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1. A kutatés célja

a hepatitis virusok, elsdsorban a hepatitis C virus (HCV) okozta kronikus méjbetegség egyes formai
kialakulasanak és progresszidjanak a vizsgalata volt. A folyamatot a virus sajatsagainak, egyes ndovekedési
faktorok és adhézios molekulak kolcsonhatasaival kivantuk nyomon kovetni. Célként a progresszid
fenntartasaban szerepet jatszo tényezok, igy az apoptosis, proliferacio, az extracellularis matrix egyes
komponensei, adhéziés molekulak stb, valamint viralis antigének expressziojat kivantuk vizsgalni egymassal
Osszefiiggésben. Kiemelten terveztiik a sejtadhézio egyes molekulainak, valamint a fibrogenesis folyamatanak

a tanulmanyozasat.

2. Modszerek
Munkénk soran a fenti feladatok elvégzéséhez a kovetkezd mddszereket allitottuk be,
illetve standardizaltuk;
2.1. A HCV egyes komponenseit, kiilondsen a core-komponens lokalizaciojat korabbi
munkaink alapjan hataroztuk meg. Korabbi megfigyeléseink szerint igazoltuk, hogy
a HCV core részben az endoplazmatikus retikulumban, masrészt a perinuklearis

régioban lokalizalodik (1. dbra).
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2.2. Madszert dolgoztunk ki, illetve a kdzolt modszert némileg modositva alkalmaztuk a
HCYV detektalasat fixalt, paraffinba agyazott anyagbdl. Ezen modszerrel a HCV

extrahepatikus manifesztacioi koziil sikeriilt kimutatnunk a HCV-t a bor 1éziokban (2. abra).
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2. abra

2.3. In situ hibridizaciés modszer segitségével HCV fertdzott csimpanz maj- illetve
agyszovetében igazoltuk, hogy a HCV a csimpanz cerebellum glia sejtjeiben is
megjelenik. Ezen vizsgalatokat a Hans Popper Primate Centerbdl nyert fagyasztott

mintakon, valamint paraffinba agyazott mintakon végeztiik (3. abra).



HCV by in situ hybridization in cerebellum

2.4. A kiilonbozo fixalo szerek hatasat tekintve metodikai vizsgalatokat végeztiink az
RNS integritasanak megdrzésére. Ezen munka mas projekt keretében keriilt
publikalasra (Paska Cs. et al: Effect of formalin, acetone and RNAlater fixatives on
tissue preservation and different size amplicons by real-time PCR from paraffin-
embedded tissue. Diagn Mol Pathol 13: 234-240, 2004). Ezen munka alapjan
egyértelmiien igazoltuk, hogy az RNA laterben tortént fixalas kitling RNS izolalasi
lehetdséget és strukturalis megdrzottséget biztosit, mely egyenértékii a fagyasztott
anyagbdl torténd izolalassal.

Kimutattuk azonban, hogy megfelelden pufferolt formalinban tortént azonnali fixalas
utan az RNS mindsége megfeleld és 100 bazispar hossziisagl primerrel még
biztonsagosan kimutathaté majszdvetben is.

2.5. Szamos primer ellenanyagot hasznalva lokalizaltuk a vizsgalt antigéneket paraffinos
¢és fagyasztott anyagban. A vizsgalatokat részben manualisan, részben
immunautomata segitségével végeztiik, kiilonb6z6 detektalé modszereket
hasznalva; igy peroxidaz, immunfluorescencia, konfokalis 1ézer scanning

mikroszkopia €s kettds jelolés modszerével.



2.6. A hagyomanyos PCR technikak mellett Real-Time PCR-t alkalmaztunk.
2.7. A fehérje expressziot egyes esetekben Western blot technikaval is vizsgaltuk.

2.8. A vizsgalatokhoz — esetenként valtozo6 — statisztikai modszereket alkalmaztunk.

3. Eredmények és azok értékelése

3.1. Tobb antitesttel végeztiink vizsgalatokat az egyes HCV antigének, kiemelten a core
antigén detektalasara paraffinos anyagban. Azon korabbi feltevésiink, hogy az HCV
core antigénjének megjelenése alapjan — a HBV-hez hasonloan — esetleges
jellegzetes expresszids csoportok alkothatok, nem bizonyult igazolhatonak.

3.2. Eredményesnek bizonyultak azon vizsgalataink, amelyek a steatosis és a kronikus
hepatitis C dsszefliggését vizsgaltak.

Ismertes, hogy a kronikus hepatitis C (mint egyéb hepatitis) fokozata, illetve

stadiuma elkiilonithetd, és ezt elsdsorban a gyulladas sejtek aranya, a

necroinflammatio mértéke, illetve a fibrosis és szerkezeti torzulds szabja meg. A
korabbi értekelésekben a steatosisnak kiilon jelentdséget nem tulajdonitottak.

Munkénk soran a steatosis fokozatat majbiopszias mintakban allapitottuk meg, melyet
Osszefliggésbe hoztuk a szérum alanin aminotranszferaz (ALT), az 6ssz koleszterin

és a triglicerid szinttel 142 kronikus hepatitis C-ben szenvedd betegben, 28 nem
alkoholos zsirméajban szenved6 betegben (HCV negativ), a biopszias anyag értékelése
alapjan.

Mindezen szérum paramétereket 1797 kor és nem szerint egyeztetett kontroll beteg
adataival hasonlitottuk 6ssze, akik nem szenvedtek majbetegségben.

Megallapitottuk, hogy a steatosis a 142 betegb6l 90-ben (63%) volt jelen annak
ellenére, hogy a betegek HCV 1b tipusba tartoztak. Az ALT szint korrelalt a steatosis
fokozataval mind a kronikus hepatitis C, mind a nem alkoholos zsirmaj (NAFLD)
(p<0,01) esetében. Amennyiben a steatosis pontértékét, mint a hisztologiai aktivitasi index
érték részét tekintettiik, az korrelalt az ALT szinttel (p<0,0001). Meglep6 eredményként

talaltuk, hogy a triglicerid és a koleszterinszint szignifikdnsan alacsonyabb volt a steatosissal



és steatosis nélkiil jar6 kronikus hepatitis C-s betegekben, 6sszehasonlitva azokat a

virusmentes NAFLD csoporttal (4. abra).

Fenti tanulmanyunk a HCV core protein korabbi munkankban igazolt, steatosis-indukalo hatasanak

jelent6ségét igazolta a majbetegek értékelésében, és a progresszié megallapitasaban.

3.3.

A CD81 HCV receptor expresszidjanak vizsgalata

A CD81 HCV receptor jelentésége diszkusszio targya, és az utdbbi években primer szerepe

megkérddjelezodott a HCV életciklusaban. Valtozatlanul elfogadhato, hogy szerepe van a HCV

sejtfelszinhez vald kdtédésében, azonban gy tiinik, hogy az internalizacidban kisebb jelentdségii.

Koréabbi munkainkban és ezen vizsgalati periodus alatt is detektaltuk a CD81-t HCV fert6zést kdvetden.

Mig korabbi kisérletes munkainkban a csimpanz majakon igazolni tudtuk, hogy a HCV fertdzés

utan jelentdsen megndvekszik a CD81 expresszié a hepatocytak felszinén, ugyanezen jelenséget az

emberi majszovetben nem figyeltiik meg. Ugyan természetszeriien nem allt rendelkezésre fertdzés

elétti és fert6zés utani minta, azonban a nem fertézott majszovetet, biopszias mintakat osszevetve

fert6zott egyéntdl szarmazo biopszias mintakkal, 1ényeges kiilonbséget nem észleltiink.

3.4. Az adhéziés molekulak koziil kiemelten a claudinokkal, mint a sejtkapcsold struktiarak

(tight junction — TJ) legfobb protein komponensével foglalkoztunk. Ezen munkank legfobb

Male Female Total | Sum
<44 yr | >45 yr | total | <44 yr | >45 yr |total total
HCV-infection:
with steatosis 29 15 44 26 20| 46 90
without steatosis 24 11 45 10 7| 17 52
142
no HCV-infection
NAFLD 10 6 16 5 71 12 28
28
no liver disease:
non alcoholic 60 509| 569 125 803| 928| 1497
alcoholic 86 190 276 8 16| 24 300
1797
4. dbra




célja annak vizsgalata volt, hogy virusfert6zés, illetve a progredialo majbetegség, beleértve

a mar kialakult daganatokat, mennyiben fligg Gssze a sejtek kozti kapcsolatok megvaltozasaval,

hiszen a majsejt disszociacio igen fontos tényezd a kronikus majbetegségek pathomechanizmusaban.

A 24 claudin tipus koziil az 1-, 2-, 3-, 4-, 7-, 8-, 10-, 14-, 15-0s tipust vizsgaltuk majszévetben.

Az immunhisztokémia sordn megfeleld specifikus antitesteket alkalmaztunk fagyasztott,

illetve paraffinos anyagon. RNS-t izolaltunk fagyasztott, illetve paraffinba agyazott anyagbol,

illetve sziikség esetén a protein expressziot Western blot analizissel vizsgalatuk. Real-Time PCR-ral

hataroztuk meg az RNS expresszio mértékét.

Vizsgalataink soran elsdsorban a HCV és hepatocarcinogenesis kozti dsszefliggésre, illetve a

hepatocellularis carcinoma és egyéb primer majdaganatok, kiilondsen az epeuti daganatokkal

val6 kiilonbozoségre koncentraltunk.

Vizsgalataink, melyek egy része mar kozlésre keriilt (lasd: irodalomjegyzék), mas részének kozlése
folyamatban van, a kovetkez6 megallapitasokra vezettek:

34.1. A normal majsejtek claudin expresszidjat alapvetden a claudin-1, -2, és -7 jellemzi. HCV
fertézésben a claudin-1 expresszio kifejezetten csokken. Ez 1ényeges abbol a szempontbol, hogy a
virusfert6zés hatasara bekovetkezo sejtek kozti disszociaciora hivja fel a figyelmet.

3.4.2. A hepatocitakkal szemben az epetit hamsejteket a claudin-4 expresszio jellemzi. Az epeutakbodl
kiindul6 daganatokban a claudin-4 erésen expresszalodik, és ez a hepatocellularis carcinomak és

cholangiocellularis carcinomak differencialasara felhasznalhato (5. abra).



Western immonoblot analizis.
Claudin 4 expresszio cholangiocellularis cc-
ban (2,5,7), hepatocellularis cc-ban (1,4), ép
(3,6,8) viszonyitva

5. ébra

3.43. A claudin rajzolat oly mértékben jellegzetes a majszdvetre, valamint a hepatocitakbol kiindulo
daganatokra, hogy ennek alapjan elkiilonithetok a metasztatikus daganatok tobbsége a

hepatocellularis eredetii tumoroktol (6. abra).

Eredmények 1.

HCC-Metasztazis

Claudin 1 Claudin 2 Claudin 4
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6. abra



3.4.4. A claudin-1 er6sen expresszalodik mind fehérje, mind mRNS szinten a hepatoblastomak fetalis

komponensében, szemben az embrionalis sejtekkel. Mindez segit a két komponens aranyanak

exakt meghatarozasaban, mely prognosztikus jelentdségii (7. abra).

foetalis

Cl-1

3.5. Egyes extracellularis matrix komponensek, kiemelten a matrilin-2 és agrin

vizsgalata majbetegségekben
Az extracellularis matrix komponensek koziil a matrilin tjonnan leirt protein,
mely a basalmembran egyik fontos 0sszetevdje. Mivel a majbetegségek
progressziojat kiilondsen a cirrhosist, valamint a majdaganatokat a parenhima
sejtek és extracellularis matrix alapvetden befolyasolja, ezért vizsgalatainkban
kiemelten vizsgaltuk a matrilin-2 megjelenését. Ezen munkékat a szegedi
munkacsoporttal (Deadk Ferenc és munkatarsai, MTA Szegedi Biologiai K&zpont)
kollaboracioban vizsgaltuk, azaz toliikk nyertiik az ellenanyagot, illetve a

technikak beallitasaban is segitségiinkre voltak.



3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

3.5.4.

3.5.5.

A kovetkezd megallapitasok sziilettek:

Normal majban a matrilin-2 csak a portalis teriileteken, az epeutak kdrnyezetében

és igen gyengén expresszalodik.

Majkarosodast kdvetden, kisérletes anyagban a proliferal6 éssejtek koril igen

kifejezett a matrilin-2 expresszid, melyet in situ hibridizacios vizsgalatok alapjan

az Ossejtek termelnek.
Normal majban a sinusoidok mentén matrilin-2 nem talalhato. Cirrhosisban a sinusoidok
kapillarizacidjanak folyamataban a matrilin-2 a lamininnal kolokalizalédva megjelenik a
sinusoidok mentén.

A hepatocellularis carcinomak ereiben igen nagy mértéki a matrilin-2 expresszio,
szemben a normalis majszovettel.

Az agrin expressziot vizsgalva (melyet az 1. sz. Pathologiai Intézettel, Kovalszky
doktorné munkacsoportjaval egyiitt vizsgaltuk), a kisérletes vizsgalatokat emberi
anyagokra terjesztettiik ki. A vizsgalatok egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
cholangiocellularis carcinomakban jelentésen megndvekszik az agrin mennyisége,

ezt koveti a hepatocellularis carcinoma, végiil legalacsonyabb mértékben a nem

daganatos majszdvetben figyelhetd meg az agrin expresszio.

Osszefoglalva vizsgalatainkat:

A legjelentdsebb eredménynek a steatosis szerepének vizsgalatat tartjuk a kronikus hepatitis C progresszidjaban.
E mellett a tight junction fehérjéi koziil a claudinok, mint potencialis markerek felhasznalasa a legjelent6sebb
eredmény fenti munkankbél. Ugy tiinik, hogy ezen molekula csalad egyes tagjai messzemenden jellemzik a
kiilonbozo sejteket és szoveteket, €s valtozasuk a kronikus folyamatokban, valamint daganatos proliferatio soran
dontéen megvaltozik. Kiilondsen fontos azon megallapitasunk, hogy ezen molekulak esetleges tumormarkerként
is felhasznalhatok. A HCV fert6zés szempontjabol fontos az a megallapitasunk, hogy a HCV fert6zés hatasara is

megvaltozik a claudin expresszid, melynek szerepe lehet a kronikus hepatitisek és egyéb kronikus

majbetegségek pathogenezisében.



