatosis is.

4.1.2. Statisztikai értékelés
Az adatokat Windows-on alkalmazott SPSS (18. Verzi6, IBM, Armonk, NY,
USA) programmal értékeltik. Az eredményeket atlag + standard hiba-ként adtuk meg.

4.2. D-vitamin hatasanak vizsgalata kiillonb6zé HCC sejtvonalakon in vitro
4.2.1. Sejtvonalak

In vitro vizsgalatokat 4 kiilonb6z6 human HCC sejtvonalon végeztink: HepG2,

Huh-Neo, Huh5-15 és Hep3B. Huh-Neo és Huh5-15 sejtvonalakat a németorszagi
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Heidelbergi Egyetem Molekularis Virologiai Tanszéke biztositotta szdmunkra a
Semmelweis Egyetem |.sz. Patoldgiai és Kiserleti Réakkutatd Intézeten keresztil. A
Huh-Neo sejtvonal neomicin foszfotranszferdz gent tartalmaz, ezéltal rezisztens a
neomicinre (154). A Huh5-15 sejtek subgenomikus HCV replikont tartalmaznak
(Issohyg-ubi/NS3-3"), R. Bartenschlager altal a Heidelbergi Egyetemen Kkifejlesztve
(155; 156). A HepG2 (ATCC® no. HB-8065 HepG2) eredetileg egy 15 éves kaukazusi-
amerikai férfi magasan differencialt hepatocellularis carcindbmajabol szarmazik (Sigma-
Aldrich GmBH, St. Louis, MO, USA). A Hep3B szintén magasan differencialt sejtvonal
egy 8 éves fekete ndbetegb6l, amely HBV integralt genomot tartalmaz (Sigma-Aldrich
GmBH) (157; 158). A sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ban inkubaltuk
(Life Technologies — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ami 10% magzati borjd szérumot
(Life Technologies — Invitrogen), 1 mM néatrium piruvatot (Sigma-Aldrich GmBH), 100
IU penicillint, 100 g/ml streptomicint és 4 mM glutamint (valamennyi a Life
Technologies — Invitrogen-t6l) tartalmaz, 37°C-on, 95%-0s pérasitott atmoszférikus
levegén és 5% CO,-on inkubalva. A médiumot minden méasodik nap cseréltik a
sejteken. A sejt szubkultirakat a kovetkezok szerint tenyésztettik: a meédium
eltavolitasa utadn, a sejteket 2 ml tripszin-EDTA oldattal valasztottuk el a tenyésztd
edény feliiletér6l, szobahémérsékleten hagyva 3-4 percig, amig a sejtek levalnak az
edény feliiletérdl, ezt kovetden friss tenye€sztd oldattal levalasztottuk, pipettaval

felszivtuk és 0j tenyészté edénybe injektaltuk a sejteket.

4.2.2. 10,25(0H)2D3 inkubéci6

A bioldgiailag aktiv 10,25(OH)2D3 (Sigma-Aldrich GmBH) hormont 100 M
koncentracioju etanolban oldottuk, és Opti-MEM-ben higitottuk (Life Technologies —
Invitrogen) 0,1% koncentracidjura. A kontroll sejtkulturdkat 0,1% -ban etanolt
tartalmazo Opti-MEM —mel kezeltiik a tobbi sejtkultaraval megegyez6 ideig. Minden
egyes sejtvonal tenyészetet 1 nM és 10 nM D-vitamint tartalmazo Opti-MEM oldatban
kezeltlik 5 orén keresztil, 37°C-on, parasitott levegében, amely 95% légkori levegdt és
5% COy-ot tartalmazott. A sejteket elozdleg leirtak alapjan 0sszegytijtottik €s mértik a
CYP24Al1, CYP27B1 és VDR mRNS expressziokat. A dozisfugges vizsgalo
kisérletrészben a sejteket kiilonboz6 mennyiségti 1a,25(OH)2D3—mal kezeltik (0,256;
0,64; 1,6; 4,0; 10,0 nM) 5 oOrén &t két parhuzamos sejtvonalon. Az idéfiiggés
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vizsgélatara valamennyi sejtkulturat 4nmol 1a,25(OH)2D3-mal kezeltuk 30 percig, 1,
2, 5,8, 10, 12, 14, 24, 26 és 28 oran &t két parhuzamos sejtvonalon. Kontrollként D-
vitamin nélkali, standart kérilmények kozott tartott sejteket alkalmaztunk. Valamennyi
D-vitamint tartalmazo oldatot szérum-mentes Opti-MEM-ben oldottuk. A kisérleteket

harom alkalommal ismételtik meg, és az eredmények atlagat vettlk.

4.2.3. RNS izolalas, cDNS szintézis és quantitativ RT-PCR

A total RNS-t Roche High Pure Total RNA Isolation Kit (Roche, Indianapolis,
IN, USA) segitségevel izolaltuk a gyartd utasitasait kdvetve. 500 nanogramm total
RNS-t irtunk 4t cDNS-¢é reverz transzkriptazzal (Promega, Madison, W1, USA). A valds
idejii PCR vizsgalatokat TagMan Gene Expression Assays Kittel végeztiik az Applied
Biosystems-t6l (Life Technologies — Invitrogen) a gyarté utasitasai szerint. Minden
egyes Kit tartalmazott génspecifikus forward és reverz primert és fluoreszcens génprébat
(Applied Biosystems TagMan® Assays). Endogén kontrollként GAPDH-t hasznaltunk.
A kiilonb6z6 génekre alkalmazott primerek a kovetkezok voltak: Hs00167999 m1l a
CYP24A1, Hs99999905 ml1l a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH),
Hs00168017_m1 a CYP27B1 és Hs00172113 _m1 a VDR mRNS kimutatasara. A PCR
vizsgéalatot a kovetkezé protokoll szerint végeztik: 10 perc 95°C-on torténd
deszaturacio, 45 ciklus ciklusonként 15 masodperc 95°C-on torténé deszaturécid, ezt
kovetden 1 perc hokezelés 60°C-on. A PCR reakcids elegy (20 ul) tartalma: 2 pl cDNS,
10 ul TagMan x2 Universal PCR Master Mix NoAmpErase UNG (Applied
Biosystems), 1 ul génspecifikus TagMan Gene Expression Assay Mix és 7 ul desztillalt
viz. A mintdk génexpresszios eredményeit ABI Prism 7500 real-time PCR system
(Applied Biosystems) segitségevel értékeltiik. Relativ kiértékeld vizsgalatokat a 7500
System SDS software 1.3 (Applied Biosystems) hasznéalataval végeztink.

4.2.4. CYP24A1 immuncitokémiai vizsgalata

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a sejteket specidlis sejttenyésztd lemezen
(Lab-Tek® Chamber Slide™ and Lab-Tek® Chambered Coverglass, Thermo Fisher
Scientific  GmbH, Bremen, Germany) inkubaltuk a korabbiaknak leirtaknak

megfelelden. A CYP24A1 fehérje kimutatdsahoz kétlépcsds indirekt immunperoxidaz
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modszert alkalmaztunk. Antitestként WH0001591M7 (egérben eldallitott monoklonaris
anti-CYP24A1, klon 1F8 antitest; Sigma-Aldrich) hasznéltunk a gyartd utasitsait

kovetve. Normal veseszdvetet hasznaltunk pozitiv kontrollként.

4.2.5. Statisztikai analizis

Az adatokat Windows-on alkalmazott SPSS (18. Verzid, IBM, Armonk, NY,
USA) programmal értékeltiik. A végsd eredményt két fliggetlen valtozo atlagabol
szamoltuk. Az eredményeket atlag + standard hiba-ként adtuk meg. A statisztikai
analizist kétmintas Student t-probaval veégeztuk. Statisztikailag szignifikansnak a
p<0,05 érteket vettlk.

4.3. Human vizsgéalatok

4.3.1. Betegek és szovettani mintak a CYP24A1 mRNS és fehérje vizsgalatdhoz

A human szovettani mintdk felhasznaldsara a Semmelweis Egyetem
Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsag altal kiadott engedély birtokaban kerult sor (ETT
TUKEB 5637-0/2010-1018EKU — 402/P1/010). A mintdk 2003 és 2011 kozott a
Semmelweis Egyetemen diagnosztizalt és az l.sz. Sebészeti Kliniké&n terépiés céllal
majrezekcion atesett HCC-ben szenvedd betegek tumorszovetébdl, illetve az azt
koriilvevé tumormentes majszovetébdl szarmaznak. Valamennyi minta patologiai
feldolgozéasa és kiértékelése a Semmelweis Egyetem Il. sz. Patoldgiai Intézetében
tortént.

A CYP24A1 mRNS expresszio vizsgalatahoz 13 HCC-ben szenvedd beteg
daganatos és tumormentes majszovetének friss fagyasztott mintait hasznaltuk fel. A
majrezekciéo sordn nyert szovetmintak egy részét azonnal folyékony nitrogénbe
helyeztiik, és -80°C-on taroltuk az RNS izolaldsig. A minta masik felébol
formaldehidbe vald fixalas, majd paraffinba agyazast kévetéen hematoxilin-eozinnal
festett szovettani metszet késziilt, amit az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz
hasznéltunk fel. A 13 beteg férfi-n6 aranya 8/5, atlagéletkoruk 64+14,8 év. A HCC
etiologiai megoszlasa a kovetkezd: 6 alkohol, 2 HCV, 1 HBV és 4 kriptogén. A betegek

klinikai adatai az 1. tablazatban talalhatok.
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(SD: standard deviacio)

1. tdblazat: A betegek klinikai paraméterei a CYP24A1 expresszio vizsgalatdhoz

paraméterek majcirrhosis (n;=9) majcirrhosis nélkdl (n,=4)
kor (év£SD) 67,617,2 56,0+24,8
nem (férfi/nd) 6/3 2/2
AFP 80,66+119,0 1220,3+2107,3
(mg/mI£SD)
szérum kalcium 2,07+0,15 2,40+0,15
(mmol/L+SD)
tumor mérete (cm°) 964,5+1609,8 1246,1+1163,8
szolid/multiplex 712 4/0
tumor
metasztazis 2 1
jelenléte

4.3.2. Betegek és szovettani mintdk a CYP27B1 és VDR mRNS vizsgalatédhoz

A CYP27B1 és a VDR mRNS vizsgalatahoz és dsszehasonlitasahoz 36 HCC-
ben szenvedd beteg daganatos és tumormentes majszOvetének paraffinba agyazott
szdvettani mintaibol készilt metszeteit hasznaltuk fel. A 36 beteg férfi-n6é aranya 27/9,
atlagéletkoruk 64+12,66 év volt. A HCC etioldgiai megoszlasa a kovetkezo: 12 alkohol,
8 HCV, 5 HBV és 11 kriptogén. A betegek klinikai adatai a 2. szam( tablazatban
talalhatok.
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2. tablazat: A betegek klinikai paraméterei a CYP27B1 és VDR mRNS expresszid
vizsgélatahoz (SD: standard deviacio)

paraméterek majcirrhosis majcirrhosis nélkul
(n,=27) (n2=9)
kor (év+SD) 64,6+10,4 62,3+16,7
nem (férfi/no) 23/4 6/3
AFP 28515,9+90049,1 182,4+360,4
(mg/ml£SD)
szérum kalcium 2,20+0,20 2,63+0,98
(mmol/L+SD)
tumor mérete 285,0+407,2 305,98+465,7
(cm?)
szolid/multiplex 23/4 9/0
tumor
metasztazis 4 1
jelenléte

4.3.3. RNS izolélas

A mtéti rezekatumokbol szarmazo majszovet mintakat a rezekcié sordn azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztik és -80°C-on taroltuk a feldolgozasig. Totdl RNS
izoladlast High Pure Total RNA Isolation Kit (Roche, Indianapolis, IN, USA)
segitségével végeztik a gyartdé Utmutatdsa szerint. Az izolalt RNS homogenizatumot
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A 36 betegbdl szarmazd paraffinba agyazott tumoros és tumormentes
majszovetbol a High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Indianapolis, IN, USA)
segitségével total RNS-t izolaltunk a gyartd Utmutatasa alapjan. A fenti modszerekkel
izolalt RNS koncentracidjat NanoDrop spektrofotométerrel (NanoDrop, Technologies
Montchanin, DE USA) hataroztuk meg, az RNS mindségi kontrolljat RN&z-mentes 1%-
0s agaroz gélen (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) torténé futtatassal végeztiik. Csak a
szabalyos 18S és 28S riboszomalis RNS-mintazatot mutatd probékat hasznaltuk fel a

tovabbi vizsgalatokhoz. A genomialis DNS teljes eltavolitisira DNaz kezelést
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alkalmaztunk (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a gyart6 Utmutatasa

szerint.

4.3.4. AVDR, CYP27B1 és CYP24A1 génexpresszid vizsgalata

A genexpresszidt valos idejii RT-PCR vizsgalattal végeztiik. 500 ng RNS-t
irtunk &t cDNS-sé random hexamer primerek és Moloney Murine lekuemia virus (M-
MLV) reverz transzkriptaz segitségével a gyartd (Promega, Madison, WI, USA)
utasitasa szerint. Probanként 500 ng RNS-t, 6 ul reverz transzkriptaz puffert, 1,5 pl
random hexamer primert, 3 pl dNTP-t, 1,5 pl reverz transzkriptazt hasznéltunk fel. A
human VDR, CYP27B1 és CYP24Al génexpresszié 0Osszehasonlitdé vizsgalatat
komparativ AACT mddszerrel végeztik (SDS software Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). A vizsgéalt gének expresszios értékeinek kiszdmitasahoz az endogén
kontrollként hasznalt ubiquitin C expresszié szintjéhez viszonyitott értékeit és ennek
expresszios mértékével normalizalt hasznaltuk. A valds idejii RT-PCR vizsgalathoz a
POWER SYBR®Green PCR Master Mix-et és az ABI StepOnePlus Realtime PCR
System-et (mindketté Applied Biosystems) hasznaltunk. A polimeraz lancreakcié soran
alkalmazott program a kovetkez6 volt: 2 percig 50 °C, 2 percig 94 °C majd 40 ciklus (15
perc 94°C és 30 masodperc 60°C). A specifikus szensz és antiszensz primerek (Applied
Biosystems) a kovetkezok voltak:
Hs00167999 ml1 a CYP24Al, Hs00168017_ml a CYP27B1 és Hs00172113 ml a
VDR esetén.

4.3.5. A CYP24A1 fehérje indirekt immunhisztokémiai kimutatasa

A CYP24A1 fehérje kimutatisdhoz kétlépcsds indirekt immunperoxidaz
maodszert alkalmaztunk az mRNS vizsgalatahoz alkalmazott metszetek friss fagyasztott
mintaknak megfelelé 5 pm vastag paraffinba agyazott metszetein. Antitestként
WHO0001591M7 (egérben elballitott monoklonaris anti-CYP24A1, klon 1F8 antitest;
Sigma-Aldrich) hasznaltunk a gyarté utasitasait kdvetve 1:200-szoros higitasban.
Normal veseszdvetet hasznaltunk pozitiv kontrollként. A CYP24A1 protein expresszio
mértékét szemikvantitativ modon értékeltiik. Véletlenszertien kivalasztott 10 kiilonbdzo

latotérben 500 sejtet szamoltunk meg 40x nagyitasban (Nikon Eclipse E400, Tokid,
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Japéan). A fest6dés mértékét a kovetkez6 modon osztalyoztuk: festédés nélkil (negativ),

enyhén pozitiv (+), mérsékelten pozitiv (++), er6sen pozitiv (+++).

4.3.6. Statisztikai ertékelés

Az adatokat Windows-on alkalmazott SPSS (18. Verzio, IBM, Armonk, NY,
USA) programmal értékeltik. A végsd eredményt két fliggetlen valtozd atlagabol
szamoltuk. Az eredményeket atlag + standard hiba-ként adtuk meg. A statisztikai
analizist kétmintads Student t-probaval veégeztik. Statisztikailag szignifikansnak a
p<0,05 érteket vettlk.
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5. EREDMENYEK

5.1. Hepatocellularis carcinomas betegek epidemioldgiai vizsgélata

Osszesen 163 HCC-s beteg adatait dolgoztuk fel a korkép epidemioldgiai
vizsgalatanak céljabol. A nemek kozotti megoszlas a kovetkez6 volt: 113 férfi (69%),
50 nd (31%). Atlagéletkor 64 év, amely nem kiilonbdzétt szignifikansan a két nem
kozott. A legfiatalabb beteg 19 éves, a legidésebb 91 éves volt. A betegek nagy része
70-79 éves kora kozott Kerllt diagnosztizalasra, de szinte minden életkorban
eléfordulhat a betegség (6. abra). A betegek minddssze 3,68%-a volt életben 5 évvel a
HCC diagnozisanak felallitasa utdn. A hepatocellularis carcinébma az esetek 89%-ban
cirrhosis talajan alakult ki (7. abra).

Az etiologiai tényezok vizsgalata soran 163-bdl 102 esetben talaltunk adatot.
Ennek a magyarazata egyrészt az adminisztracios hibara vezethetd vissza, masrészt sok
esetben a betegség igen késdi stadiumban keriilt felfedezésre, fulminans lefolyasu volt,
igy nem volt lehetéség a beteg tarsbetegségeinek, illetve az etiologiai faktorok
Kivizsgalasara. Masrészt csupan néhany éve ismert és hasznalatos a hepatoldgiai
gyakorlatban az elmélet, miszerint a nem-alkoholos steatohepatitis méjcirrhosis nélkdl
is rizikofaktora a hepatocelluléris carcindma kialakulasanak. Feltételezésunk szerint a
nem cirrhotikus betegek nagy része ebben a korképben szenvedett, illetve ez lehet az
egyik oka a betegek egy részénél az ,ismeretlen -etiologiaji” majcirrhosis
kialakulasénak.

Az daltalunk vizsgélt betegcsoportban a HCC kialakulasaban szerepet jatszo
leggyakoribb etiologiai tényezd a hepatitis C virus fert6zés volt, 102-b6l 40 esetben
(39%). A masodik leggyakoribb ok az alkohol (30/102, 29%), ezt koveti a kriptogén
etiologia (12/102, 11,8%). Kronikus hepatitis B virus fertézése 4 (4%),
haemochromatosisa 3 (3%), primer biliaris cirrhosisa 2 (2%), Wilson-korja és nem-
alkoholos steatohepatitise 1-1 hepatocellularis carcinbmas betegnek volt. Az
anamnézisben két esetben szerepel szerves oldoszer expozicid. A betegek egy részében
(8/102, 7,6%) tobb kornyezeti tényezd szerepel egyidében (alkohol+HCV,
alkohol+HBV, HCV+toxin) (8. abra).

35



DOI:10.14753/SE.2017.2030

betegszdm
60 -

50 -
40 -
30 -
20 -

10 -

0. eletkor (év)
<19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 >90

6. abra: HCC-s betegek életkor szerinti megoszlasa a diagndziskor

O Cirrhosis nélkdil m Cirrhosis talajan

7. dbra: HCC megoszlasa a cirrhosis jelenlétének fliggvényében
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8. bra: A HCC-s betegek etiologia szerinti megoszlasa (n=102)

Ve

ellentétben férfiakban nem HCV kronikus fert6zés, hanem a kronikus alkoholfogyasztas
szerepel, mint leggyakoribb etioldgiai tényezd. Ezt koveti a HCV infekcio, majd a
kriptogén eredet, és a HCV kronikus hepatitis és az alkoholfogyasztas egyuttes jelenléte
is gyakori (9. &bra). A HCV fertézés egyenl6 aranyban fordult el6 a két nemben. PBC-
ban szenvedd betegek mindegyike nd, ugyanakkor a Wilson kor talajan kialakult HCC-s
betegek mindegyike férfi.

37



DOI:10.14753/SE.2017.2030

betegszam
30
25 - m férfi
20 - no
15 -
10

5

0 -

9. abra: HCC etioldgiai megoszlasi kilonbsége a nemek kdzott (n=102)

Az AFP értékre vonatkozban 76 betegnél talaltunk adatot. Csupan 45 (59%)
beteg esetén volt a normalisnal magasabb az AFP értéke (10. &bra). Az atlagérték
5635,5 ng/ml, a legmagasabb érték 104800 ng/ml volt.

AFP (ngil)
S0000-200000
10000-50000
=45
S5000-10000
1000-5000
A00-1000
100-500
134100 normalis|felso hatira

54481 134g

148 54g N_ 3 1

1
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betegszam

10. dbra: AFP értékek megoszlasa a HCC-s betegekben
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Az anamnesztikus adatokat részletesen vizsgalva azt taldltuk, hogy a majrak
diagnozisara tébbnyire mar a betegség elérehaladott stadiumaban keriil sor. Altaliban
az atipusos panaszok késén jelennek meg, mint jobb bordaiv alatti fajdalom, fogyas,
anaemia vagy laz (FUO). Szintén el6fordulhat, hogy egyéb okbol végzett vizsgalatok
soran véletlenszertien deriil ki a GGT, ALP emelkedés vagy UH vizsgalat sordn a gocos
majelvaltozas. Hajlamosito betegség monitorozasa, akut vagy tervezett mutét,
majtranszplantacié soran végzett vizsgalatok soran is diagnosztizalasra kerilhet a
betegség. Nem ritka, hogy post mortem szekcié alkalmaval goécos majelvaltozast

talalnak a patologusok, aminek szovettani vizsgélata igazolja a HCC diagnézisat.

5.2. Az 10,25(OH)2D3 hatasanak vizsgalata kiilonb6zé HCC sejtvonalakon in vitro

Vizsgalataink kovetkezé részében arra kerestik a valaszt, hogy expresszalodik-e
a D-vitamin VDR membranreceptora, a hormont aktivalé CYP27B1, illetve az
inaktivald CYP24A1 kiilonboz6 human HCC sejtvonalakon. Tovabba ha
expresszalodik, valtozik-e az expresszio mértéke a bioldgiailag aktiv 1a,25(OH)2D3
sejtekhez vald adasat kdvetden.

Eredményeink szerint, valamennyi altalunk vizsgalt négy HCC sejtvonal
expresszalja mindharom fentebb nevezett mRNS-t, bar kiilonb6z6 mértékben. Ehhez
hasonloan igen eltér6 eredményeket kaptunk az 10,25(OH)2D3 kezelés soran a
kiilonb6z6 HCC sejtvonalakban. A tovabbiakban ismertetem a VDR, CYP27B1 és a
CYP24A1 mRNS expresszios eredményeket a HUH5-15, Huh-Neo, HepG2 és Hep3B

sejtvonalakon.

5.2.1. VDR mRNS expresszio

Eredményeink alapjan mind a négy, fent emlitett HCC sejtvonal expresszalja a
VDR mRNS-t, habar igen alacsony mértékben. Nincs kildnbség az expresszio
mértékében az egyes sejtvonalak kdzott. Ahogy a 11. dbra mutatja, sem az 1nM, sem a
10 nM koncentracioju 10,25(OH)2D3-mal, 5 oran at torténd kezelés soran sem volt

szignifikans valtozas a VDR mRNS expresszioban egyik sejtvonalon sem.
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Erdekes médon a HUH5-15 és a HepG2 sejtvonalakon a VDR mRNS
expresszioja csOkkend, mig a Huh-Neo sejtvonalon novekvé tendencidt mutatott a

crer

statisztikailag szignifikansak (11.abra).

1,8 -
1,6
1,4

0,8 |
0,6 -

0,4
0,2 |
0

HUH5-15 | Huh-Neo | HepG2 | Tep3B

relativ VDR mRNS expresszio

[ ] Kontroll: 10,25(0H)2D3 kezelés nélkiil
[11nM 10,25(0H)2D3 kezelés
M 10nM 10,25(0H)2D3 kezelés

11. &bra: VDR mRNS expresszio mértéke kiilonbozé HCC sejtvonalakon
10,25(OH)2D3-mal torténd 5 oras inkubaciot kovetden. Kontrollként a 10,25(OH)2D3-
mal nem kezelt sejteket hasznaltuk.

5.2.2. CYP27B1 mRNS expresszio

A VDR mRNS expressziéhoz hasonldan, a CYP27B1 D-vitamint aktivalé enzim
MRNS-e szintén expresszalddik valamennyi altalunk vizsgalt, fent emlitett HCC
sejtvonalon. Nem volt szignifikdns kulénbség az expresszid mértékében az egyes
sejtvonalak kozott.

Sem az 1nM, sem a 10nM koncentracioju 10,25(0OH)2D3-mal t6rténé 5 oOras
kezelés nem okozott szignifikans expresszio valtozast a CYP27B1 D-vitamint aktivalo
enzim mRNS expresszidjaban egyik HCC sejtvonalon sem (12. bra). Egyedil a HepG2
HCC sejtvonalon volt kimutathatd, hogy a D-vitamin dozisanak emelkedésével a
CYP27B1 mRNS expresszioja csokkend tendenciat mutat, de ez statisztikailag nem

szignifikans.
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12. abra: Relativ CYP27B1 mRNS expresszid valtozasok négy kiilonbozé6 HCC
sejtvonalon. Kontrollként 1a,25(OH)2D3-mal nem kezelt sejteket hasznaltunk.

5.2.3. CYP24A1 mRNS expresszio

A VDR és a CYP27B1 mRNS-hez hasonloan, a D-vitamint inaktivalo CYP24A1
MRNS-ét is expresszalja mind a négy HCC sejtvonal. Az expresszid mértéke igen
alacsony volt. Nincs kilonbség az CYP24A1 mRNS expresszié mértékében a HepG2, a
Huh-Neo, a HUH5-15 és a Hep3B sejtvonalak kdzott.

Ezzel szemben az 10,25(OH)2D3-mal torténd kezelés soran igen jelentds
kiilonbségeket taldltunk a CYP24A1 mRNS expresszio tekintetében a kiilonbozo
sejtvonalak kozott. Huh-Neo és HepG2 HCC sejtvonalakon mar 1nM koncentrécioju D-
vitaminnal vald 5 oran at torténé kezelés igen jelentds, szignifikdns CYP24A1 mRNS
expresszié emelkedést okozott (p<0,0001). A CYP24Al1 mRNS ndvekedés harom
nagysagrendii volt a HepG2 sejtvonal esetén, és kozel 100-szoros a Huh-Neo esetén
1nM D-vitaminnal t6érténé kezelés soran. 10-szeres koncentraciéju D-vitamin a Huh-
Neo sejteken tovabbi szignifikans CYP24A1 mRNS expresszio fokozddast
eredmeényezett, mig a HepG2 sejtvonalakon nem okozott tovabbi jelent6s valtozast. A
legmagasabb CYP24A1 mRNS expresszio ndvekedést a HepG2 sejtvonalon talaltuk
InM mennyiségli 10,25(OH)2D3 adésat €és 5 6ras inkubaciot kdvetden (13. abra).
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13. &bra: CYP24A1 mRNS expresszié valtozds HepG2 sejtvonalon kiilonboz6
mennyiségi  10,25(0OH)2D3 hatdsara 5 ora inkubaciot kovetéen. Kontroll:
10,25(OH)2D3-mal nem kezelt sejtek. *** p<0,0001. AU: Arbitrary units. 1,25-D3:
1a,25(0OH)2D3

A HepG2 és Huh-Neo sejtvonalakkal ellentétben, a masik két sejtvonalon
(HUH5-15, Hep3B) sem az 1nM, sem a 10 nM koncentracidju D-vitamin nem okozott
szignifikans CYP24A1 mRNS expresszio valtozast 5 oran at torténd inkubaciot
kovetéen (14. abra). A négy sejtvonalon tapasztalt expresszidvaltozésokat a 3.

tablazatban foglaltuk dssze.
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14. abra: CYP24A1 mRNS expresszi6 Huh5-15, Huh-Neo, Hep3B sejtvonalon
kiilonb6z6 mennyiségli 1a,25(OH)2D3 hatasara 5 ora inkubaciot kovetden. Kontroll:
10,25(0OH)2D3-mal nem kezelt sejtek. *** p<0,0001. AU: Arbitrary units. 1,25-D3:
10,25(0OH)2D3

3. tablazat: CYP24Al, CYP27B1 és VDR mRNS expresszid kulonbségek négy HCC
sejtvonalon 1nM és 10nM 10,25(OH)2D3 adasat kovetéen in vitro. Kontroll a

10,25(OH)2D3-mal nem kezelt sejtek expresszio értéke. *p<0,05

sejtvonal 10,25(OH)2D3 | relativ relativ relativ VDR
koncentracio CYP24A1 CYP27B1 MRNS
MRNS MRNS expresszio
expresszio expresszio
HepG2 0nM 1 1 1
1nM 959,74* 0,89 0,86
10 nM 887,44% 0,81 0,82
Huh-Neo 0nM 1 1 1
1nM 99,50* 0,92 1,21
10 nM 117,30* 1,11 1,55
Huh5-15 0nM 1 1 1
1nM 4,80 1,07 0,86
10 nM 3,81 0,91 0,76
Hep3B 0nM 1 1 1
1nM 1,30 1,01 0,42
10 nM 2,65 1,13 1,11
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5.2.4. CYP24A1 mRNS dozisfliggd expressziovaltozasa

Az el6zéekben kapott eredményeink alapjan a bioldgiailag aktiv D-vitamin a
HepG2 és a Huh-Neo human HCC sejtvonalakon szignifikdns CYP24A1 mRNS
expresszio novekedést okoz. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a 1a,25(OH)2D3
novekvd koncentracidja hogyan befolydsolja a két sejtvonal CYP24A1 mRNS
expressziojat, illetve mennyi az a 1a,25(OH)2D3 koncentracio, amelynél a legmagasabb
a D-vitamint inaktivalo enzim expresszidja. Ehhez a sejteket 0,256; 1,6; 4,0 és 10,0 nM
emelkedd koncentracioja 10,25(OH)2D3-mal kezeltik 4 6ran keresztll, és a CYP24Al
MRNS expresszios értékeket mértik, illetve hasonlitottuk 6ssze a D-vitaminnal nem
kezelt sejtek expresszios értékével.

A 10,25(0OH)2D3 koncentracidjanak emelkedésével mind a HepG2, mind a
Huh-Neo sejtvonalakon fokozatosan emelkedett a CYP24A1 mRNS expresszidja. Az
emelkedés mértéke azonban kilonbozott a két sejtvonal kdzott. A HepG2 sejvonalon
mar 1,6 nM 10,25(OH)2D3 adasat kovetden szignifikans expresszidemlekedést
tapasztaltunk (p<0,001), mig ugyanez az emelkedés a Huh-Neo sejtvonalon csak 4,0
nM adasat kovetden volt tapasztalhato ugyanazon kisérleti korilmények kozoétt (15.16.
abra). A HepG2 sejtvonalon mér 1,6 nM D-vitamin nagyséagrendbeli CYP24A1 mRNS
expressziondvekedést okozott, mig ugyanilyen mértékii emelkedést a Huh-Neo
sejtvonalon magasabb, 4nM koncentraciéji D-vitamin 4 oran torténd kezelésével
lehetett kimutatni. 10nM D-vitaminnal torténé kezelés a HepG2 sejtekben egy
nagysagrenddel nagyobb CYP24A1 mRNS expresszio novekedést okozott a Huh-Neo
sejtek esetén 180-, 820- és 1010-szoros volt a D-vitamint inaktivaldé CYP24A1 mRNS
emelkedése (15. abra). Ugyanakkor a HUH-Neo sejtek esetén ugyanazon koncentraciok
alkalmazasa soran a CYP24A1 mRNS 2,0-, 38- és 140-szoros emelkedését mutattuk ki

megegyez0 kisérleti koriilmények kozott (16. abra).
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15. abra: CYP24A1 mRNS expresszi6 valtozés HepG2 sejtvonalon novekvé
mennyiségli 1a,25(OH)2D3 adéasat kovetden 4 oOra inkubacid soran. Kontrollként
10,25(OH)2D3-mal nem kezelt sejtvonalakat hasznaltunk. ***p<0,0001. AU: Arbitrary
units. 1,25-D3: 10,25(0OH)2D3
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16. abra: CYP24A1 mRNS expresszio valtozas Huh-Neo sejtvonalon novekvo
mennyiségli 10,25(0OH)2D3 adasat kovetden 4 oOra inkubacidé soran. Kontrollként D
vitaminnal nem Kkezelt sejtvonalakat hasznaltunk. ***p<0,0001. AU: Arbitrary units.

1,25-D3: 10,25(0H)2D3
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5.2.5. CYP24A1 mRNS iddfiiggd expressziovaltozasa

Az 10,25(0OH)2D3 bioldgiai hatdsai nem csak a kezelés soran alkalmazott
mennyiségétdl, hanem a kezelés idOtartamatdl is fligg. Azt mar az elézéekben
bebizonyitottuk, hogy 4nM koncentracioju, bioldgiailag aktiv D-vitamin mind a HepG2,
mind a Huh-Neo HCC sejtvonalakon szignifikans mértékii CYP24A1 mRNS expresszio
emelkedést okoz 4 oran at torténd inkubacid soran. Ezért a 4nM 10,25(OH)2D3
koncentraciot kivalasztva kezeltik a HepG2 eés Huh-Neo sejteket 28 oran keresztil, és
mértik a CYP24A1 mRNS expresszidjat a kordbban mar ismertetett, 17.18. abran
lathaté idopontokban. Eredményeink alapjan a CYP24A1 mRNS expresszid id6
figgvényében torténd valtozasa jelentds kiillonbséget mutatott a HepG2 ¢s a Huh-Neo
sejtvonal kozott.

A HepG2 sejtvonal esetén a 4nM koncentracioju D-vitamin a kezelés 2. 6rajaban
mar 3 nagysagrendnyi CYP24A1 mRNS expresszio emelkedést okozott a D-vitamin
kezelést nem kapott, kontroll sejtekhez képest. A kezelés idejét ndvelve tovabbi
CYP24A1 mRNS expresszié emelkedés volt megfigyelhetd, amely az 5. 6rdban tobb,
mint 3000-szeres volt a kontrollhoz képest. A maximumat a 4nM D-vitamin kezelés 8.
Orajéban érte el, 5300-szorosat a kontollhoz képest. Ezt kovetéen gyors CYP24Al1
MRNS expresszid csokkenés volt megfigyelheté, ami azonban a kezelés 10. drajaban
még mindig 800-szoros volt a kontrollhoz képest. Tovabbi folytatva a méréseket,
tovabbra is szignifikansan magasabb CYP24A1 mRNS expresszio volt kimutathato a
HepG2 HCC sejtekben a 4nM D-vitaminnal val6 kezelés 12., 14. és 24. drajaban is. Az
enzim mRNS expresszidja 28 oraval a kezelés megkezdését kovetden i1s még

kimutathat6 volt (17. &bra).
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17. d4bra: CYP24A1 mRNS expresszié valtozas HepG2 sejtvonalon az id6
fliggvényében 4 nM 1a,25(0OH)2D3 hatéséra. *p<0,0001. AU: Arbitrary Units

A Huh-Neo sejtek esetén a CYP24A1 mRNS expresszidja masként valtozott az
id6 fiiggvényében 4nM D-vitamin kezelés soran ugyanazon Kkisérleti korlimenyek
kozott. Szignifikans expresszio fokozodast hosszabb kezelési id6vel lehetett elérni, mint
a HepG2 sejtek esetén. Csupan a kezelés 5. drajaban volt az emelkedés szignifikans,
ami a kezelés idejének novekedésével tovabb emelkedett. A maximumat joval kés6bb
érte el, mint a HepG2 sejtek, csupan a kezelés 14. 6rajaban, ami kisebb mértékii, de még
igy is igen jelent6s, 152-szeres volt a nem kezelt sejtekhez képest. Ezt kOvette egy
»plato” fazis, és a 24. 6rdban mért CYP24A1 mRNS expresszié nem kiilonbozott a 14.
oOraban mérthez képest. Ezt kovette egy gyors csokkenés, de még a kezelés kezdetétdl
eltelt 28. d6réban is 40-szeres volt a kezelést nem kapott kontroll sejtekhez képest (18.

abra).
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18. abra: CYP24A1 mRNS expresszi0 valtozds Huh-Neo sejtvonalon az id6
fliggvényében 4nM D-vitamin hatéséra. *p<0,0001. AU: Arbitrary units.

5.2.6. CYP24ALl fehérje expresszio HepG2 sejtvonalon

Immuncitoldgiai vizsgélattal kimutattuk, hogy 10,25(OH)2D3 adasat kovetéen
nemcsak a CYP24A1 mRNS expresszid emelkedik nagy mértékben, hanem az mRNS
szintézist effektiv transzlacid, vagyis fehérje szintézis kovet. Ennek kimutatasara
normal veseszdvetet hasznaltunk pozitiv kontrollként (19. A abra). A D-vitamin
kezelést nem kapott HepG2 sejtek nem mutattak CYP24A1l fehérje festodést (19. B
abra). Erésen pozitiv (+++) CYP24Al1 enzim expresszid volt kimutathatd HepG2
sejteken 32 6ra, 4 nM 10,25(0OH)2D3 - mal torténé inkubaciot kovetéen (19. C &bra). A
19. é&bran lathatd a CYP24Al fehérje citoplazmatikus expresszidja; a pettyezett

citoplazmatikus mintazat az enzim mitokondrialis elhelyezkedésére utal.
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19. dbra: CYP24A1 immuncitokémiai vizsgalata

A: Normal veseszOvet, pozitiv kontroll. A barna szin jelzi a pozitiv reakciét. A
sejtmagokat hematoxilinnal festettiik (200-szoros nagyitas)

B: HepG2 sejtek 10,25(0OH)2D3 kezelés nélkil, negativ kontroll (20-szoros nagyitas)
C: CYP24Al1 enzim expresszio kimutatasa HepG2 sejttenyészeten immuncitoldgiai

maodszerrel 32 6réval a 4nM 1,25(0OH)2D3 hozzaadasa utan (20-szoros nagyitas)

5.3. Human vizsgéalatok

5.3.1. Csokkent VDR mRNS expresszio HCC-ben

36 beteg paraffinba agyazott majszovet mintain végzett vizsgalataink azt
igazoltdk, hogy a D-vitamin sejtmembran receptora, a VDR mRNS expresszalddik
valamennyi HCC szovetben és az azt koriilvevé tumormentes majszovetben is, habar
igen kilonb6z6 mértékben. Valamennyi HCC mintat egyittesen vizsgéalva és
Osszehasonlitva ugyanazon betegekbdl szarmazé tumormentes majszovettel, a receptor
MRNS expresszidja szignifikdnsan csokkent HCC szévetben a tumormentes
majszovethez képest (44046,80+22338.75 versus 304493,83+ 96655,44, p<0,05; 20.
abra).

Nem volt kiilénbség a cirrhosis talajan és cirrhosis nélkili majban kialakult HCC
szovetmintdk VDR expresszidja  kozott (113243,81+68675,28  versus
35417,67+25937,91, p=0,7; 21. &bra). Erdekes és (ij adat, hogy a HBV infekcio talajan
kialakult HCC-ben szignifikdnsan magasabb a VDR expresszidja (5890581,5+
5873880,36) a HCV (13066,33+5575,24; p=0,04), illetve a kriptogén etioldgiaju
(54778,43+39119,69; p=0,04) daganathoz képest (22. abra). Amikor a kiilonb6z6

=77

etiologidju HCC mintakat hasonlitottuk 0Ossze a hozzatartoz6 ~ tumormentes
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majszovettel, csupan a kriptogén etioldgia esetén mutattunk ki szignifikans VDR mRNS
expresszio csokkenést a tumorban (54778,43+ 39119,69 versus 450697,62+ 146634,25;
p=0,04).

Tovéabbi érdekes adat a nemek kozott megfigyelhetd VDR expresszio
kilonbségek. Nem csak a HCC szovetben (1978,14+1121,48  versus
494907,22+418109,39; p=0,02), hanem a tumormentes  méjszovetben
(12663,00£12043,94 versus 638079,67+286809,06; p=0,05) is alacsonyabb a VDR

expresszidja ndbeteg esetén a férfiakhoz képest az etioldgiatol flggetlendl (23. abra).

5.3.2. Csokkent CYP27B1 mRNS expresszio HCC-ben

A VDR mRNS-hez hasonloan szintén szignifikansan alacsonyabb CYP27B1 D-
vitamint aktivalo enzim mRNS expresszidt talaltunk HCC-ben a kérnyez6é tumormentes
majszovethez képest a 36 beteg paraffinba agyazott szdvetének vizsgalata soran
(31402,40+7281,92 versus 87312,75+12382,22; p<0,05. 20. abra).

Ebben az esetben sem volt kilénbség a cirrhosis talajan kialakult daganat és az
cirrhosis nélkili majban kialakult HCC kozott (21261,70+ 10311,49 versus 14747,44+
10755,9; p=0,9, 21. &bra). Nem volt kiilonbség a kiilonboz6 etiologia talajan kialakult
HCC mintdk kozott a CYP27B1-et tekintetében. Hasonléan nem taldltunk valtozo
expressziovaltozast a kiilonboz6 differencialtsagnt HCC mintak kozott. A VDR-hez
hasonld nemek kdzotti expresszio kilonbénbség csupan a nem tumoros mintak kozott
volt megfigyelhetd: csokkent CYP27B1 mRNS expresszid néi nemben a férfiakhoz
képest (2969,57+ 1683,54 versus 98792,10+38549,52; p=0,03; 23. abra).

5.3.3. Klinikopatolégiai paraméterekkel vald dsszefliggések

Pozitiv korrelaciét mutattunk ki a HCC szdvetmintak VDR mRNS expresszio
mértéke és a betegek szérum AFP és kalcium értékei kozott. Férfiakban a nem tumoros
majszovet CYP27B1 mMRNS expresszioja 0Osszefliggést mutatott a 2 tipusd
cukorbetegség jelenlétével, ugyanakkor ez az Osszefliggés nék esetén nem volt
Kimutathatd, ami magyarazhato a néi nem alacsonyabb szamaval. A két nemet egyiitt
értekelve pozitiv 0sszefugges van a HCC mintak CYP27B1 mRNS expresszio mértéke
és a betegek szérum bilirubin és kolinészteraz szintjei kozott (4. tablazat).
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Nem talaltunk 0Osszefliggést a VDR, a CYP27B1 és a CYP24Al
enzimexpressziok és a betegek tuléléese kozott.

5.3.4. CYP24A1 mRNS expresszio HCC-ben

A huméan vizsgélatok talan legérdekesebb eredménye, hogy a 13 friss fagyasztott
tumor kornyezetéb6l szarmazo 13 minta koziil egyikében sem expresszalodik
kimutathato mértékben a D-vitamin inaktivaldo CYP24A1 mRNS. Ezzel ellentétben a 13
HCC mintabdl 8 esetében kimutathatd volt az mRNS expresszidja (90,62+38,94; 20.
abra). A VDR-hez és a CYP27B1-hez hasonléan a CYP24A1 esetén sem talaltunk
kulonbséget a cirrhosis talajan és a cirrhosis nélkil kialakult HCC mintak kozott
(49,25+37,00 versus 70,42+ 29,49; p=0,3; 21. abra).
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20. dbra VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expresszid ¢sszehasonlitdsa HCC-ben a

kornyezd tumormentes majszovettel (* p<0,05).
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21. abra: VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expresszid kilonbségek a cirrhosis

nélkdli majban és a cirrhosis talajan kialakult HCC szdvetmintak kdzott (ns: nem

szignifikans).
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22. abra VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expressziok 6sszehasonitasa alkohol,
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23. abra: Nemek kozdétti VDR és CYP27B1 mRNS expresszio kilonbségek HCC-ben és

az azt koriilvevo tumormentes majszovetben (*p<0,05; ns: nem szignifikans)

4. tdblazat VDR és CYP27B1 expresszio HCC-ben és tumor paraméterek kdzotti

Osszefluigges (szignifikans: *p<0,05)

Klinikai és tumor p érték VDR p értek CYP27B1
paraméterek

kor 0,21 0,24
nem 0,016* 0,815
grade 0,88 0,26
tumornekrozis 0,393 0,433
érinvazio 0,608 0,779
cirrhosis 0,747 1,00
etioldgia 0,216 0,721
stadium 0,073 0,65
szolid-multiplex 0,774 0,387
metasztazis 0,689 0,52
diabetes mellitus 0,138 0,925
AFP 0,034* 0,067
szérum kalcium 0,04* 0,12
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24. dbra: VDR és CYP27B1 mRNS expresszio kulonbsegek a TNM fliggvényeben
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5.3.5. CYP24A1 fehérje expresszio HCC-ben

Az immunhisztokémiai vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy a HCC-ben
megfigyelt magasabb CYP24A1 mRNS expressziot aktiv fehérjeexpresszio koveti. Erds
immunhisztokémiai pozitivitas (+++) volt megfigyelheté a HCC szovetmintakban a
nem tumoros kérnyez6 majszovethez képest (24. &bra). A CYP24AL1 fehérjeexpresszio

az irodalomban leirtaknak megfeleléen a daganatos sejtek citoplazmajaban volt

megfigyelhetd az enzim mitokondridlis elhelyezkedésének megfelelden.

25. dbra: CYP24A1 enzim expresszid immunhisztokémiai kimutatdsa HCC-ben és a
kornyez6 tumormentes majszovetben. A barna szin jelzi a pozitiv reakciot. A
sejtmagokat hematoxilinnal festettiik (kék).

A. Normal veseszovet (200-szoros nagyitas)

B. Tumormentes cirrhotikus maj CYP24AL1 expresszié nélkil (200-szoros nagyitas)

C. HCC ¢s kornyezé tumormentes majszovet hatdra. Magas CYP24A1 fehérje
expresszio HCC-ben a tumormentes majszévethez képest (200-szoros nagyitas)

D. HCC szovet magas CYP24AL1 fehérje expresszioval (200-szoros nagyitas)

E. HCC szbdvet magas CYP24ALl fehérje expresszidja (600-szoros nagyitas)
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6. MEGBESZELES

A hepatocellularis carcindbma diagnozisa és foként terapidja komoly kihivas a
mindennapi orvosi gyakorlatban vilagszerte. Altecruse és munkatarsai kdzelmultban
publikalt adatai szerint a HCC incidenciaja és mortalitdsa emelkedik vilagszerte, adatai
arra engednek kovetkeztetni, hogy a HCC epidemioldgiai csUcspontja zajlik
napjainkban illetve varhatd a koézeljovoben (16). Sajnalatos médon a daganat
incidencidja és mortalitasa tovabbra sem cs6kken Magyarorszagon sem, illetve
eurdpaszerte, annak ellenére, hogy szamos a daganat kialakuldsédban szerepet jatszo
etiologiai faktor ismert és megel6zheté. A terdpias lehetdségek korlatozottak, a
tudomany jelen allasa szerint végleges gyogyulést csak az iddben elvégzett méjrezekcio,
illetve majtranszplantacié hozhat, melyek alkalmazasi lehetdségei igen korlatozottak,
hiszen a daganat az esetek csaknem 90%-aban mar cirrhotikus majon alakul ki, melynek
funcionalis rezervkapacitasa korlatozott.

A D-vitamin antitumor hatasanak felfedezése Uj lehet6ség a daganatterapiaban.
Szamos rosszindulatl daganattal kapcsolatban zajlanak vizsgalatok, bar a HCC-vel
kapcsolatos adatok korlatozottak. A D-vitamin in vivo szisztémas alkalmazésa soran
szamolni kell annak hiperkalcémiat okoz6 hatdsaval (159). Ugyanakkor szamos
munkacsoport dolgozik ezzel a mellékhatassal nem rendelkezé D-vitamin anal6g
kezelési modszerek kifejlesztésen (160; 111).

Mindezek alapjan PhD munkam soran érdemesnek lattam tobb szempontbdl
megvizsgalni a HCC-ben szenved6 betegek klinikopatoldgiai jellemz6it a Semmelweis
Egyetem beteganyagdban. Tudomasunk szerint elséként végeztink atfogd
epidemiologiai felmérést Magyarorszagon erre a betegségre vonatkozoan, elsGsorban az
etioldgiai faktorokra koncentrélva. Az irodalommal megegyezden azt talaltuk, hogy a
HCC férfiakban kb. 3-szor gyakoribb, mint ndkben, illetve, hogy 89%-ban majcirrhosis
talajan alakul ki. 102 beteg vizsgalata soran kimutattuk, hogy az eurdpai adatokkal
megegyezéen a HCV infekcid a leggyakoribb etioldgiai faktor, hasonléan az eurodpai
adatokhoz (25. abra), bar érdekes mddon a két nemet kilén vizsgalva férfiaknal az

alkohol szerepel az elsd helyen, és csak azt kovetéen a HCV infekcio.
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Az alkoholizmus Magyarorszagon komoly szocidlegészségligyi probléma. Az Eurdpai

25. abra: Etioldgiai tényez6k megoszlasa HCC-ban (134)

Unid adatai szerint Magyarorszag az els6k kozott szerepel a fejenként elfogyasztott

alkoholmennyiség tekintetében (26. abra).
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26. abra: Elfogyasztott szaraz alkoholmennyiség/f6 (1997-2003) Forras: World

Advertising Research Centre

Az 1992-ben bevezetett vérkészitmények hepatitis B és C virus elleni sz{irés és
az egyszerhasznalatos fecskend6k bevezetése (1985) nagy eldrelépés volt Magyarorszag
egészségligyében. Csakligy, mint a hepatitis B oltas bevezetése, a varandos ndék
rutinszerlt szlirése, amely nemcsak a fertézés megelézésében, hanem a HCC
kialakulasanak megel6zésében is igen nagy eldrelépést jelentett. Nem elhagyagolhato a
tarsadalom egészségugyi szempontbol valé tajekoztatasa a szexudlis Uton, a testekszerek

és tetovalasok Utjan terjed6 fert6z6 betegségekrol. Ismereteink béviilése ellenére sok
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esetben a HCC etiologiaja ismeretlen marad, amely jelzi a még feltaratlan faktorok
jelenlétét és szerepét a betegsegben.

Irodalmi adatok igazoljak, hogy a HCC tulélését jelentdsen befolyasolja a korai
diagnozis es a korai terapias dontes (161). Ezért létfontossdgl magas szenzitivitasu es
specificitasi tumormerek azonositiasa a betegség sziirésére a rizikdcsoportba tartozok
korében, még a klinikai tiinetek megjelenése elott. Az AFP a kordbbi évek sorén széles
korben alkalmaztak a HCC sziirésére, de a magas alnegativ eredmények szama alapjan
(féként az AFP negativ  HCC esetek magas szama miatt) megkérdbjelezték
hasznossagat a korkép sziirésére. Az AFP szenzitivitasa 41-65%, specificitdsa 80-94%
kozott van 20 ng/ml cut-off érteknél (162). Az irodalmi adatokkal megegyezéen az
altalunk vizsgalt betegcsoportnak csak egy részében (59%) volt a normalisnal magasabb
a szérum AFP szintje. Ezek alapjan mi sem javasoljuk 6nmagaban az AFP rutinszerti
hasznalatat a HCC szirésére. Az ujabb labortechnologiai modszereknek koszonhetéen
ma mar ismert az AFP-nek hadrom formaja van a lektin lens agglutininhez torténé
kotédése alapjan (AFP-L1, AFP-L2 and AFP-L3). Az AFP-L3 kizarélag HCC-s
betegekben mutathaté ki, szenzitivitasa 96,9%, specificitasa 92% (163). Tovabbi
vizsgélat alatt all6 lehetséges tumormarkerek HCC-ben a HSP70, HSP27, GPC3,
SCCA, GP73, TAG72, ZAG, DCP, GGT, AFU, TGF-B1, VEGF, sth. (164).

2014 februarjdban a Hepatologyban megjelent kézlemény els6ként a vilagon
beszamol arrdl, hogy az alacsony szérum D-vitamin koncentracio rizik6faktora a HCC
kialakulasanak egy nyugat-eurdpai populécié atfogd vizsgalata alapjan (165). Mivel a
daganat incidencidja emelkedében van az egyébként alacsony incidenciaju orszagokban,
tovabba ismert az eurdpai populécid alacsony szérum D-vitamin szintje, érdemesnek
lattuk Osszefiiggést keresni a ketté kozott. Ugyanakkor kiilonbséget kell tenni a szérum
D-vitamin szintje és a tumorban helyileg hozzaférheté D-vitamin koncentracioja kozott.

A bioldgiailag aktiv 1,25(0OH)2D3 hormon antitumor hatasa in vitro és in vivo
szamos rosszindulati daganatban igazolodott. Felvet6dott terapias hatékonysaga HCC
esetén is (113; 166; 167). A vizsgalt betegek szdma kevés, és csupan csak a HCC-s
betegek egy része mutatott regressziot vagy a daganatos betegség stabilizalasat a
1,25(0OH)2D3 analog adasara (113; 160). Mindez felveti a lehetéségét, hogy a HCC
daganat kiilonboz6 metabolizmussal és patofizioldgiai folyamattal bir egyéntdl fiiggden.

Valamilyen oknal fogva nem egyformén hat ugyanaz a D-vitamin minden HCC
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daganatban. Vizsgalataink soran erre is kerestik a valaszt. Mi lehet az oka, hogy egyes
HCC daganatok reagalnak a D-vitamin kezelésre, masok nem. Az egyik ok lehet, hogy a
szoveti szinten a sejtekhez jutott D-vitamin mennyisége eltér6. Ennek mérése azonban
igen bonyolult labortechnologiai folyamat. Masik lehetéség, hogy a D-vitamin
intracellularis hatasat kozvetit6 VDR receptor nem egyforman expresszalodik a az
egyes betegekben. Masrészrél a D-vitamin metabolizmusdban kulcsszerepet jatszo
enzimek, mint a fentebb emlitett CYP24A1 és CYP27B1 eltér6 mértékben
expresszalddik, igy az adott D-vitamin mennyisegnek csak egy része rendelkezik
intracellularis hatassal.

1,25(0H)2D3 szoveti koncentraciojat jelentésen befolyasolo CYP24Al1
emelkedett aktivitdsat mutattdk ki korabban vastagbél, tiidd, prosztata, pajzsmirigy és
eml6 daganatsejtekben egyarant (168; 169; 170; 171). Ismereteink szerint PhD munkam
keretein belll els6ként vizsgaltuk a CYP24A1 mRNS és fehérje expresszidjat
kiilonb6z6 human HCC sejtvonalakon in vitro és in vivo egyarant. Adataink szerint a
HepG2 és Huh-Neo HCC sejtvonalak D-vitamin adas hatasara bekovetkezd
nagymértékit CYP24A1 mRNS és fehérje expresszidval valasza igazolja, hogy a HCC
sejtek alkalmasak a D-vitamin 6nallé metabolizélasara. Ugyanakkor ez a megfigyelés
nem volt elmondhaté a masik két, Hep3B és Huh5-15 HCC sejtvonalrél. Mindez
magyardzhatd a sejtek eltéré eredetével, illetve a HCC eltérd patofizioldgiai
mechanizmusaval, de a pontos okok feltarasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Csakugy, mint az a klinikai megfigyelés is, hogy az in vivo alkalmazott D-vitamin
jelentds hataskiilonbségeket mutat az egyes betegekben. Hasonlé eredményeket kaptak
méhnyak és petefészek sejtek vizsgalata soran a kutatok (172).

Ugyanakkor HepG2 sejtekben egy nagysagrenddel nagyobb volt a CYP24A1
MRNS emelkedése, mint a petefészek sejtekben (OVCAR-3), annak ellenére, hogy a
petefészek sejtek esetén 100nM, a mi vizsgalatainkban csupan 4nM volt az alkalmazott
D-vitamin koncentracioja. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a HepG2 sejtek joval
érzékenyebbek a D-vitamin hatdsara a CYP24A1l expresszid tekintetében. A HepG2
sejtvonalon a D-vitamin hatasara megfigyelt jelentds (5300-szoros) CYP24A1 mRNS
expresszidhoz hasonlo6 adat van az irodalomban prosztata (DU-145) és nehany vastagbel
tumorsejtvonalon is (Caco-2, COGA-1) (168; 173).
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Az in vivo végzett vizsgalataink eredmeényei arra engednek kovetkeztetni, hogy
a D-vitamin antitumor hatasa névelhet6 lehetne HCC szdvetben CYP24A1 enzimgatlok
alkalmazasaval. Mindez mar bizonyitott human prosztata tumorsejtekben in vitro és
allatmodellen egyarant (173). Tovabba a CYP24A1 —et onkogénként tartjadk szamon
vastagbél és emlérakban. Mindennek a bizonyitasara HCC esetén tovabbi vizsgélatokra
van szikség.

Epidemiologiai vizsgalataink is igazoltdk a kronikus HCV infekcid jelentds
etioldgiai hatasat a HCC kialakulasaban. Tovabba a kbzelmultban megjelent kozlemény
igazolta, hogy HCV fert6z0tt betegek antiviralis kezelés soran a szérum D-vitamin
koncentrécid pozitiv prediktiv értékkel bir (50). Szintén 0sszefuggés lehet az antiviralis
kezelésre nem reagal6 HCV-s betegek magasabb HCC incidenciaja és a szérum D-
vitaminszint kozott. Ugyanakkor sejtvonal vizsgalataink sordn a HCV genomot
tartalmaz6 Huh5-15 HCC sejtvonal nem mutatott CYP24A1 mRNS expresszio valtozast
D-vitamin adés hatéséara.

A CYP24A1 expresszio valtozassal ellentétben a VDR expresszidja nem
valtozott egyik HCC sejtvonalon sem D-vitamin adasara in vitro a korabban ismertetett
Kisérleti korilményeink kozott. Ehhez hasonlé eredményeket mutatott mas
munkacsoport is a vastagbél és emld sejtek vizsgalata soran (106). Ugyancsak szamos
kdzlemeny ismert az irodalomban, hogy carcinéma sejtvonalak D-vitamin kezelése nem
okoz valtozast a CYP27B1 mRNS expressziojaban (168). Mindezen HCC sejtvonalon
végzett vizsgalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy egyes HCC sejtvonalak
novekvé CYP24A1 expressziovaltozassal reagélnak az in vitro adott D-vitamin
hatasara, mintegy védekezd mechanizmust alkalmazva a hormon antitumor hatasa ellen.

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy in vivo fiziol6gias korilmények kozott, 49
HCC-s beteg bevételével, expresszalja-e a HCC szdvet a CYP24A1, CYP27B1 és VDR
MRNS-t. Ugyanakkor érdekesnek tartottuk Osszevetni az expressziokat ugyanabbol a
betegbdl szarmazé HCC koOrili tumormentes majszovettel. Ismereteink szerint ez az
els6é tudoményos vizsgélat, amely human hepatocellularis szévetben vizsgalja a fenti
gének expresszidjat, Osszehasonlitva ugyanazon beteg kornyezd, tumormentes
majszovetével, illetve az HCC etiologidjaval, a betegek nemével és egyeb
klinikopatologiai paraméterekkel. Az irodalomban ismert eredményekkel megegyezden

azt taldltuk, hogy valamennyi HCC szdvetben és tumormentes majszdvetben
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expresszalodik a VDR mRNS, jollehet kiilonb6z6 mennyiségben. Hasonlé VDR
expressziot talaltak egyéb malignus szovetben, mint emld, prosztata és pajzsmirigy
tumorokban (171; 174; 175). Vastagbéldaganatban a VDR expresszio csokkenése
Osszefliggest mutatott a malignitas fokaval, illetve a vastagbél adenocarcinGmaban a
differencialtsagi fok elvesztésével parhuzamosan csokkent a VDR mRNS expresszio,
ami egyben a betegség rosszabb progndziséat is jelenti (176; 177). Az altalunk vizsgalt
betegcsoportban nem talaltunk 6sszefiiggést a HCC differencialtsagi foka és a VDR
MRNS expresszid mértéke kozott. Ennek magyardzataul szolgalhat, hogy a HCC
jelentds heterogenitast mutatd daganat, sok esetben egy gocon beliil szamos kisebb,
kiilonboz6 differencialtsagh goc helyezkedik el, és a vizsgalatok soran csupan egy adott
reprezentativ szovetmintaval dolgozunk, nem ismerve a daganat tdbbi részének
patoldgiai sajatossagait.

A VDR receptor jelenléte egészséges majban és hepatocellularis carcinéméaban
mar korabbrél ismert (178; 110; 179; 180). Fizioldgiai vizsgalatok igazoltak, hogy a
majban torténik 1,25(0H)2D3 felvétel és annak epébe torténd kivalasztasa, vagyis a
hormon jelen van az egészséges majban is (181). Tovabba arrdl is van adat, hogy a
majban 1évé VDR expresszionak védé szerepe lehet a hepatocarcinogenézis ellen (166;
182). Segura és munkatarsai kdzolték, hogy a normal majban mind a hepatocitak, mind
a biliaris és nem parenchimas sejtekben pozitiv a VDR fehérje expresszidja, ugyanakkor
Gascon-Barré és munkacsoportja azt talalta, hogy a normal hepatocitdk nem mutatnak
VDR gén transzkripciot a maj biliaris és sinusoidalis sejtjeivel szemben (183; 178). Az
altalunk végzett vizsgalatok teljes majszdveten torténtek, ami magaban foglalja a maj
valamennyi sejtjet. Ez magyardzat lehet a Kkisérleti eredményekbdl adodéd
kilonbségekre. Ugyanakkor az is ismert, hogy a D-vitamin VDR receptor gén atirasa
poszttranszkripcionalis miRNS szabalyozas alatt all, ami befolyasolhatja az eltérd
MRNS és fehérje expresszids eredményeket (184).

Fingas és munkacsoportja 62 HCC-s beteg és ugyanannyi egészséges kontroll
vizsgalata soran azt talalta, hogy a HCC-ben szenvedé betegek szérumaban alacsonyabb
a D- vitamin koncentracid, ugyanakkor VDR mRNS expresszidja magasabb volt a
tumorszovetben és a kdrnyez6 tumormentes majban is az egészséges kontrollhoz képest
(185). Vizsgalataink soran a HCC sz@vetben talalt alacsonyabb VDR mRNS expressziot

talaltunk ugyanazon betegek kornyezé tumormentes majszovetéhez képest, ami az
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esetek nagy részében nem egészséges, hanem cirrdtikus, illetve krénikus gyulladasban
1év6 majszovet. Mindez részben magyarazhatja az eltér6 eredményeket. Hasonl6an
alacsonyabb VDR mRNS expressziot taldltak humdan vastagbél, emld ¢és tiido
daganatban is, de magasabb volt az expresszio petefészek daganatban a nem daganatos
szovettel 6sszehasonlitva (106; 107). Tovabba prosztata és nyel6csérakban a VDR
expresszid pozitiv prediktiv tényezonek vélhetd (174; 186; 187).

A VDR expresszio mertékének csokkenése a daganatfizioldgiaban még nem
teljesen tisztazott. Egyes adatok arra utalnak, hogy a Krippel-like faktor 4 (KLF4)
expresszidja és a Snail fokozott expresszidja szerepet jatszhat a VDR expresszio
csokkenésében hepatocellularis carcinomaban (188; 189). Ezen vizsgalatokhoz
hasonléan mi sem talaltunk osszefiiggést a HCC szdvet VDR expresszio mértéke és a
beteg tulélése kozott az altalunk vizsgalt betegcsoportban (189).

Disszertacios munkam soran talalt tovabbi érdekes és 0 adat, hogy néi nemben
kialakult HCC-ben csokkent a VDR mRNS expresszidja a férfiakhoz képest. Ismert,
hogy a VDR egyik funcioja, hogy szerepet jatszik az 6sztrogén medialt proliferacios és
sejtdiffencidlodasi folyamatokban (190). Tovabbi vizsgalati eredmények igazoljak,
hogy rosszindulatl észtrogén-receptor pozitiv emlédaganatban a D-vitamin antitumor
hatdsa az 0Osztrogén receptorok szamanak csokkenésén keresztill szabalyozott (191;
192). A HCC-ben tapasztalt nemek kozotti kilénbség pontos megértéséhez és a két
jelatviteli folyamat kozotti kapcsolat megeértéséhez tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

A VDR mRNS expressziohoz hasonléan szintén kimutathaté a D-vitamint
aktivalo CYP27B1 mRNS expresszidja HCC szovetben és a kornyez6 tumormentes
majban is, habar eltér6 mértékben. A VDR-hez hasonléan a CYP27B1 mRNS is
szignifikansan csokkent HCC szovetben a kornyezé tumormentes majhoz képest.
Ugyanakkor érdekes adat, hogy az inaktivalé enzim CYP24A1 mRNS expresszidja
csupan a hepatocellularis carcindma szovetben volt kimutathatd, a kornyezo
tumormentes majszovet egyikében sem. Cholangiocellularis carcinOmaban mar
koradbban leirtak a CYP27B1 expresszio csokkenését és a CYP24A1 emelkedését (193).
Mindezen eredmények Osszhangban vannak egyéb malignus daganatokban, mint emld,
nyel6csd,  vastagbél, pajzsmirigy és  tiidében talalt CYP24A1 mRNS
expressziofokozodassal (194; 106; 107; 170). Az irodalomban egyes daganatokban
megfigyelt CYP24A1l expresszio mértéke és a betegek talélése kozott pozitiv
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Osszefiiggés mutathatd ki (195). Sajat vizsgalataink soran nem mutattunk Ki
Osszefiiggést a CYP24A1 expresszio mértéke és a tulélés kozott, habar a vizsgalt
betegek szdma alacsony volt.

Tovabbi 0j adat, hogy egyik HCV talajan kialakult HCC-ben sem volt
kimutathaté a CYP24A1 expresszio. Ez 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a
HCV infekcidban a majban novekszik a helyileg hozzaférheté D-vitamin mennyisége a
virus CYP24AL1 —en kifejtett gatlo hatasa hatasan keresztul (196).
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7. KOVETKEZTETESEK

PhD munkdm soran végzett kisérletek eredményeibdl a kovetkezd kovetkeztetéseket

vonhatjuk le:

1. A hepatocellularis carcindma rossz prognézisu betegség. Torekedni kell a
rizikbcsoportba tartozd, majcirrétikus betegek sziirésére és a korai diagnozisra.
Magyarorszagon legnagyobb a kockazat a HCV fert6zés és az alkoholfogyasztas, illetve
a két rizikofaktor egyiittes el6fordulasa esetén. Adataink szerint a betegseget sok
esetben késon ismerik fel. A betegek tulélési ideje alacsony. Az AFP-t 6nmagaban nem
ajanljuk a magyarorszagi populacioban sem a HCC sziirésére alacsony szenzitivitasa

miatt.

2. HepG2 és Huh-Neo huméan HCC sejtvonalak jelentés CYP24A1 mRNS és
fehérje expresszidja fokozddasaval valaszolnak az aktiv D-vitamin in vitro adasara,
ugyanakkor a CYP27B1 és a VDR mRNS expresszidja nem valtozik D-vitamin adasara.
A CYP24A1 mRNS expresszidja nem valtozott a Hep3B és a HCV genomot tartalmazé
Huh5-15 sejtvonalak esetén. Az expresszio emelkedése kiilonbozé mértékii az egyes
sejtvonalakban, és nagymértékben fligg az alkalmazott D-vitamin mennyiségétdl és a

kezelés idejétol.

3. HCC szdvetben szignifikansan alacsonyabb mértékben expresszalodik a D-
vitamin hatasat kozvetit6 VDR és a hormont aktivalo CYP27B1 mRNS a kornyezo,

ugyanazon betegbdl szarmazo6 tumormentes méjszdvethez képest.

4. A fenti génekkel ellentétben a D-vitamint inaktivalé enzim, a CYP24Al
MRNS és fehérje kizardlag a HCC sz@vetben mutathatd ki, a kdrnyezé tumormentes
majszovet egyikében sem. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy HCC-ben a D-vitamin
tumorellenes hatdsa kevésbé érvényesil. A fentebb emlitett expressziokilonbségek
utalhatnak a tumor védekez6 mechanizmusara a D-vitamin antitumor hatasaval

szemben.
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5. A HBV talajan kialakult HCC szOvetben szignifikdnsan magasabb a VDR
mRNS expresszi6. N6i nemben kisebb mértékii a VDR mRNS expresszidja HCC-ben és
a kornyez6é tumormentes majszovetben is a férfiakkal 6sszehasonlitva. Ez a kilénbség

CYP27B1 esetén csak a tumormentes majszovetben volt kimutathato.
6. Nincs kilonbség a VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expressziok kdzott a

cirrhosis talajan és a cirrhosis nélkil kialakult HCC szévetminta koz6tt, csakigy, mint a

fenti expresszidk és a tumor grade, TNM stadiuma és a betegek tulélése kozott.
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8. OSSZEFOGLALAS

Ismereteink a hepatocelluléaris carcinoma patofiziologiajarol és az aktiv D-
vitamin, az 1,25(0OH)2D3 igéretes daganatellenes hatasairdl naprol napra bdviilnek,
ennek ellenére a HCC tovabbra is rossz prognozisu betegség és kezelése kihivas a
mindennapi orvosi gyakorlat szdmara.

A Semmelweis Egyetem beteganyagaban azt talaltuk, hogy a HCC az esetek
69%-ban férfiakban és 89%-ban majcirrhosis talajan alakul ki. A legggyakoribb
etiologiai tényez6 az alkoholfogyasztas és a krénikus HCV infekcid. Az altalunk
vizsgalt betegcsoport csupédn 3,68%-a volt életben a diagndzis felallitasa utan 5 évvel.
Az AFP tumormarker a betegek 41%-aban normalis.

Négyféle human HCC sejtvonalakon megvizsgaltuk, hogyan valtozik
1,25(0OH)2D3 adéasara a 25-hidroxivitamin D3 24-hidroxilaz (CYP24AL1) lebontd enzim
MRNS és fehérje expresszigja, valamint az aktivalo 25-hidroxyvitamin D3 1-alpha-
hidroxilaz enzim (CYP27B1) és a D-vitamin receptor (VDR) az mRNS expresszioja az
1,25(0H)2D3 koncentracidjanak és a kezelés id6tartamanak fuggvényében. Human
HCC szovetben ¢és ugyanazon betegbdl szarmaz6d tumormentes majszovetben
megvizsgaltuk a CYP24A1 mRNS és fehérje, illetve a CYP27B1 és VDR mRNS
expressziokat. Eredményeink szerint HepG2 és Huh-Neo HCC sejtvonalon mar 1nM
1,25(0H)2D3, 5 6ras kezelési id6 utan is szignifikdnsan emelkedik a CYP24A1 mRNS
és fehérje expresszidja, mig a masik két sejtvonalon nem valtozik. A CYP27B1 és VDR
MRNS expresszidja egyik sejtvonalon sem valtozik az aktiv D vitamin kezelés hatasara.

HCC szovetben csokkent a CYP27B1 és VDR mMRNS expresszidja a
tumormentes kornyezé majszovethez képest. CYP24A1 mRNS és fehérje expressziot
csak HCC-ben mutattunk ki, tumormentes majszdvetben nem. A fenti expressziék nem
mutattak 6sszefiiggést a HCC differencialtsagi fokaval és a betegek tulélésével.

Eredményeink arra utalnak, hogy egyes hepatocellularis carcinébma sejtek a
CYP24A1 mRNS és fehérje expresszidé fokozddasaval védekeznek a 1,25(0OH)2D3
antitumor hatadsaval szemben. Mindez hozzajarul D-vitamin hepatocellularis
carcindmaban betoltott szerepének jobb megismeréséhez és jovobeli D- vitaminnal

torténd, egyénre szabott, hatékonyabb kezelések kifejlesztéséhez.
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SUMMARY

Despite the growing information about the patophysiology of hepatocellular
carcinoma and the antitumor effects of the biological active vitamin D, 1,25(0OH)2D3,
the prognosis of the HCC is still very poor and the efective cure of the HCC is a
challenge in the clinical practice.

In the Semmelweis University we found, that 69% of HCC develope in men, and
89% of the patients has liver cirrhosis. The most common etiologic factor was the
alcohol consumtion and the cronic hepatitis C infection. In this population the mean 5
years survival rate was only 3,68%. 41% of the patients had normal AFP levels in the
serum.

We aimed to examine mRNA and protein expression of 1,25(0OH)2D3-
inactivating CYP24A1 and mRNA expression of the activating CYP27B1 enzymes, as
well as that of vitamin D receptor (VDR), in four HCC cell cultures in response to
diferent concentration and treatment time of 1,25(OH)2D3 administration. Moreover we
examined mRNA and protein expression differences in CYP24A1, mRNA expression
CYP27B1 enzymes, as well as that of VDR between human non-tumorous liver and
HCC tissue samples, and studied the correlation with clinicopathological characteristics.

CYP24A1 mRNA expression significantly increased in response to
1,25(0OH)2D3 administration in HepG2 and Huh-Neo cell lines. There was no
significant change in Hep3B and Huh5-15 cell lines, nor was there any change in
CYP27B1 and VDR gene expression in any cell cultures. Immuncytochemistry in
HepG2 cells proved that gene activation was followed by CYP24A1 protein synthesis.

Expression of VDR and CYP27B1 was significantly lower in HCC compared
with non-tumorous liver. The majority of the HCC samples expressed CYP24A1
MRNA, in contrast neither of the non-tumorous liver expressed this gene.
Immunohistochemistry studies confirmed that the gene activation was followed by
CYP24A1 protein synthesis.

Our novel data on the presence of CYP24A1 mRNA, as well as reduced
expression of VDR and CYP27B1 mRNA in human HCC samples indicate decreased
bioavailability of 1,25(0OH)2D3 in HCC cells, providing an escape mechanism from the
anti-tumor effect of 1,25(0OH)2D3.
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