A sejtkapcsolatok fellazuldsa a daganatok kialakulasanak és a tumoros
progresszionak alapvetd torténése. A sejt-sejt és a sejt-extracellularis matrix (ECM)
kapcsolat megbomldsa szamos daganatban, kiemelten a hameredetiickben kiilondsen
jellemzé és nyomonkovethetd. A daganatokban megvaltozik a sejtkapcsolatokért
elsddlegesen felelds struktiurdk igy a tight junction (TJ) (zonula occludens), a gap
junction, a desmosomak és az adherens junctio morfoldgiaja, protein Osszetétele, ami a
funkcié valtozasaval egyiittjar. A sejtkapcsold struktirak OsszetevOinek tobbsége
integrans membran fehérje, mas résziik citoplazmatikus. A transmembran fehérjék
szerkezete teszi lehetévé, hogy az egyes fehérjealkotok részben egymaéssal, részben az
ECM 0sszetevOivel és a sejten beliill a jelatviteli rendszer egyes elemeivel is
kapcsolddjanak. Ennek megfeleléen a TJ fehérjék funkcidja Osszetett, egyrészt a sejtek
polaritasat biztositjadk, a paracellularis folyadék és ion diffuzidban szemipermedbilis
barrierként szolgalnak és részei a jelatviteli rendszernek.

A TJ fehérjék kozil elészor az occludint (1994), majd a claudint (1998) izolalta
egy japan munkacsoport (Furuse et al. 1994, 1998). Magunk igen koran, 2000-ben
kapcsolodtunk be az egyes sejtkapcsolod fehérjék valtozasainak kutatasaba. Kiemelten
tanulmanyoztuk az emberben 24 tagot szamlalé claudin-csaladot, mely a TJ gerincét
alkotja.

A vizsgalataink célja az egyes claudinok expresszidjanak meghatarozasa volt a
normal emberi szovetekben és daganatokban. A kovetkezd célkitlizéseket kivantuk
megvalositani:

1. A claudin (CLDN) expresszio vizsgalata, jellegzetes mintazata normalis és
koros szovetekben, kiilonos tekintettel az emésztorendszerre.

2. A CLDN expresszio valtozasanak tanulmanyozasa a tumorok progresszioja
soran, kiilonosen az invazié kezdeti szakaszara.

3. A CLDN4, mely a Clostridium perfringens enterotoxin receptora (CPE,
potencialis terapias target) fokozott expresszidjanak vizsgélata elsdsorban az
emésztérendszer daganataiban

4. A CLDN tipusok szerepének vizsgalata a differencidcioban, kiilondsen a maj-
epettrendszer daganataira, és ezek Osszevetése a differenciacié egyéb markereivel a
progenitor sejtekben.

5. Az eredeti tervek mellett vizsgalatainkat kiterjesztettilk egyéb TJ fehérjék, igy
az occludin és ZO1 vizsgalatara.

6. Egyes ECM komponensek, kiemelten a basalis membran 6sszetevéinek, igy az
agrinnak és matrilin2-nek a vizsgalata normalis méajban és majeredetii daganatokban.

A vizsgalati anyagot a kovetkezok alkottak;

1. Diagnosztikus célbol eltavolitott emberi tumorszovet és az ezzel egyiitt,
sziikségszerlien eltavolitasra keriilt kornyez0 nem daganatos szdvetmintdk. A
vizsgélatokra minden esetben a diagndzis megallapitasa utan keriilt sor. Vizsgalatainkat
etikai engedéllyel végeztiikk (TUKEB 172/2003, 2/2004).

2. Kisérletes majproliferaciéos vizsgalatokhoz a mar kordbban kialakitott
patkanymodellt hasznaltuk.



A vizsgalati médszerek a kovetkezok voltak;
Hisztologia, immunhisztokémia,
Molekularis biologiai modszerek (RNS-, DNS-izolasas, Western blot, RT- PCR)

Uj eredmények és értékelésiik

CLDN expresszio a Barrett oesophagusban (BO) és adenocarcinomaban
(ACC)

A Barrett oesophagus, mint praecancerosus elvaltozas kapcsolata az ACC-val
ismert. Ennek ellenére viszonylag kevés egyértelmli vizsgélat igazolja az
Osszefliggést, bar az ,klinikailag” igazoltnak tekinthetd. Vizsgalataink soran
kapcsolatot kerestiink a két elvaltozds kozott, a sejtkapcsolod struktarak
valtiozasainak elemzésére alapozva.

1.1. Megallapitottuk, hogy a CLDN7 a domindald tipus a nyel6csé normalis
szoveteiben és daganataiban, azonban a normalis és koéros szovet kozott nem
¢észlelhetd eltérés.

1.2. A CLDNI expresszio jelentdsen megndvekedett lapham carcinoméban,
Osszehasonlitva a normalis hdmmal.

1.3. A CLDN3 ¢és 4 szignifikinsan emelkedett BO-ban és ACC-ban,
Osszehasonlitva a normalis foveolaris hammal. A CLDN2 expresszio
szignifikdnsan magasabb volt ACC-ban, mint a BO-ban.

Fenti vizsgalatokkal els6ként igazoltuk az irodalomban a BO és ACC-ra jellemzd
CLDN eltéréseket. Korabbi, a cervicalis praemalignus elvaltozdsokkal
kapcsolatos megfigyeléseinkhez hasonléan, a BO-ban, mint rakel6tti
elvaltozasban, a varttal ellentétben, novekedett egyes CLDN-k expresszidja. A
CLDN fehérjék tipusainak Osszetétele BO-ban viszont alapvetden megegyezett az
ACC-ban észlelttel, attdl csak mennyiségi eltérés volt észlelhetd. Vizsgalataink
adatai tovabb erdsitik a kapcsolatot a BO és a ACC kozott, jelezve a
sejtkapcsolatok progressziv valtozédsait a praemalignus szakasztdl a carcinoma
kialakulasaig €s annak progressziojat kovetve.

CLDN expresszio hepatoblastomaban (HB)

A HB epithelialis 0sszetevdi, a differencialtsagtol fiiggden, lehetnek foetalis és
embrionalis tipusuak, melyek aranya prognosztikus értékii.

2.1. Vizsgélatainkban megallapitottuk, hogy jelentésen nétt a CLDNI és 2
expresszio fehérje €s mRNS szinten a foetalis tipust sejtekben, mig az
embrionalis sejtek negativnak bizonyultak.

2.2. CLDN expresszi6 forditottan korrelalt a PCNA ¢és Ki67 proliferacios
markerekkel és a korabban vizsgalt TGFa-val. A vizsgalatokban nem talaltunk
Osszefliggés a B-catenin expresszid €s a CLDN rajzolat kozott.

Vizsgalataink azt igazoltak, hogy az agresszivabb, rapidan proliferalé embrionalis
fenotipus csokkent CLDN1 és 2 expresszidval fiigg Ossze, tehat ezen CLDN



tipusok differenciés markernek is tekintheték a majban, legalabbis a
hepatoblastomaban.

3. CLDN expresszié endometrialis carcinomaban

Az endometrialis carcinomék két, prognosztikailag jelentésen eltérd alaptipusa

ismeretes, a rosszabb prognézisu sero-papillaris és a viszonylag jobb prognoézisu

endometrioid carcinoma.

3.1. A vizsgalt CLDN-k koziil (1, 2, 3, 4, 7) az endometrioid, mely p53 negativ és
oestrogén/progesteron pozitiv, alacsony CLDNI1 ¢és magas CLDN2
expressziot mutatott. A CLDN mintazat az endometrialis hyperplasiaban
hasonlo jellegli, bar alacsonyabb volt, mint az endometriod carcinomaban.

3.2. A rossz prognézisu sero-papillaris carcinoma magas CLDNI1 és alacsony
CLDN2 expressziot mutatott.

Viszgalataink alatamasztottak az endometrialis carcinoma dualisztikus modelljét
¢és a hyperplasia és az endometrioid carcinoma kapcsolatat. A jelent6s eltérés a két
tipusban a patogenetikus utak eltéré mechanizmusara is utal. A jellegzetes CLDN
mintazat alkalmas az egyes Osszetevok aranyanak pontosabb meghatirozasara a
két tipusu carcinomaban.

4. CLDN expresszio a pancreas endocrin és exocrin tumoraiban
A pancreas exocrin és endocrin daganati eltérd sejt eredetiiek ¢és progndzistiak.
Az exocrin tumorok CLDN expressziojara vonatkozoan rendelkeziink néhany
adattal, azonban az endocrin daganatokra vonatkozdan nem.
4.1. Vizsgalatainkkal fehérje és mRNS szinten megallapitottuk, hogy a normalis
acinusok és ductusok magas CLDNI, 3, 4, 7 és gyenge CLDN2 expressziot
mutatnak.
4.2 A Langerhans szigetek sejtjei csak CLDN3-t és 7-t expresszalnak.
4.3. A CLDNI, 4 és 7 er6sen pozitiv minden ACC-ban.
4.4. A CLDN1, 4 negativ az endocrin tumorokban, a CLDN3 és 7 erdsen
expresszalt.

Vizsgalataink eldszor mutattdk ki a pancreas endocrin daganatainak CLDN
expressziojat. A magas CLDN3 az endocrin tumorokat, a CLDN4 a ductalis
ACC-t jellemzi. Mivel ezen CLDN-k a Clostridium perpfringens enterotoxinjanak
receptorai, a fenti megfigyelés terapids kovetkezményi is lehet.

4. CLDN expresszio tiidétumorokban
A tiidédaganatok sokfélesége, eltérd sejtes kiindulasa feltételezi, hogy a
sejtkapcsolatokban is jelentds eltérések vannak, mind az egyes normalis
komponensek, mind az azokbol kiindulé daganatokkal kapcsolatban.
4.1. Megallapitottuk, hogy a normalis bronchialis ham CLDNI, 2, 3, 4 és 7-t
expresszal.
4.2. A kissejtek tiidorak és carcinoid jelentdsen kiilonbozott a CLDNI, 3 és 4
expressziojaban.
4.3. Az ACC ¢és laphamrak a CLDN3, 4 és 7-ben tért el egymastol.



A vizsgalatok jelentdsége, hogy eldszor irta le és hasonlitotta 6ssze a kiilonb6zo
sejt eredetli tiidédaganatokat és allapitott meg jelentds kiilonbségeket az egyes
csoportok kozott. Egyes CLDN-k, elsésorban a CLDN3 ¢és 4 fokozott
expressziojanak terapias kovetkezménye is lehet.

TJ fehérjék: claudinok, occludin és ZO1 expresszido a maj primer és attéti
daganataiban

A mjj parenchymalis sejtjei, a hepatocytdk (HC) és a cholangiocytdk (CC) kozti
sejtkapcsolatok és ezek karosodasa jelentds szdmos nem daganatos és daganatos
elvaltozasban. Kérdés, hogy a TJ fehérjék expresszidjanak valtozasa az egyes
majdaganatokban mennyire jellemzi azokat, ill a daganatokban érvényesiil-e a
kiindulasi sejtekre (HC vagy CC) jellemz6 rajzolat. Ugyancsak kérdéses, hogy a
majmetasztazisokban a primer daganat vagy a maj CLDN patternje érvényesiil?

5.1. A normalis HC-kat CLDN1, 2, ¢és 7 expresszio jellemzi, mig a CC-t a
CLDNI ¢s a CLDN4. Az utébbi a legjellemzoébb elkiilonitd markere a két
sejttipusnak.

5.2. Az occludin és ZO1 gyengén expresszalodott a HC-n és erdsen a CC-n.

5.3. A CLDN4 erdsen expresszalodott a cholangiocarcinomakban (CCC), mig
negativnak bizonyult hepatocellularis carcinomaban (HCC).

5.4. A CLDN1 expresszio jelentésen novekedett HCC-ban a normal méajhoz
viszonyitva, kisebb mértékben a metasztdzishoz hasonlitva. A CLDN3, 4, 7
expresszi6 csokkent HCC-ben a metasztazisokhoz képest.

5.5. Az occludin és ZO1 mRNS szignifikdnsan lereguldlodott a HCC-ben ¢s a
metasztazisokban.

5.6. Cirrhosisban jelentésen novekedett a CLDN1 expresszid a normalis méjhoz
viszonyitva, mely a HCV fert6zés hatasara csokkent.

Eredményeink arra utalnak, hogy a maj két parenchymalis sejttipusa, a HC ¢és a
CC jelentdsen eltér egymdstél a TJ proteinek mintdzataban. Ez a kiilonbség
alapvetden megmarad a carcinogenesis soran is, azaz a kiilonbdzd TJ proteinek
tipusa nem valtozik. Eltérés talalhatd azonban, a normalishoz viszonyitva az
egyes OsszetevOk mértékében. A legkifejezettebb kiilonbséget a CLDN4 mutatta,
mely erdsen expresszalodott a CCC-ban, mig a HCC-ban nem volt kimutathat6 a
CLDN4. Az eredmény alapjan a CLDN4 tumormarkerként szolgalhat a két tumor
elkiilonitésében.

Agrin és matrilin2 expresszio a majdaganatokban és a maj és/progenitor
sejtjeiben

A sejt mikrokdrnyezetének alakulasaban és a sejt-ECM  kapcsolatok
kialakuldsdban, valamint a daganatos progresszidban szamos ECM komponens,
kiemelten basalis membran alkotdi, igy az agrin és matrilin2 szerepet jatszhat.

6.1. Korabbi munkank folytatasaként megallapitottuk hogy az agrin, mely igen
erdsen expresszalodik HCC-ban és szerepet jatszik a neoangiogenezisben, a CCC-
ban eltéréen expresszalodik. Az agrin a tumor-specifikus basalis membranban



lokalizalodik CCC-ban és megjelenése 0sszefligg a tumor differencialtsagaval és
progressziojaval.

6.2. A matrilin2 megjelenését kisérletesen létrehozott patkanymaj regeneracio
soran vizsgaltuk. A normalis majban a matrilin2 csak a portalis teriiletek ereiben
¢és az epeutak basalis membranjaban jelent meg. A patkdnymodelben igazoltuk,
hogy a matrilin a m4aj progenitor sejtjeinek tekintett u.n. ovalis sejtjei koriil jelent
hogy a matrilin2-t az ovalis sejtek termelték.

6.3. A matrilin2 az emberi majcirrhosisban a sinusoidoikat kisérve megjelent.
Ugyancsak detektalhatd volt a matrilin2 HCC-ben, a neovascularizalt teriileteken.

A fenti adatok azt igazoljak, hogy a basalis membran egyes komponensei
jelentésen megvaltoznak a daganatok kialakuldsa soran a madjban. Ez nagy
mértékben Osszefiigg a daganatok neovaszkularizaciojaval. A cirrhosisban észlelt
,»capillarizacio”, mely microcirculacios zavart okozhat, jelentésen megvaltoztatja
a sejtek microkornyezetét, a szerkezet atépiilésének fontos 1épése.

Osszefoglalva eredményeinket, a szamos tumoron végzett vizsgalat, a
CLDN-k és egyéb TJ proteinek, valamint az ECM egyes komponenseinek
jelentds valtozasat tarta fel. A CLDN mintdzat, az altipusok nagymértékben
jellemezték az egyes daganatokat és utaltak a cellularis eredetre. Az egyes TJ
fehérjék eltérései mar a praemalignus szakaszban megfigyelhet6k voltak és az
expresszido mértéke valtozott a daganatos progresszid soran. A varttal ellentétben
azonban, a sejtkapcsolatok gyengiilése, melyet mas vizsgalatok igazoltak szamos
daganatban, nem jart feltétlenil az egyes TJ fehérjék mennyiségének
csokkenésével, st szamos esetben fokozott expressziojuk mRNS és protein
szinten is megfigyelhetd volt. Ez kiilondsen jellemezte a praemalignus eltéréseket.
Mindez a ,statikus” TJ model atgondolasdt ¢és a dinamikus, a fehérje
Osszetételében a kiilsd és belsd hatasokra reagalo, a jelatvitelben résztvevd
komplex sejtkapcsolo rendszert, semmint ,,statikus struktarat” feltételez.

A CLDN mintiazat megvaltozisa egyes tumorok esetében
nagymeértékben jellemzd, és diagnosztikus markerként is felhasznalhato.



