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1.BEVEZETES

A majrak a daganatos halalozasban vilagviszonylatban a férfiak kozott a harmadik,
ndknél az o6todik helyen szerepel. A hepatocellularis carcinoma (HCC) a primer malignus
majtumorok leggyakoribb forméja, mely szovettanilag jol elkiilonithetd tipusokra oszthato. A
HCC kialakulasaban szerepet jatszo tényezOk kozott a kronikus hepatotrop virusinfekciok
(hepatitis B virus - HBV; hepatitis C virus - HCV), a kronikus alkoholfogyasztas, aflatoxin-B1,
mycotoxintdl szennyez6dott élelmiszerek fogyasztasa, NASH/NAFLD és zsirmaj, L. tipusa
diabetes mellitus, primer biliaris cirrhosis, autoimmun hepatitis, hemochromatosis, Wilson-kér
valamint egyéb orokletes majbetegségek, foglalkozasi 4rtalmak és tobb velesziiletett
anyagcserezavar szerepelnek. A HCC hatterében 70-90%-ban kronikus majbetegség -
els@sorban kronikus hepatitis/majcirrhosis 4ll, 10-30%-ban a HCC nem tarsul cirrhosissal.

A fibrolamellaris carcinoma (fibrolamellaris hepatocellularis carcinoma, FLC) a
HCC ritka variansa, mely jellemzben a fiatal korosztalyban, cirrhosis mentes majban alakul ki
és etiopathogenesise ismeretlen. A FLC-t, mint a konvencionalis hepatocellularis carcinoma
(cHCC) hisztologiailag jol elkiilonithetd, jellegzetes szovettani strukt(rat mutatd variansét
eloszor 1956-ban Edmondson és munkatarsai irtak le.

A FLC el6fordulasa a vizsgalt foldrajzi régiotol fiiggben az 6sszes HCC esetek 1% -
5% -nak felel meg, de hazai adat erre vonatkozolag nincs. Az Egyesiilt Allamokban az irodalmi
adatok szerint az FLC a HCC esetek 1-2%-at teszi ki, mas orszdgokban az eléfordulasi ardnya
ennél ismeretlen okbol magasabb; igy Lengyelorszagban a HCC esetek 5,1 %, Mexikoban 5,8
%-a FLC. A FLC jellegzetessége, hogy alfa-fetoprotein (AFP) és citokeratin (CK)19 negativ,
azonban hepatocellularis markereket (hepatocyta specifikus antigén - HSA, CK8,-18) és epeuti
markereket (CK7) is expresszal. A FLC-nak a HCC-nél nincs jelent6sen jobb kimenetele, a
prognozisra vonatkozé kedvezobb megfigyelések abbol adodnak, hogy a FLC altalaban fiatal
betegekben észlelhetd, egyéb betegségtdl (cirrhosis, fibrosis) mentes majban alakul ki és magas
a rezekabilitas aranya. A FLC kezelési lehetéségei kozott a tumor rezekcidja, a
majtranszplantacio, intervencios kezelések és a kemoterapia szerepelnek.

A tobbsejtii él6lények kiilvilag felé hatarold hamsejtjei (fed6ham, epithelium) és a
belsd szervekben taldlhato (endothelium, mesothel, mirigyham) sejtjei jellegzetes sejtkapcsold
strukturakkal kotédnek egymashoz. A sejtkapcsold strukturak koziil a sejt apikalis polusa felé a
tight junction (TJ) helyezkedik el. A TJ-k egymashoz igen hasonld struktiraju protein

komplexekbél, f6 alkotoként és a szerkezetet jelentdsen meghatarozd occludinbol és
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claudinokbol (CLDNSs) épiilnek fel. Ezeken kivill a TJ-k kiilonb6z6 aranyban junkcionalis
adhézios molekuldkat (JAM) és egyéb proteineket (cingulin, symplekin, ZO-1, e-cadherin,
actin) is tartalmaznak. A TJ-k funkcidja rendkiviil sokrétli, igy a paracellularis réseken
keresztiil a barrierképzés, a folyadék és ionhaztartds reguldldsa, valamint a sejtpolaritas
kialakitdsa és fenntartasa. Ujabb vizsgalatok igazoltak, hogy a TJ-k részt vesznek szamos
szignaltranszdukcios folyamat szabalyozasaban, a velesziiletett immunitas kialakitasaban és
fenntartasaban is. A legfontosabb TJ-t alkoto integrans membranproteinek az occludin (OCLN)
¢és a claudinok, melyek a paracellularis barrier funkcio, a sejtpolaritas kialakitasa mellett az
intercellularis terek és az epithel/endothel sejtek kozotti molekula aramlasok és az
iontranszport legfébb szabalyozoi. A claudinokat feloszthatjuk phylogenetikai alapon,
szekvenciajuk egyezésének mértéke szerint ,klasszikus” és ,,nem klasszikus” tipusokra,
tovabba funkcidjuk szerint tomitd és csatornaképzé claudinokra. A CLDN-ok kiilonb6z6
eloszlasban és Osszetételben mutatkoznak meg a szovetekben, attdl fiiggden, hogy az adott
szovetben 1évé sejtek milyen funkciot latnak el a paracellularis iontranszpotban és az
elektromos rezisztenciaban. A claudin expresszidos mintazat jellegzetes szerv és
szovetspecificitast mutat és a szovetekbdl kiinduld daganatok is jellegzetes mintazattal
rendelkeznek.

A tight junction assszocialt Marvel proteineknek (TAMPS) a méar emlitett OCLN-on
kiviil, tovabbi két tagja ismert; az ujabban megismert tricellulin (TRIC) és a MarvelD3 protein.
A TRIC fizioldgias koriilmények kozott elsésorban a haromsejt kapesolatok (tricellularis tight
junction = tTJ) vagy kettds sejtkapcsolatok (bicellularis tight junction = bTJ) centralis részének
regulaciojaért, ezen sejtkapcsolatokban megvaldsuld tomité funkcioért, ionregulacidért,
transepithelialis rezisztencia kialakitasaért felelds.

A tirozin kinazok (TK) olyan tirozin specifikus protein kinaz enzimek, melyek csak
a tobbsejtl €16 szervezetekben talalhatok meg. Kiemelkedden fontos funkcidjuk a tobbsejti
szervezetekben a sejtek kozotti szignalok novekedésre, adhézidra, motilitasra, sejthalalra
vonatkozé informacidinak tovabbitasa, kozvetitése. A TK-ok egy része transzmembran
receptor TK (jelérzékeld), masrésziik citoplazman belill helyezkedik el. Szerepiik rendkiviil
jelentds a novekedés, a differencialodas, a sejtciklus regulacioja, a sejtmigracio, proliferacio és
az apoptosis szabalyozasaban. A TK receptorok egy jelentds része novekedési faktor receptor
(pl. EGFR, PDGFR, IGF1R,SCF-ckit). A szignaltranszdukcids szabalyozasi folyamat a ligand
kotddésekor a receptor aktivalodasaval kezdédik, mely soran a receptor-ligand kotddés utan
dimerizacio torténik majd tovabbi kinazok (RAS-RAF, MEK-ERK, PI3K, AKT, STAT)
kaszkadszert, lefelé iranyulo aktivacioja (,,downstreaming signaling”) indul meg. Amennyiben

amplifikacido vagy mutacio alakul ki a fenti génekben, akkor a sejtek nem kontrollalhato
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osztodasba, novekedésbe kezdhetnek, ennek kovetkeztében malignus daganat alakulhat ki. A
célzott EGFR gatlo kezelés célpontja az EGFR extracellularis vagy intracellularis domainje
lehet. A kis molekula sulyt tirozinaz gatlok (TKI) a mutdns fehérjéhez szelektiven
kapcsolodva fejtenek ki tumorellenes hatast. Amennyiben a KRAS gén mutans tipusd, a
betegnél nem alkalmazhat6 EGFR-ellenes célzott terapia, mivel a koros KRAS protein
jelenléte meghitsitja a kezelés sikerét.

A B-catenin az adherens junction komponense, a cadherin protein komplex
alegysége, mely az axin/conductin nevii fehérjékkel Osszekapcsolddva a Wnt/B-catenin
szignaltranszdukcios Gt kozponti fontossagu, intracellularis jelatalakito résztvevdje. Az aktiv
Wnt hidnyaban a B-catenin degradalodik és a leend$ target gének inaktivalt allapotban
maradnak. Amennyiben a Wnt szignal aktiv, akkor a B-catenin degradacié csokken és a
felhalmozodott B-catenin aktivalni képes a transzkripciot, melyet fej-nyaki laphamrak, prostata,
colorectalis carcinoma esetében, valamint a hepatocarcinogenesis soran is kimutattak.

A syndecan-1 (CD138) a heparan szulfat proteoglycan csalad tagja, mely jelent6s
szerepet jatszik a sejtek kozotti és a sejt-kollagén kapcsolatban, tovabba felelés a sejt és
extracellularis kornyezete kozotti interakcid szabalyozasaért, regullja a sejtproliferaciot, a
sejtmigraciot, valamint szabalyozza a szignaltranszdukcio egyes 1épéseit és a citoszkeleton
szerkezeti véltozasait is. A syndecan-1-t szamos daganat expresszilja, igy a plasmocytoid
tumorok, a diffuz nagy B sejtes lymphoma, prostata-, emlé-, colorectalis-, cervixcarcinoma,

veserak ¢és fej-nyaki lapham tumorok egyes tipusai.



2.CELKITUZESEK

A FLC a cHCC ritka, jellegzetes variansa, igen sajatsigos primer majdaganat,

melynek etiopathogenesise tisztazatlan.

Célunk volt ezért olyan sejtbiologiai eltérések feltarasa, melyek a FLC-t elkiilonitik egyéb
primer rosszindulati majtumortol, elsésorban a CHCC-t6l és a cholangiocarcinomatol (CCC) és
jellemzik ezt a ritkan el6fordulé daganatot. Célunk volt tovabba olyan markerek felfedése,

melyek a helyes diagnozis megallapitasan tal a terapia esetleges célpontjaul is szolgalhatnak.

Elsédlegesen a sejtkapcsold struktrak, kiemelten a TJ proteinek és egyes jelatviteli utak
vizsgalatat tiiztiik ki, majd a terapia szempontjabol 1ényeges mutaciokat, igy az EGFR és

KRAS mutaciot kivantuk vizsgalni.

A fenti célok eléréséhez a kovetkezo célkitlizéseket fogalmaztuk meg ;

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

osszehasonlitva fehérje és mRNS szinten.

2. Anujonnan felismert TJ fehérje, a tricellulin (TRIC) expresszidjanak vizsgalata FLC,
cHCC és CCC primer majdaganatokban.

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

esetében.

4. Az EGFR protein expressziojanak vizsgalata FLC, cHCC és CCC daganatokban.

5. Az EGFR és KRAS gének vizsgalata, az esetleges mutaciok kimutatasa FLC-ben.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Betegek és szovetmintak

Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaganak
engedélyével (TUKEB#192) fibrolamellaris carcinoma (FLC) diagnézissal lezart esetekbdl
végeztikk. A 11 eset koziil 6 a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérletes Rakkutato,
valamint a ILsz. Patologiai Intézetének 1999 és 2009 kozott archivalt anyagabol, 3 eset
Magyarorszag vidéki centrumaibol (Gyongyds, Szeged, Debrecen) konziliumba érkezett minta
volt, tovabbi 2 esetet a Ruprecht-Karls Egyetem (Heidelberg, Németorszag) Patoldgiai
Intézetének anyagabol vizsgaltunk. A 11 beteg anyagabol 8 sebészeti rezekatumot és 3
vastagtii biopszias szovetmintat értékeltiink, az esetek egyikében sem volt a méjban cirrhosis
vagy virusfertdzés kimutathatd. A 11 FLC beteg koziil 6 betegnél igazoltak a klinikai
vizsgalatok attétképzodést (nyirokcsomo, tiidd, peritoneum). Az esetek mindegyikében a FLC
diagnozisa klinikai tiinetek, képalkoto eljarasok (ultrahang, CT, MRI) és a szovettani vizsgalat

alapjan keriilt felallitasra.

A betegek életkora 11-66 év kozott (atlagosan 20,8 év), a férfi/nd arany 5/6 volt. A 11 betegbdl
szarmazé FLC mintakat 7 konvencionalis hepatocellularis carcinomaval (cHCC; trabecularis-
acinaris tipus, grade II-1IL.), 7 cholangiocellularis carcinomaval (intrahepaticus CCC, grade 1I-
IIL.) és 5 nem tumoros ,.kontroll” majmintaval hasonlitottuk 6ssze. A cHCC betegek koziil 2
esetben virusfertézés volt kimutathatd, 3 esetben alapelvaltozasként majcirrhosist lehetett
igazolni, egy betegnél multiplex tumoros elvaltozast talaltak. A mintak kivalasztasara azonos
korti betegekb6l nem volt lehet6ség, mivel az FLC csoport atlagéletkora (20,81 év) - az
irodalmi adatoknak megfelelden - jelentdsen alacsonyabb a cHCC (66 év) és CCC (60 év)

betegcsoportok atlagéletkoranal.
3.2. Szovettani vizsgalatok

A szovetmintdkat beérkezést kovetéen 10%-o0s, neutralis (pH 7,4) PBS-ben
beallitott formalinban fixaltuk 24 6ran at szobahémérsékleten, majd alkoholsorban és xylolban
torténé dehidralast kovetden paraffinba agyaztuk. A paraffin blokkba agyazott (FFPE)
mintakbol 3-4 pum-es metszetek késziiltek, amelyeket haematoxylin-eosinnal és kotdszoveti
festéssel (pikrosziriusz vords) festettiink meg. A szovettani metszetek értékelését

fénymikroszkoppal végeztiik.

3.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az FFPE szovetblokkokbol 3-5 um vastagsagli metszeteket készitettiink Silannal
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vagy Poly-I-lysinnel bevont Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific) targylemezekre.
Az immunhisztokémia reakciok soran a kovetkezé antigének elleni primer antitesteket
hasznaltunk: CK7, CK8, CK 18, CK19, AFP, HepParl (HSA), Glypican3/GPC3, CLDN1,
CLDN2, CLDN3, CLDN4, CLDN5, CLDN?7, Tricellulin-Cterm, OCLN, CD31/PECAML,
CD34, EGFR, B-catenin, Syndecan-1/CD138. Pozitiv kontrollként a csoportunk éltal korabban
meghatarozott, illetve a cégek altal ajanlott szoveteket hasznaltuk. Negativ kontrollként a
primer antitesttel tortén6é inkubalast elhagytuk. A reakciokat HRP Multimer alapt biotin
mentes detektalasi technikdval mitkodé Ventana Benchmark XT (Ventana Medical Systems
Inc., Tucson, AZ, USA) automatizalt immunfesté automatara allitottuk be. A felhasznalt
reagensek, a masodlagos antitest és a reakciok el6hivisa Ventana Medical Systems cég
ajanlasa alapjan chromogénként 0,2% DAB- ot (3,3'-diaminobenzidine), 3% H,0, alapt DAB
inhibitort, < 50 pg/mL HRP Multimert, 0,04% DAB H,0, — t és 5 g/L CuSO4 —ot tartalmazd
UltraView™ Universal DAB Detection Kit alkalmazasaval tortént. Az immunhisztokémiai

reakciok mellett a metszeteken magfestésként hematoxylint hasznaltunk.

3.4 Immunfluorescens vizsgalatok

A fehérje lokalizacid tovabbi megjelenitéséhez TRIC, OCLN, CD31 primer
antitestekkel immunfluorescens vizsgalatokat végeztiink. A mintak rogzitése folyékony
nitrogénben és izopentanban tortént. A fagyasztasos technika segitségével a frissen fagyasztott
tumorsz6vetb6l -80 “C-on tarolast koveten 4-5 um vékony szeleteket metszettiink le -23 ‘C-ra
hiittt mikrotomkés hasznalataval, fagyasztokamras microtome késziilék (Shandon Cryotome®
Cryostat) segitségével. A metszeteket Superfrost UltraPlus® (Thermo Fisher Scientific)
targylemezekre vittiik fel, majd ezeket metanol és aceton 1:1 aranyu keverékével fixaltuk. A
nem specifikus protein k6t6 helyek blokkolasa céljabol specialis protein blokkold oldatot
(Protein Block-Serum Free) alkalmaztunk. A mintakat tricellulin (TRIC), occludin (OCLN) és
CD31 primer antitesttel és Fluorescence Alexa Fluor 488 (FITC) és/vagy Alexa 568 jelolt
antitestekkel inkubaltuk. A fagyasztott, jelolt metszeteket Pieper FK-7512-1Q CCD Kameraval
felszerelt Leica DMRXA széleslatoteri fluorescens mikroszkoppal, adott hullamhosszi
gerjesztési maximumot ado fluorescens fény segitségével vizsgaltuk és fotoztuk, majd a képet
Leica CW4000 FISH Visualisation and Documentation Software segitségével rogzitettik. A
fagyasztott metszeteket BioRad Radiance 2100 laser confocalis scanning mikroszkop és

LaserSharp 2000 Software hasznalataval vizsgaltuk.
3.4 Morfometriai vizsgalatok

A CLDN1,23457, TRIC, EGFR, syndecan-1 ¢és p-catenin immunreakciokat
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szemikvantitativan és digitalis morfometriai vizsgalattal értékeltik. A metszeteket, melyen
immunreakcio tortént Mirax Panoramic MIDI és Mirax Panoramic SCAN digital slide scanner
késziilékkel digitalizaltuk. A kiilonboz6 immunreakciok ersségét és kiterjedését a digitalis

felvételekrdl Leica QWin Software segitségével mértiik és értékeltiik.
3.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist nem paraméteres Kruskal-Wallis tesztet alkalmazva a STATISTICA
Software 8.0 verzido (Tulsa, OK, USA) felhasznalasaval végeztik el. Az eredmények

értékelésekor P < 0,05 valtozast tekintettiink statisztikailag szignifikans kiilonbségnek.

3.6 PCR vizsgalatok

3.6.1 RNS Kkinyerése szovetmintakbol, cDNS készités, primer tervezés

A vizsgalt fehérjére vonatkozoan, a szabalyozasi szint megallapitasa végett mRNS expresszio
vizsgalatokat végeztiink. A teljes RNS izolalasat FFPE anyagbol végeztiik. Ennek soran az
FLC mintakbdl szarmazd paraffinblokkokbol 8-10 darab, 3-5 pum vastag paraffinos metszetet
1,5 ml-es steril miianyagcsébe helyeztiink, majd ebbdl izolaltunk RNS-t, a gyarto altal erre a
célra ajanlott QIAGEN RNeasy FFPE Kit (Cat.No.: 73504, QIAGEN GmbH, Hilden,
Germany) segitségével, a gyartd altal megadott instrukciok szerint. NanoDrop 1000
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) késziilékkel OD
reverz transzkripcioval cDNS-re mintanként 1 pg total RNS felhasznalasaval (template) High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
alkalmazasaval tortént. Adott génekre specifikus primereket terveztiink AlleleID 6.01 (Premier
Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) primer design software segitségével. Az izoform
specificitast és a primerek méretét a BioEdit (,,biological sequence alignment”) szerkesztd
software 7.01 (Tom Hall Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval hataroztuk
meg. Az adott primerek specificitasat a BiSearch software (Institute of Enzymology, Budapest,
Hungary) alkalmazasaval ellendriztiik.

3.7.4 gPCR

A minta/termék referencia (housekeeping) génhez viszonyitott mRNS mennyiségét szintetizalt
cDNS felhasznalasaval valosidejii PCR vizsgélattal allapitottuk meg. A célfehérjét
meghataroz6 mRNS mennyiségének vizsgalatara SYBR Green technologiaval mikodd valos
idejli polymerase lancreakciot (Real-time-PCR, qPCR) végeztiink ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) rendszeren. Referencia (housekeeping) génként az
ABL (BCR-ABL oncogen) és a 36b4 (ARP, human acidic ribosomal phosphoprotein-PO)
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géneket hasznaltuk fel. A primer specifikus amplifikaciot olvadaspont (melting) analysis és
2%-0s agarose-gel electrophoresis hasznalataval értékeltik. A qPCR vizsgalatok soran az
adatok statisztikai értékeléséhez a REST software-t (Relative Expresssion Sofware Tool;

www.wzw.tum.de/gene-quantification) hasznaltuk.

3.8 KRAS muticié vizsgalata Mikrofluid Alapu Restrikcios Fragment Hossz
Polymorphismus elemzéssel (RFMD)

A DNS izolalashoz FFPE szovetmintakbol steril koriilmények kozott 1,7 ml-es milanyag csdbe
(Eppendorf AG) 4 db 3-5 um vastagsagu mintdkat metszettiink. A gyartd utmutatasait kovetve
QIAMp®DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN) segitségével DNS-t izolaltunk. A kinyert DNS
mennyiségét (abszorpciés vizsgalat, OD ellenérzés) 260 nm hulliamhosszon mérve
spectrophotometerrel (ND-1000, Thermo Fisher Scientific) hatiroztuk meg. A DNS-t
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) DNS polymerase enzimmel Mastercycler® thermal
cycler késziilék, (Eppendorf AG) segitségével szaporitottuk fel. A reakcidkeverék dsszetétele
reakcionként és mintanként a kovetkezd volt: 2.5 pl 10x PCR puffer+Mg2*, 200 uM/ dNTP,
1pM/reakci6é minden egyes primerre, 0.8 U AmpliTaq Gold DNS polymerase sense mismatch
primert hasznalva a PCR termék tartalmazta a vad tipusi (wt) KRAS gen BstNI vagy Bgll
restrictios endonuclease felismerd részét. Mindegyik reakciot 38 ciklussal vittik végig,
ciklusonként a kovetkezd feltételekkel: Denaturacio: 95°C -on 1 percig, Primer annealing:
55°C -on 1 percig, Lanc elongécié: 72°C -on 2 percig.

A felsokszorozott termékeket KRAS 12 codon mutaciéra 80U BstNI-vel, KRAS 13 codon
mutéciora 80U Bgll-vel emésztettiik (New England BioLabs). Az enzimatikus emésztést 30 ul
teljes térfogatra, a KRAS 12 codon esetében 60° C, a KRAS 13 codon esetében pedig 37°C-ra
allitottuk be. A megemésztett PCR terméket agar6z gélen ethidium bromidos festést kovetéen
mikrofluid alapi Experion (BioRad Laboratories Inc.) gélelektroforézis rendszerrel BioRad

Experion™ DNA 1K Analysis Kit segitségével vizsgaltuk.

3.9 EGFR mutacié vizsgalata

Az EGFR 18, 19, 20, 21 exonok amplikonjait High Resolution Melting (olvadaspont analysis)
eljarassal Roche Light Cycler 480 Real Time PCR késziilékkel (Roche Diagnostics) High
Resolution Melting Mix (Roche Diagnostics) hasznalataval elemeztiik. A kiértékelést a gyarto

altal a gépbe épitett Gene scanning programmal végeztiik.

3.10 Direkt Szekvenalas

Az olvadaspont analysis eredményét direkt szekvenalassal validaltuk. A direkt szekvenalast a

-9-


http://www.wzw.tum.de/gene-quantification)

18 és 21 exon vizsgalatait kovetden az eredmények egyértelmii vad tipusu volta miatt a futasi
kontrollokon végeztiik el, valamint a 19 és 20 exonokat validaltuk ezzel a flggetlen
modszerrel. A reakciot BigDye® Terminator v1.1 cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem)
felhasznalasaval végeztik a gyartd altal mellékelt protokoll szerint. A szekvenald reakciot
BigDye X terminator purification kit (Applied Biosystems) segitségével torténd tisztitas és
sequenald PCR utan ABI 3130 Genetic Analyser System (Applied Biosystems) késziilékkel

analizaltuk.

4 EREDMENYEK

4.1. Az FLC makroszkopos képe

A vizsgalt 11 FLC eseteink kozott 8 sebészeti resecatum mindegyikében az FLC
jellegzetes makroszkopos megjelenése volt megfigyelheté. Az eltavolitott specimenekben a
tumor metszéslapja lagy tapintatd, sargas-fehér szinii volt, kis centralis vagy excentrikus,
kiilonbozd vastagsagu, elagazodo, septalis struktiraju kotdszovetes heggel. A tumorok atlagos
atmérdjét 86x73x76 mm-nek talaltuk, a tumor koriili majszovet architektiirajat minden esetben

normalisnak lattuk, fibrosist vagy cirrhosist nem lehetett kimutatni.
4.2 A FLC szivettani jellegzetességei

A tanulmanyban vizsgalt 11 FLC eset mindegyike jellegzetes hisztopatologiai képet
mutatott. A tumor nagy, polygonalis, granularis szerkezetli, eosinophil cytoplazmaval
rendelkezd daganatsejtekbdl allt, melyek oszlopokba vagy halozatokba rendezddtek,
helyenként glandularis struktirat alkottak. A tumorsejtek csoportjai jellegzetes lamellaris-
lemezes szerkezetii, fibrotikus sovényekkel, septumokkal voltak tagolva. A tumor kornyéki

majszovet 5 esetben teljesen normal szoveti szerkezetli volt, mig egy mintaban észleltiink

enyhe, nem specifikus portalis gyulladast.

4.3 Immunhisztokémiai, immunfluorescencias és morfometrias vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatok az FLC-re jellegzetes eredményt adtak. A CK7 ,
CKS8 és CK18, valamint a HSA(HepParl) pozitiv volt, az AFP és a CK19 azonban negativ volt
az Osszes vizsgalt FLC mintaban.
A CLDNI és CLDN2 hasonlo festddési mintazatot mutatott mind a harom vizsgalt
tumorcsoportban, azonban a morfometriai vizsgalatok alapjan szignifikinsan magasabb
-10 -



CLDNI1 expressziot figyeltiink meg a CCC esetében a tobbi csoporthoz képest. A FLC CLDN2
expressidja kifejezetten erds, de ez a kiilonbség a normal majhoz viszonyitva nem volt
szignifikans.

A CLDN4 ¢és CLDN7 esetében az immunhisztokémiai reakciok cHCC és FLC
tumorcsoportokban negativnak mutatkoztak, ellentétben a CCC-vel, ahol erds, intenziv, ,
statisztikailag szignifikansan magasabb membrandzus pozitiv festddést lehetett észlelni.

A CLDNS a vizsgalt 11 FLC koziil 9 esetében kiilonboz6 intenzitassal mutatkozott
pozitivnak, ellentétben a cHCC-vel, CCC-vel és a normal kontroll majjal, melyekben a
parenchyma sejtekben negativ volt.

A normal majban a TRIC és OCLN pontszer(i immunreakcidt mutatott, az FLC-ben
néhol linearis mashol pontszeri membrandzus pozitivitds formajaban mutatkozott a reakcio.
A TRIC fehérje expresszidja magasabb volt a tumorok jol differencialt trabecularis vagy
pseudoglandularis részeiben, mig a a solid és anaplasticus jelllegii részeken joval alacsonyabb
volt, vagy hianyzott.

Az EGFR immunhisztokémiai vizsgalat igen intenziv, plazmamembranhoz
asszocialt pozitivitast adott az Gsszes vizsgalt tumorban, mely magasabb volt a normél majhoz
viszonyitva. A f-catenin immunreakcid membranézus pozitivitast jelzett a vizsgalt
tumorokban, nuclearis transzlok4cié nem volt kimutathato.

A syndecan-1(CD138) immunhisztokémiai vizsgalat mindegyik vizsgalt
tumorcsoport esetében pozitiv membrandzus-SZzubmembrandzus pozitivitds mutatott, a

legkiterjedtebb pozitivitast cHCC esetében észleltiik.

4.4 mRNS expresszios analizis

A mRNS expresszios vizsgalatok soran a referencia génekhez viszonyitott relativ
expressziojat értékeltiik. A cHCC csoport magasabb CLDN-1 és TRIC mRNS expresszidjat
talaltuk FLC és a normal m4j csoporthoz viszonyitva. Ehhez viszonyitva a normal maj CLDN1
és TRIC mRNS expresszidja alacsonyabb volt. Az FLC esetében talaltuk a legalacsonyabbnak
a CLDN-1 és TRIC mRNS expressziojat. A CLDN2 esetében a normal maj mRNS
expressziodja volt a legmagasabb, ezt kovette a cHCC majd az FLC csoport. A CLDN4 ¢és
CLDNS5 esetében megegyezden a legmagasabb mRNS expresszidt a normal maj adta, ezt
kovette az FLC, majd a cHCC csoport mRNS expresszidja. A fentebb leirt mRNS

expresszioban mutatkozo kiilonbségek egyike sem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.
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4.5 KRAS és EGFR mutaci6 vizsgalatok

A vizsgalt FLC mintakban a K-RAS gén 2 exonon 1év6 12 és 13 codonjanak teriiletén mutaciot

nem talaltunk.

Az olvadaspont elemzéssel (HRM) és direkt szekvenalassal mutaciot az EGFR gén 18 19 20 és

21 exonjaiban nem tudtunk kimutatni.

5 KOVETKEZTETESEK

1. Munkank alapjan els6ként mutattuk ki, hogy a FLC sejtkapcsolo struktirainak fehérjéi (TJ
proteinek) sajatos valtozast, jellegzetes mintazatot mutatnak. A FLC-ben észlelt claudin

mintazat 8 CHCC-hez mutat hasonlosagot és kiilonbozik a CCC-re jellemz6 rajzolattol.

2. Els6ként mutattuk ki, hogy a FLC - az elsésorban endothel sejtekre jellemz6 - CLDN5-t

jelentss mértékben expresszalja, mely egyéb primer méjcarcinomaban nem észlelhetd.
3. A tricellulin, mint a kozelmultban leirt TJ fehérje expresszidjat elséként igazoltuk FLC-ben.

4. Az EGFR fokozott expressziojat mutattuk ki FLC-ban, ami azonban nem jar a gén

5. Osszefoglalva eredményeinket a FLC a HCC-k olyan speciélis altipusdnak bizonyult, mely a

TJ protein mintazat alapjan egyéb primer majraktol jol elkiilonithetd.

6. Munkank igazolta az FLC-re specialisan jellemzd CLDNS, valamint az EGFR fokozott

expressziojat FLC-ben, mely a jovoben terapias célpontként szolgalhat.
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6. AZ ERTEKEZES UJ EREMENYEI

Els6ként mutattuk ki a TJ proteinek mintdzatanak jellegzetes valtozasat FLC-

ban.

Kimutattuk a CLDN5 magas expressziojat FLC-ban, egyéb primer

majtumorokkal szemben.

A CLDN4 negativitisa FLC-ban a tumor cHCC-hez valoé hasonlosagat
igazolja és elkiiloniti a CCC-t6l.
Els6ként mutattuk ki a TRIC expressziot FLC-ban és annak magi pozitivitasat.

lgazoltuk a FLC fokozott EGFR expressziojat, valamint az EGFR és KRAS gének

A fentiek alapjan a FLC a HCC olyan specialis altipusa, mely a TJ protein
mintazat alapjan egyéb primer majraktol jol elkiilonithetd. Az igazolt
fokozott CLDN5 és EGFR expresszi6 jovObeli terdpids célpont alapjaul

szolgalhatnak FLC-ban.
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