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1. BEVEZETES

A rosszindulatl daganatok és a bioldgiailag aktiv D-vitamin, az 10,25(OH)2D3
kozott fennall6 Osszefliggés, mint altalaban az orvostudomanyban, az egyedi
megfigyelésekb6l indult ki. Vastagbéldaganat incidencidja kapcsan figyelték meg
elséként, hogy a napsiitotte orak szamanak, illetve a betegek szérum D-vitamin
szintjének csokkenésével jelentdésen emelkedik a colorectalis carcinoma el6forduldsa. A
tovabbi kutatdsok soran bebizonyosodott a D-vitamin antitumor hatasa szamos mas
rosszindulati daganatban, igy hepatocellularis carcindméban (HCC) is. A kezdeti
kutatasok soran kiderult, hogy a D-vitamin hidnyos egerek fogékonyabbak a vegyi
anyagok hatasara kiserletesen indukalt hepatocarcinogenézisre. A HCC el6fordulasa és
etioldgiaja igen valtozatos foldrajzi kilonbségeket mutat. Magyarorszagon az orszagos
Réakregiszter adatai alapjan évente kb. 600 Uj esetek diagnosztizalnak, és Kkb.
ugyanennyire tehet6 az éves mortalitis. A Semmelweis Egyetem I.sz. Sebészeti
Klinikajan 1996-2009 kozott 211 esetben végeztek majrezekciét HCC miatt. A HCC
kezelése egyre gyakoribb feladat a magyarorszagi orvosi gyakorlat szdmara is. A
legUjabb epidemioldgiai felmérések szerint az utdbbi években a HCC incidenciaja
emelked6ben van. A HCC 70-90%-a majcirrhosis talajan alakul ki. A majcirrhosis
leggyakoribb oka a HBV, HCV infekcid, alkoholos majkarosodas és a nem-alkoholos
steatohepatitis (NASH). Kevésbé gyakori a herediter haemochromatosis, a-1
antitripszin hiany, autoimmun hepatitis, Wilson-kér és néhany porfiriatipus. A
cirrhotikus gobok kb. felében kimutathatd klonalis sejtszaporodas. Vilagviszonylatban a
HCC leggyakoribb etiologiai faktora a HBV fert6zés. Becslések szerint 350-400 millio
fertdzottel kell szamolni vilagszerte. A HBV virus az esetek 70-90%-aban cirrhosison
keresztll okoz majrakot. A HBV infekciénadl magasabb a HCC kialakuldsanak a
kockazata (majcirrhosistol fliggetleniil) HCV fertézés esetén. A HCV fert6zott betegek
sikeres antiviralis kezelése (pl. pegilalt interferon + ribavirin) csokkenti a HCC
kialakulasanak kockazatat. Hazankban a rendszeres alkoholfogyasztas komoly
probléma. Az eurdpai populacioban az alkohol okozta HCC aranya 10,2%-ra tehetd.
Korébban kriptogén cirrhosisnak tartott esetek nagy reszeért a nem alkoholos zsirmaj
(nonalcoholic fatty liver disease — NAFLD), illetve a nem-alkoholos steatohepatitis
(nonalcoholic steatohepatitis — NASH) felelds, mely betegek nagy része metabolikus

szindromédban szenvedd férfii A NASH gyakorlati diagnézisa nem egyszerii



majcirrhosis és hepatocellularis carcinoma egyiittes jelenléte esetén. Az aflatoxin Bl
mérgezés vilagviszonylatban igen jelentds szereppel bir a HCC kialakuldsaban.

A D-vitamin elnevezés két vegylletre utal: cholecalciferol (vitamin D3), ami
UV sugarzas hatasara keletkezik a borben 7-dehydrocholesterolbol, illetve az
ergocalciferol (vitamin D2), ami ergoszterolbol képzdédik. Az 1a-hidroxilaciot végzo
enzim a mitokondrialis CYP27B1, amely legnagyobb mennyiségben a vese proximalis
tubulusaiban expresszalodik, habar alacsonyabb mértékben szamos mas szdvetben is
megtalalhatd. A szovetekben megtaldlhatd bioldgiailag aktiv D-vitamin féléletideje
rovid. A D-vitamin a VDR receptor aktivalasan keresztil 6nmaga is aktivalja sajat
katabolizalé enzimét, a CYP24A1-et. Magas CYP24A1 expresszié mutathato ki szamos
human malignus daganatban (emld, prostata, bor, nyeldcsd, stb). A magas CYP24Al
expresszio rosszabb prognozissal jart néhany dagattipusban, valdsziniileg az enzim
fokozott aktivitasaval Osszefliggé alacsonyabb helyi antitumor hatdssal biro
10,25(0OH)2D3  koncentraciocsokkenés miatt. Szamos rosszindulati daganatban
bizonyitott, hogy az alacsony szérum D-vitamin koncentracio rizikdfaktora a betegseg
kialakulasanak. Hepatocellularis carcindmara vonatkozo ilyen irany( adat kevés van.
Els6ként 1991-ben egy japdn HCC-ban szenvedé férfi esetén mutattak ki alacsonyabb
szérum D-vitamin koncentraciét a szérumban. In vitro vizsgélatokat, preklinikai
allatkisérleteket és Kklinikai vizsgélatokat is végeztek a D-vitamin hatasénak
vizsgalatdhoz HCC-ben. Pourgholami és munkatarsai bebizonyitottdk, hogy az
10,25(0OH)2D3-nek jelentés novekedésgatld hatasa van HepG2 és Hep3B
sejtvonalakon. A D-vitamin, mint szisztémaés szer, illetve a terapids hatés eléréséhez
szikséges dozis alkalmazasa hiperkalcémiat es hiperkalciuriat okozd hatdsa miatt
korlatozott. Szamos ilyen mellékhatassal nem rendelkez6 D-vitamin analdg (EB1089,
CB1093, MART-10) van kisérleti stddiumban. A D-vitamin intracellularis hatasainak
nagy részét a VDR receptoran keresztul fejti ki.

2. CELKITUZESEK

2.1. Hepatocellularis carcindmas betegek epidemiologiai vizsgalata a Semmelweis
Egyetem I.sz. Belgydgyaszati Klinika anyagaban
1. Melyek a legfontosabb etiologiai tényezOk a hepatocellularis carcindoma
(HCC) kialakulasaban?



2. Milyen a nemek kozotti, életkor szerinti, a cirrhosis — cirrhosis nélkuli majban
kialakult HCC megoszlasi aranya?
3. Mennyi a betegek atlagos tulélési ideje?

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

2.2. A 10,25(0H)2D3 hatasanak vizsgélata kiilonb6zé HCC sejtvonalakon in vitro
1. Expresszalodnak-e a VDR, CYP24A1 és CYP27B1 enzimek a kiilonb6zo
HCC sejtvonalakban?
2. Ha igen, valtozik-e az expresszié mértéke 1a,25(OH)2D3 adasara in vitro?
3. Ha véltozik, van-e kiilénbség az egyes sejtvonalak kdzott?
4. Hogyan valtozik az expresszio a 1a,25(OH)2D3 kezelés id6tartamanak, illetve

az ddzisanak fliggvényében az egyes HCC sejtvonalakban?

2.3. Humén vizsgalatok
1. Expresszalodik-e human tumormentes majszdvetben és HCC szdvetben a
VDR, a CYP27B1 és a CYP24A1?
2. Ha igen, van-e expressziokiilonbség a HCC és a kornyezé tumormentes
majszdvet kdzott?
3. Van-e expressziokllonbség a fenti enzimekben a cirrhosis talajan kialakult
HCC és a cirrhosis nélkili majban kialakult HCC koz6tt?
4. Van-e expressziokilonbség a fenti enzimekben a kiilonboz6 etiologia talajan
kialakult HCC kozott?
5. Van-e osszefliggés a CYP24Al1, a CYP27B1 és VDR gének expresszio
mértéke és a betegek Kklinikopatologiai paraméterei (nem, grade, Kkor,
metasztazis, stb.) kdzott?
6. Van-e Osszefugges a CYP24Al1, a CYP27B1 és VDR genek expresszio
mérteke és a betegek tulélése kozott?

3. MODSZEREK

3.1. Betegek a hepatocellularis carcinébma epidemioldgiai vizsgalatahoz
A Semmelweis Egyetem l.sz. Belgyogyéaszati Klinikan 2004 és 2009 kozott
diagnosztizalt HCC eseteket gytjtottiik 6ssze. A klinikopatologiai adatokat (életkor,



nem, cirrhosis jelenléte, AFP, etioldgia, stb.) vizsgaltuk retrospektiven. Az adatokat a
Semmelweis Egyetem hivatalos informatikai rendszerének adatbazisdbol (MedSol),
illetve a betegek korlapjaibol gytjtottik ki elézetes etikai engedély birtokaban (SE-
TUKEB: 199/2009). A HCC-ben szenvedd betegek listajat a hivatalosan alkalmazott
BNO kodok alapjan kerestik: C2200 — majsejt rak, C2290 — maj rosszindulatd
daganata, k.m.n., C2270 — A mé4j egyéb meghatérozott rékjai. Ezzel a modszerrel
0sszesen 163 HCC-ben szenvedd beteget talaltunk a fent emlitett idészakban. A HCC
etioldgidja dsszesen 102 beteg esetében allt rendelkezésre, igy az etioldgiai megoszlas
statisztikai feldolgozasa soran ezt a betegcsoportot hasznaltuk. Kriptogénnek neveztik
azt az etiologiat, akinek az anamnézisében kizarhatd a hepatitis B, C virus infekcio,
alkohol fogyasztas, egyéb toxikus hatasok, illetve az autoimmun maéjbetegségek, a

Wilson-kor és a hemochromatosis is.

3.2. Hepatocellularis carcinéma sejtvonalak

In vitro vizsgalatokat 4 kiilonb6zé human HCC sejtvonalon végeztiink: HepG2,
Huh-Neo, Huh5-15 és Hep3B. A Huh-Neo sejtvonal neomicin foszfotranszferaz gént
tartalmaz, ezaltal rezisztens a neomicinre. A Huh5-15 sejtek subgenomikus HCV
replikont tartalmaznak (lsgshyg-ubi/NS3-3"). A HepG2 egy 15 éves kaukazusi-amerikai
ferfi magasan differenciélt hepatocelluléris carcindmajabol szarmazik A Hep3B szintén
magasan differencialt sejtvonal egy 8 éves fekete nébetegbdl, amely HBV integralt
genomot tartalmaz. A sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ban inkubaltuk
ami 10% magzati borjd szérumot, 1 mM natrium piruvatot, 100 IU penicillint, 200 g/ml
streptomicint és 4 mM glutamint tartalmaz, 37°C-on, 95%-0s paréasitott atmoszférikus
levegén és 5% COz-on inkubalva. A médiumot minden masodik nap cseréltik a
sejteken. A sejt szubkultirdkat a kovetkezOk szerint tenyésztettik: a médium
eltavolitasa utan, a sejteket 2 ml tripszin-EDTA oldattal valasztottuk el a tenyésztd
edény feliiletérdl, szobahémérsékleten hagyva 3-4 percig, amig a sejtek levalnak az
edény feliiletérdl, ezt kovetden friss tenyésztd oldattal levalasztottuk, pipettaval

felszivtuk és 1) tenyésztd edénybe injektaltuk a sejteket.

3.3. 10,25(0H)2D3 inkubaci6

A biologiailag aktiv 10,25(0OH)2D3 hormont 100 M koncentracioju etanolban
oldottuk, és Opti-MEM-ben higitottuk 0,1% koncentraciojura. A kontroll sejtkultirakat
0,1% -ban etanolt tartalmazé Opti-MEM -mel kezeltik a tobbi sejtkultdraval
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megegyez6 ideig. Minden egyes sejtvonal tenyészetet 1 nM és 10 nM 1a,25(0OH)2D3
tartalmazé6  Opti-MEM oldatban kezeltik 5 oran keresztul, 37°C-on, parasitott
leveg6ben, amely 95% légkori levegdt és 5% CO,-ot tartalmazott. A sejteket el6zdleg
leirtak alapjan Osszegyijtottiik. A dozisfliggés vizsgald kiserletrészben a sejteket
kiilonb6z6 mennyiségii 1a,25(OH)2D3-mal kezeltik (0,256; 0,64; 1,6; 4,0; 10,0 nM) 5
oOran at két parhuzamos sejtvonalon. Az idofiiggés vizsgalatara valamennyi sejtkulturat
4nmol 1a,25(0OH)2D3-mal kezeltiik 30 percig, 1, 2, 5, 8, 10, 12, 14, 24, 26 és 28 Oran at
két parhuzamos sejtvonalon. Kontrollként D-vitamin nélkili, standart korilmények

kozott tartott sejteket alkalmaztunk.

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

A CYP24A1 mRNS expresszio vizsgalatdthoz 13 HCC-ben szenveddé beteg
daganatos és tumormentes majszovetének friss fagyasztott mintait hasznaltuk fel. A
majrezekcid soran nyert szovetmintdk egy részét azonnal folyékony nitrogénbe
helyeztik, és -80°C-on taroltuk az RNS izolaldsig. A minta masik felébol
formaldehidbe valo fixalas, majd paraffinba agyazast kovetéen hematoxilin-eozinnal
festett szovettani metszet készilt, amit az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz
hasznaltunk fel. A 13 beteg férfi-n6 aranya 8/5, éatlagéletkoruk 64+14,8 év. A HCC
etiologiai megoszlasa a kovetkez6: 6 alkohol, 2 HCV, 1 HBV és 4 kriptogén.

3.5. Betegek és szovettani mintdk a CYP27B1 és VDR mRNS vizsgalatahoz

A CYP27B1 és a VDR mRNS vizsgalatahoz es dsszehasonlitasdhoz 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 etiologiai megoszlasa a kovetkez6: 12 alkohol,
8 HCV, 5 HBV és 11 kriptogén.

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

A HCC sejtekbdl valo RNS izolaldshoz RNS-t Roche High Pure Total RNA
Isolation Kit-et hasznaltunk a gyartd utasitasait kovetve. A CYP24A1 mRNS
vizsgalatdhoz friss fagyasztott, miitéti rezekatumokbol szarmazd majszévet mintékat
hasznaltunk. Ebben az esetben is a total RNS izolalast High Pure Total RNA Isolation
Kit segitségével végeztik a gyartd Otmutatdsa szerint. Az izoladlt RNS
homogenizatumot felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A CYP27B1 és VDR mMRNS
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vizsgalatahoz a paraffinba agyazott metszetekb6l a High Pure RNA Paraffin Kit
segitségével totdl RNS-t izolaltunk a gyartd Utmutatasa alapjan. Valamennyi maddszer
alapjan izolalt RNS-bélm cDNS szintézis és quantitativ RT-PCR vizsgalat azonosan
tortént: 500 nanogramm total RNS-t irtunk at cDNS-é reverz transzkriptazzal. A
kivalasztott gének amplifikdlasahoz elére megtervezett és validalt gén-specifikus
TagMan proba alapld génexpresszids Assayt hasznéltunk ABI Prism 7500 valds ideji
PCR rendszerben. Minden gént 3-3 parhuzamos méréssel vizsgaltunk. A relativ
kvantifikacio kiértékelése az 6sszegyiijtott adatokbol (kiszob ciklus szamok, Ct) 7500
System SDS software 1.3 felhasznalasaval készilt. A gen-specifikus mRNS relativ
mennyiségét (RQ) a gyarto eldirasa szerint az atlag ACt értékekbdl (cél gén Ct értéke -
endogén kontroll gén Ct értéke) szamitottuk.

3.7. Immuncitoldgia és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a sejteket specidlis sejttenyésztd lemezen
(Lab-Tek® Chamber Slide™) inkubaltuk a korabbiaknak leirtaknak megfeleléen. A
human majszovet CYP24A1 fehérje vizsgalatat a paraffinba agyazott szovetek 5 um
vastag metszetein végeztik. A CYP24Al1 fehérje kimutatdsahoz kétlépcsds indirekt
immunperoxidaz maddszert alkalmaztunk. Antitestként WHO0001591M7 (egérben
eldallitott monoklonaris anti-CYP24A1, klon 1F8 antitest; Sigma-Aldrich) hasznaltunk

a gyarto utasitasait kovetve. Normal veseszovetet hasznaltunk pozitiv kontrollként.

3.8. Statisztikai analizis

Az adatokat Windows-on alkalmazott SPSS (18. Verzid, IBM, Armonk, NY,
USA) programmal értékeltik. A végsé eredményt két fiiggetlen valtozd atlagabol
szamoltuk. Az eredményeket atlag + standard hiba-ként adtuk meg. A statisztikai
analizist kétmintds Student t-probaval és Mann-Whitney U teszttel végeztik.
Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket vettik.

4. EREDMENYEK
4.1. Hepatocellularis carcinomas betegek epidemiologiai vizsgalata

Osszesen 163 HCC-s beteg adatait dolgoztuk fel a kérkép epidemioldgiai
vizsgélatanak céljabol. A nemek kozotti megoszlas a kovetkezd volt: 113 férfi (69%),
50 né (31%). Atlagéletkor 64 év, amely nem kilénbozott szignifikansan a két nem

kozott. A betegek 5 éves tulélése mindossze 3,68%, az atlagos tulélés 12 hénap volt. A
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vizsgalat lezarasakor a betegeknek csupan 17,8%-a volt életben. A hepatocellularis
carcindbma az esetek 89%-ban cirrhosis talajan alakult ki. Az Altalunk vizsgalt
betegcsoportban a HCC kialakulasaban szerepet jatszo leggyakoribb etiologiai tényezd
a hepatitis C virus fertézés volt, 102-b6l 40 esetben (39%). A masodik leggyakoribb ok
az alkohol (30/102-bol, 29%), ezt koveti a kriptogen etiologia (12/102, 11,8%).
Krénikus hepatitis B virus fert6zése 4 (4%), haemochromatosisa 3 (3%), primer biliéris
cirrhosisa 2 (2%), Wilson-kdrja és nem-alkoholos steatohepatitise 1-1 hepatocellularis
carcindbmas betegnek volt. Az anamnezisben két esetben szerepel szerves olddszer
expozicio. A betegek egy részében (8/102, 7,6%) tobb kornyezeti tényezd szerepel
egyidében (alkohol+HCV, alkohol+tHBV, HCV+toxin) (1. &bra). A nbéi nemmel
ellentétben férfiakban nem HCV krénikus fertézés, hanem a kronikus alkoholfogyasztas
szerepel, mint leggyakoribb etiologiai tényezé. Ezt kdveti a HCV infekcio, majd a

kriptogén eredet, s a HCV krdnikus hepatitis és az alkoholfogyasztas egyuttes jelenléte

is gyakori.
betegszam BHCV

40 - Walkohol

35 | Bkrnptogén
OHCV+alkohol

30 1 BHBV

25 Bhaemochromatosis

20 | BPBC
0O Wilson-kor

B BHBV+alkohol

10 1 OHBV+oxin

5 Dtoxin
ONASH

0_ |

1. &bra: A HCC-s betegek etiologia szerinti megoszlasa (n=102)

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



4.2. Az 10,25(0OH) hatasanak vizsgalata kiilonb6zé HCC sejtvonalakon in vitro

4.2.1. VDR mRNS expresszio négy HCC sejtvonalon
Eredményeink alapjan mind a négy HCC sejtvonalon kimutathatd a VDR expresszio,
habar igen alacsony mértékben. A kétféle koncentracioju D-vitaminnal torténd kezelés
hatadsara nem valtozott szignifikans mértékben a VDR expresszioja 5 éras inkubaciot
kovetden egyik sejtvonalon sem.

4.2.2. CYP27B1 mRNS expresszié négy HCC sejtvonalon
Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy mind a négy sejtvonalon expresszalddik a
CYP27B1 D-vitamin aktivalo enzim. InM és 10nM 1a,25(0OH)2D3-mal to6rténd in vitro
5 orés inkubdaciot kdvetden nem volt kimutathatd szignifikdns expresszid valtozas egyik
sejtvonalon sem.

4.2.3. CYP24A1 mRNS expresszio négy HCC sejtvonalon
Mind a négy sejtvonalon kimutathaté a CYP24mRNS expresszidja, habar igen alacsony
mértékben. Mind 1nM, mind 10nM 10,25(OH)2D3 hozzaadasat és 5 oras inkubalast
kovetden szignifikdnsan emelkedett az enzim mRNS expresszidja HepG2 és Huh-Neo
sejtvonalakban (p<0,0001), de nem volt hatassal a Huh5-15 és Hep3B sejttenyészetekre
(2. &bra). A legmagasabb CYP24A1 mRNS expresszio ndvekedést a HepG2 sejtvonalon
talaltuk 1nM menniségli 10,25(0OH)2D3 adasat és 5 oras inkubaciot kovetden (2.A
abra). A CYP24A1 mRNS novekedés harom nagysdgrendii volt a HepG2 sejtvonal
esetén, és kozel 100-szoros a Huh-Neo esetén mar 1nM D-vitamin adasat és 5 ora
inkubaciot kovetden is. HepG2 sejtvonal esetén a nagyobb mennyiségli, 10nM
10,25(0OH)2D3 adasa utdn nem volt tapasztalhaté nagyobb mértékti CYP24A1 mRNS
novekedés, ugyanakkor a hormon koncentracidjanak emelkedésével a Huh-Neo
sejtvonalon tovabbi szignifikans CYP24A1 mRNS expresszio novekedést figyeltiink

meg.
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2. dbra: A: CYP24A1 mRNS expresszio valtozas HepG2 sejtvonalon kiilonb6z6
mennyiségli 10,25(OH)2D3 hatdsara 5 6ra inkubacidt kdvetden.
B: CYP24A1 mRNS expresszi6 Huh5-15, Huh-Neo, Hep3B sejtvonalon kiilonb6zé
mennyiségli  1a,25(OH)2D3 hatdsara 5 oOra inkubacidt kovetéen. Kontroll:

1a,25(0OH)2D3-mal nem kezelt sejtek. *** p<0,0001. AU: Arbitrary units.

4.2.4. CYP24A1 mRNS expresszid valtozas mérése a D-vitamin koncentracio
mértéke szerint HepG2 és Huh-Neo sejtvonalakon

A CYP24A1 mRNS D-vitamin dozisfiiggd expresszioemelkedését mutattuk ki
mindkét sejtvonalon 4 oOras inkubacidt kovetden. Ugyanazon kisérleti koriilmények
kozott a HepG2 sejtekben magasabb volt az enzim expresszidja az egyes
10,25(0OH)2D3 dozis adasat kovetéen a Huh-Neo sejtekhez képest. A HepG2
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sejvonalon méar 16 nM 1a,25(0OH)2D3 adasat kovetéen  szignifikans
expresszidemlekedést tapasztaltunk (p<0,001), mig ugyanez az emelkedés a Huh-Neo
sejtvonalon 4,0 nM adasat kovetéen volt tapasztalhaté. 1,6, 4,0 és 10,0 nM
10,25(0OH)2D3 kezelést kovetden a CYP24A1 mRNS expresszio folyamatos expresszio
emelkedését figyeltiik meg a kovetkez6 mértékben: HepG2 sejtek esetén 180-, 820- és
1010-szeres emelkedés, a HUH-Neo sejtek 2,0-, 38- és 140-szoros emelkedeséhez

képest (3. abra).
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3. adbra: A. CYP24A1 mRNS expresszio valtozds HepG2 sejtvonalon novekvo
mennyiségli 10,25(OH)2D3 adésat kovetden 4 ora inkubécio6 soran.

B. CYP24A1 mRNS expresszio valtozds Huh-Neo sejtvonalon névekvé mennyiségii
10,25(0OH)2D3 adasat kovetden 4 ora inkubacio soran. Kontrollként D-vitaminnal nem

kezelt sejtvonalakat hasznaltunk. ***p<0,0001. AU: Arbitrary units.
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4.2.5. CYP24A1 mRNS expresszio valtozds mérése 4nM D-vitamin adésara az
idé fiiggvényében HepG2 és Huh-Neo sejtvonalakon

A CYP24A1 enzim mRNS expresszioja nem csak a dozistol fiiggden valtozott a
HepG2 és Huh-Neo sejtvonalak kozétt, hanem kinetikai kiilonbség is kimutathato volt.
A HepG2 sejtek esetén a CYP24A1 mRNS maximalis expresszidja 5300-szoros volt a
D-vitaminnal torténd kezelés 8. orajaban (4.A &bra). A Huh-Neo sejtek esetén a
maximalis expresszio 152-szeres volt a nem kezelt sejtekhez képest, amit a kezelés 14.

orajaban mutattunk ki (4.B abra).
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4. dabra: A. CYP24A1 mRNS expresszio valtozas HepG2 sejtvonalon az id6
fuggvényeben 4 nM 10,25(OH)2D3 hatéséra.

B. CYP24A1 mRNS expresszio valtozds Huh-Neo sejtvonalon az id6 fliggvényében
4nM D vitamin hatasara. *p<0,0001. AU: Arbitrary units.
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4.2.6. CYP24Al fehérje expresszi6 immuncitoldgiai kimutatasa HepG2
sejtvonalon

Immuncitolégiai vizsgalattal kimutattuk, hogy 10,25(OH)2D3 adasat kovetden
tapasztalt jelentés CYP24A1 mRNS expresszio emelkedést fehérje szintézis, vagyis
effektiv transzlacio kovet. Er6sen pozitiv CYP24A1 enzim expresszid volt kimutathatd
HepG2 sejteken 32 6ra 4 nM 10,25(OH)2D3 - mal torténd inkubéciot kovetden.
Ugyanakkor nem mutattunk ki fehérje expressziot ugyanezen, D-vitaminnal nem kezelt

sejttenyészeten.

4.3. Human vizsgalatok

4.3.1. Csokkent VDR mRNS expresszio HCC-ben

36 beteg paraffinos mintain végzett vizsgalataink azt igazoltdk, hogy a D-
vitamin sejtmembran receptora, a VDR mMRNS expresszalodik valamennyi HCC
szovetben és az azt korilvevé tumormentes majszovetben is, habar a HCC-ben
szignifikdnsan csokkent az expresszidja a kdrnyez6 tumormentes majszovethez képest
(p<0,05; 5. abra). Nem volt kiilonbség a cirrhosis talajan és cirrhosis nélkili majban
kialakult HCC szévetmintak VDR expresszidja kozott (p=0,7). Erdekes és Uj adat, hogy
a HBV infekcio talajan kialakult HCC-ben szignifikansan magasabb a VDR
expresszidja a HCV (p=0,04), illetve a kriptogén etioldgiaju (p=0,04) daganathoz képest
hozzatartoz6 tumormentes majszdvettel, csupan a kriptogén etioldgia esetén mutattunk
ki szignifikins VDR mRNS expresszié csokkenést a tumorban (p=0,04). Tovabbi
érdekes adat a nemek kozott megfigyelhetd VDR expresszio kiillonbségek. Nem csak a
HCC sz6vetben (p=0,02), hanem a tumormentes majszévetben (p=0,05) is alacsonyabb

a VDR expresszidja n6beteg esetén a férfiakhoz képest az etioldgiatdl fuggetlendl.

4.3.2. Csokkent CYP27B1 mRNS expresszido HCC-ben

A VDR mRNS-hez hasonldan szintén szignifikansan alacsonyabb CYP27B1 D-
vitamint aktivalo enzim mRNS expressziot talaltunk HCC-ben a kérnyez6 tumormentes
majszOvethez képest a 36 beteg paraffinba agyazott szOvetének vizsgalata soran
(p<0,05. 5. abra). Ebben az esetben sem volt kilénbség a cirrhosis talajan kialakult
daganat és az cirrhosis nélkili majban kialakult HCC kozétt (p=0,9). Nem volt
kiilonbség a kiillonbozd etioldgia talajan kialakult HCC mintak kozott a CYP27B1-et
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tekintetében (6. abra). Hasonldéan nem talaltunk valtozo expressziovaltozast a kiilonbozo
differencialtsagt HCC mintak kozott. A VDR-hez hasonld nemek kodzotti expresszid
kiilonbonbség csupan a nem tumoros mintdk kozott volt megfigyelhetd: csokkent

CYP27B1 mRNS expresszié néi nemben a férfiakhoz képest (p=0,03).
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5. dbra: VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expresszio 0sszehasonlitasa HCC-ben a

kornyez6 tumormentes majszovettel (* p<0,05). AU: Arbitrary units.
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4.3.3. CYP27B1 és VDR mRNS expresszié és a klinikopatoldgiai paraméterek
kozotti 0sszefliggések

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 mRNS expresszidja 0Osszefuggést mutatott a 2 tipusd
cukorbetegség jelenlétével, ugyanakkor ez az Osszefiiggés ndk esetén nem volt
kimutathat6, ami magyarazhaté a néi nem alacsonyabb szdmaval. A két nemet egyiitt
értékelve pozitiv dsszefugges van a HCC mintak CYP27B1 mRNS expresszio mértéke
és a betegek szérum bilirubin és kolinészterdz szintjei koézott. Nem taldltunk
Osszefiiggést a fenti receptor és enzimexpressziok és a betegek tulélése kozott.

4.3.4. CYP24A1 mRNS és fehérje expresszio HCC-ben

A human vizsgalatok legérdekesebb eredménye, hogy a 13 friss fagyasztott
tumor kornyezetébdl szarmazo 13 minta koziil egyikében sem expresszalodik a D-
vitamin inaktivald CYP24A1 mRNS. Ezzel ellentétben a 13 HCC mintabdl 8 esetében
kimutathatd volt az mRNS expresszidja. A VDR-hez és a CYP27B1-hez hasonldan a
CYP24A1 esetén sem talaltunk kiilonbséget a cirrhosis talajan és a cirrhosis nélkil
kialakult HCC mintdk kozott (p=0,3). Az immunhisztokémiai vizsgalatok
bebizonyitottadk, hogy a HCC-ben megfigyelt magasabb CYP24A1 mRNS expressziot
aktiv fehérjeexpresszid koveti. Erds immunhisztokémiai pozitivitds (+++) volt
megfigyelhetd a HCC szovetmintakban a nem tumoros kdrnyezd majszovethez képest
(7. dbra). A CYP24A1 fehérjeexpresszié az irodalomban leirtaknak megfeleléen a
daganatos sejtek citoplazmajaban volt megfigyelhetd az enzim mitokondrialis

elhelyezkedésének megfelelden.
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7. dbra: CYP24A1 enzim expresszio immunhisztokémiai kimutatdsa HCC-ben és a
kornyez0 tumormentes majszovetben. A barna szin jelzi a pozitiv reakcidt. A
sejtmagokat hematoxilinnal festettiik (kék)

A. Normal veseszovet (200-szoros nagyitas)

B. Tumormentes cirrhotikus maj CYP24A1 expresszio nélkil (200-szoros nagyitas)

C. HCC ¢s kornyezd tumormentes majszovet hatara. Magas CYP24A1 fehérje
expresszié HCC-ben a tumormentes méajszdvethez képest (200-szoros nagyitas)

D. HCC sz6vet magas CYP24A1 fehérje expresszidja (600-szoros nagyitas)

5. KOVETKEZTETESEK

PhD munkam soran végzett kisérletek eredményeibdl a kovetkezd kovetkeztetéseket
vonhatjuk le:

1. A hepatocellularis carcindma rossz prognézisi betegség. Torekedni kell a
rizikdcsoportba tartozd, maéjcirrhotikus betegek szlirésére és a korai diagnézisra.
Magyarorszagon legnagyobb a kockazat a HCV fert6z¢és és az alkoholfogyasztas, illetve
a két rizikofaktor egyiittes eléfordulasa esetén. Adataink szerint a betegséget sok
esetben késén ismerik fel. Az AFP-t énmagdban nem ajanljuk a magyarorszagi
populécidban sem a HCC sziirésére alacsony szenzitivitasa miatt.

2. HepG2 és Huh-Neo human HCC sejtvonalak jelentds CYP24A1 mRNS ¢és
fehérje expresszidja fokozddasaval valaszolnak az aktiv D-vitamin in vitro adaséra,
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ugyanakkor a CYP27B1 és a VDR mRNS expresszidja nem valtozik D-vitamin adasara.
A CYP24A1 mRNS expresszioja nem valtozott a Hep3B és a HCV genomot tartalmazé
Huh5-15 sejtvonalak esetén. Az expresszié emelkedése kiilonboz6é mértékii az egyes
sejtvonalakban, és nagymértékben fligg az alkalmazott D-vitamin mennyiségétol 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
tumormentes majszovethez képest.

4. A fenti génekkel ellentétben a D-vitamint inaktivalé enzim, a CYP24Al
mRNS ¢és fehérje kizarolag a HCC szdvetben mutathatd ki, a kornyezé tumormentes
majszovet egyikében sem. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy HCC-ben a D-vitamin
tumorellenes hatdsa kevésbé érvényesil. A fentebb emlitett expressziokulonbségek
utalhatnak a tumor védekez6 mechanizmusara a D-vitamin antitumor hatasaval
szemben.

5. A HBV talajan kialakult HCC szOvetben szignifikdnsan magasabb a VDR
mRNS expresszi6. N6i nemben kisebb mértékii a VDR mRNS expresszioja HCC-ben és
a kornyez6é tumormentes majszovetben is a férfiakkal 6sszehasonlitva. Ez a kilonbség
CYP27B1 esetén csak a tumormentes majszdvetben volt kimutathato.

6. Nincs kiilonbség a VDR, CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expressziok kozott a
cirrhosis talajan és a cirrhosis nélkil kialakult HCC sz6vetminta kozott, csakigy, mint a

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