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1 - RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

ADAM 
a disintegrin and 

metalloproteinase domain 

AFP alfa fötoprotein 

AG Aktiengesellschaft 

Ago Argonaute 

Akt protein kinase B 

ARE AU-rich element 

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2 

BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer 

Bmf Bcl2 modifying factor 

BSC best supportive care 

c-Abl ABL proto-oncogene 1 

CAF1 chromatin assembly factor-1 

CCR4 chemokine receptor 4 

CD81 cluster of differentiation 81 

CDKN cyclin-dependent kinase inhibitor 

cDNS 
complementer 

dezoxiribonukleinsav 

cHCC cirrhotic hepatocellular carcinoma 

CI confidence interval 

c-Jun proto-oncogene 

c-Kit proto-oncogene 

cldn claudin 

c-MET hepatocyte growth factor receptor 

c-Myc 
myelocytomatosis viral oncogene 

homolog 

CPE 
Clostridium perfringens 

enterotoxin 

Cq quantitation cycle 

CR complete response 

cSL cirrhotic surrounding liver 

CT computed tomography 

CSDC2 
cold shock domain containing 

protein C2 

DAB diamino-benzidine 

DCP decapping protein 

DCR disease control rate 

DGCR8 
DiGeorge syndrome critical 

region gene 8 

DNS dezoxiribonukleinsav 

Drosha drosha ribonuclease III 

E-

cadherin 
epithelial-cadherin 

ECL enhanced chemiluminescence 

ECOG 
Eastern Cooperative Oncology 

Group 

EDTA etilén-diamino-tetra-acetát 

EGFR epidermal growth factor receptor 

eIF4E 
eukaryotic translation initiation 

factor 4E 

eIF4G 
eukaryotic translation initiation 

factor 4E 

EpCAM epithelial cell adhesion molecule 

ERK 
extracellular signal-regulated 

kinase 

Exp-5 exportin-5 

FFPE formalin-fixed, paraffin-embedded 

FGF fibroblast growth factor 
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Flt-3 fms related tyrosine kinase 3 

FNAB fine needle aspiration biopsy 

GAPDH 
Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

Ge-1 enhancer of mRNA decapping 4 

GTP guanosine triphosphate 

GW test glicin(G)-triptofán(W) test 

GW182 
glicin(G)-triptofán(W) ismét-

lődéseket tartalmazó protein 

HBV hepatitis B virus 

HBx hepatitis B x protein 

HCC hepatocellular carcinoma 

HCV hepatitis C virus 

HepPar-

1 
hepatocyte paraffin-1 

HGDN high grade dysplastic nodule 

HGF hepatocyte growth factor 

HNF-1α hepatocyte nuclear factor-1α 

HR hazard ratio 

HRP horseraddish peroxidase 

hsp70 heat shock protein 70 

JAM junctional adhesion molecule 

kDa kilodalton 

K-W 

teszt 
Kruskal-Wallis teszt 

LGDN low grade dysplastic nodule 

LRN large regenerative nodule 

MAGI-1 
membrane-associated  

guanylate kinase 

Mcl-1 myeloid cell leukemia 1 

MEK MAPK/ERK kinase 

miRISC 
miRNA induced silencing 

complex 

miRNP miRNA ribonucleoprotein particle 

miRNS mikro-RNS 

MR magnetic resonance imaging 

mRNS messenger ribonukleinsav 

mTOR mammalian target of rapamycin 

ncHCC 
non cirrhotic hepatocellular 

carcinoma 

ncSL non cirrhotic surrounding liver 

NICE 
The National Institute for Health 

and Care Excellence 

NL normal liver 

nt nukleotid 

NOT deadeniláz komplex tagja 

OS overall survival 

PABP1 polyadenylate-binding protein 1 

PAZ Piwi Argonaut Zwille 

P-body processing body 

PCR polymerase chain reaction 

PD-1 programmed cell death protein-1 

PDGFR 
platelet-derived growth factor 

receptor 

PFS progression-free survival 

PI3K 
phosphoinositide-3-kinase, 

foszfoinozitid-3-kináz 

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 

PR partial response 

pre-

miRNS 
prekurzor mikro-RNS 

pri-

miRNS 
primer mikro-RNS 
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PTEN 
phosphatase and tensin  

homolog 

Raf 
rapidly accelerated  

fibrosarcoma 

Ran ras-related nuclear protein 

Ras 
retrovirus-associated DNA 

sequences 

RCK DEAD box RNS helicase 

RET proto-oncogene 

RNáz ribonukleáz 

RNS ribonukleinsav 

SD stable disease 

SDS sodium-dodecyl-sulphate 

SHARP 

Sorafenib Hepatocellular 

Carcinoma Assessment 

Randomized Protocol 

siRNS 
kis interferáló  

ribonukleinsav 

SMAD4 SMAD family member 4 

  

  

SR-B1 
scavenger receptor class B 

member1 

TCF-1 T cell factor-1 

TJ tight junction 

TM transzmembrán 

TNFα tumor necrosis factor-α 

TRAIL 
tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand 

TRBP TAR RNA binding protein 

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethane 

TU transcriptional unit 

UTR untranslated region 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VEGFR 
vascular endothelial growth factor 

receptor 

Wnt 
wingless-type MMTV integration 

site family 

XRN-2 5'-3' exoribonuclease 2 

ZO-1 zonula occludens-1 
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2 - BEVEZETÉS 

 

2.1 - Hepatocelluláris karcinóma 

A hepatocelluláris karcinóma (HCC) a máj primér daganatainak több mint 80-

90%-át teszi ki [1], világszerte a hatodik leggyakoribb rosszindulatú daganat, mely évente 

mintegy 782 ezer embert érint [2]. Habár az utóbbi időben egyre jobban és jobban 

megismerjük ezt a daganattípust, a HCC egyike azon daganatoknak az Egyesült 

Államokban és Kanadában, melynek halálozása továbbra is nő [3]. Mindemellett a HCC 

a korábbi harmadik helyről a második helyre került a leggyakoribb daganatos halálokok 

listáján világszerte [2, 4]. Agresszivitását jól mutatja, hogy a betegek diagnózistól 

számított medián túlélése 6-9 hónap között mozog, az 5 éves túlélés pedig mindössze 

20%-os [5]. 

 

2.1.1 - Epidemiológia és rizikófaktorok 

A HCC előfordulási gyakorisága jelentős földrajzi különbségeket mutat. Ez 

alapján megkülönböztethetünk magasabb (pl. Afrika, Kína, Tajvan) és alacsonyabb 

incidenciájú területeket (pl. Európa, Észak- és Dél-Amerika) [6]. A HCC esetek >80%-a 

a magas incidenciájú területeken fordul elő, az összes eset kb. 50%-a Kínában [7]. 

Érdekes módon az utóbbi időkben a magas incidenciájú területeken csökkenő, míg az 

alacsonyabb érintettségű területeken emelkedő tendenciák figyelhetők meg 

előfordulásában. A pontos okok nem teljesen tisztázottak, de például az ázsiai területeken 

bevezetett hepatitisz B vírus elleni vakcináció biztosan közrejátszott az ott megfigyelhető 

pozitív változásban, míg a növekvő tendenciák mögött a HCV elterjedtsége, valamint a 

nem alkoholos zsírmáj gyakoriságának emelkedése állhat a fejlett országokban [8].  

Etiológiájában számos endogén és környezeti rizikófaktor szerepel, melyeket az 

1. táblázat mutat. A HCC esetek nagy többsége (>70%) cirrózis talaján alakul ki, 

premalignus elváltozásokból, többlépcsős folyamat eredményeképp [9]. Ennek fényében 

minden olyan környezeti, fertőzéses vagy genetikai ártalom, mely májcirrózis 

kialakulásához vezet, a HCC kialakulására is prediszponál. Míg a magas HCC 
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incidenciájú területeken a HBV fertőzés a vezető kóroktani tényező, addig a kevésbé 

érintett területeken a HCV fertőzés és az alkoholos májbetegség a legfőbb kórokok [10]. 

Fontos megemlíteni, hogy ezeken a területeken a cukorbetegség, valamint az elhízás és 

metabolikus szindróma talaján kialakuló zsírmáj és szteatohepatitisz is egyre inkább 

szerepet játszik a HCC incidenciájának növekedésében [10]. 

Ismert, hogy férfiakban 2-4-szer gyakoribb az előfordulás, mint nőkben. Ez 

egyrészt a férfiak nagyobb arányú rizikófaktoroknak való kitettségének (dohányzás, 

alkohol, HBV, HCV fertőzés), valamint direkt androgénhatásnak tudható be [7].  

Ezek mellett számos, kevésbé gyakori etiológiai tényező is ismert, úgymint 

hemokromatózis, aflatoxin mérgezés, pajzsmirigy-alulműködés, stb.  

 

1. táblázat – A HCC ismert rizikófaktorai (Mazzanti és mtsai. 2016 alapján) [10] 

Gyakori:  

 Kor 

 Etnikum 

 Férfi nem 

 Májcirrózis 

 Krónikus HBV fertőzés 

 Krónikus HCV fertőzés 

 Alkoholizmus 

 Zsírmáj 

 Nem alkoholos eredetű szteatohepatitisz 

 Elhízás, metabolikus szindróma 

 II-es típusú cukorbetegség 

 

Ritkább: 

 Anabolikus hormonok 

 Ösztrogén tartalmú fogamzásgátlók 

 Hemokromatózis 

 Aflatoxin-B1 mérgezés 

 Tirozinémia, galaktozidémia, fruktozémia 

 Alfa-1 antitripszin hiány 

 Genetikai faktorok 

 Pajzsmirigy-alulműködés 
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2.1.2 - Patomechanizmus 

A HCC kialakulása a legtöbb esetben hosszú, akár több évtizedig is eltartó 

folyamat, melyet az esetek döntő többségében a krónikus májkárosodás talaján 

bekövetkező megváltozott mikrokörnyezet, gyulladásos folyamatok és fibrózis indítanak 

be, melyek hatásaként számos jelátviteli útvonal károsodik. Mindezek mellett a genetikai 

alterációk felhalmozódása is közrejátszik a malignus elfajulás kialakulásában [11]. Habár 

az elmúlt évtizedekben számos, a HCC molekuláris patogenezisében fontos útvonalat 

sikerült azonosítani, pontos, átfogó mechanizmust nem sikerült egyértelműen kimutatni. 

Ez egyrészt az etiológiai faktorok különbözőségének tudható be, vagyis annak, hogy 

milyen talajon alakul ki a daganat (a HBV például DNS vírusként a genomba beépülve 

inzerciós mutagenezissel, valamint a HBx-proteinen keresztül vezethet malignus 

elfajuláshoz [12], míg a HCV fehérjéin keresztül képes a gazdasejtek jelátviteli 

útvonalaival interferálni [13]). Másrészt nagymértékben köszönhető a daganatok igen 

nagyfokú heterogenitásának, mely megmutatkozhat a különböző tumornodulusok között, 

de még egyazon noduluson belül is. A máj ovális sejtjeiből kialakuló daganatos őssejt-

teória magyarázhatná e nagyfokú heterogenitást, azonban mindezidáig nem sikerült 

meggyőzően azonosítani ezen sejteket [14]. Ami egyértelműnek tűnik, az a 

májparenchyma cirrotikus átalakulásának szerepe, hiszen a krónikus hepatitisz fertőzések 

vagy alkoholfogyasztás önmagukban viszonylag csekély módon emelik a HCC rizikóját, 

míg a cirrózis megjelenésével exponenciálisan nő a daganat kialakulásának valószínűsége 

[7]. 

Többféle mechanizmust is felfedeztek, melyek a májrák kialakulását 

támogathatják a cirrózis stádiumában. A telomér felgyorsult rövidülését mutatták ki 

például krónikus májbetegségekben, mely elöregedett hepatocyták felhalmozódásához 

vezet cirrózisban, valamint a telomér diszfunkció kromoszomális instabilitást is 

eredményez, melyek a HCC kialakulásához szolgáltatnak jó alappal [15]. Emellett a 

telomér rövidülés a hepatocyták csökkent proliferációjához is vezet, mely mellett az 

abnormálisan proliferáló májsejtek hamar lépéselőnybe kerülhetnek [7]. Annál is inkább, 

mert a HCC daganatsejtekben éppen ellenkezőleg, a telomeráz komplex reaktivációja 

történik, lehetővé téve ezen sejtek korlátlan proliferációját [16]. Továbbá a cirrózisban 

létrejövő parenchymaveszteséget ellensúlyozandó visszacsatolásos mechanizmusok útján 



- 10 - 

 

növekedési faktorok, gyulladásos citokinek aktiválódnak, melyek mind elősegíthetik egy 

autonóm fókusz növekedését is [7]. 

Ezen általánosabb mechanizmusok mellett számos tumorszuppresszor és onkogén 

megváltozott működését, valamint számos jelátviteli útvonal károsodását is leírták HCC-

ben. A Wnt/β-catenin, a p53 és a foszfatidilinozitol-3-kináz (PI3K) útvonalak nagyon 

gyakran érintettek, melyek sokszor az etiológiára is engednek következtetni [17]. Az 

angiogenezisért felelős VEGF és FGF útvonalak is fontos szerepet játszanak; a HCC-s 

esetek 50%-ában kimutatható továbbá az PI3K/Akt/mTOR útvonal aktiválódása VEGFR, 

PDGFR, EGFR tirozin-kináz receptorokon keresztül [10]. A Ras/Raf/MEK/ERK 

jelátvitel érintettsége mellett kimutatták a HGF tirozin-kináz receptorának (c-MET) 

túlműködését is, mely terápiás célpontként is hasznosíthatónak tűnik [18]. 

 

2.1.3 - Diagnosztika 

A HCC korai diagnosztikája sajnos gyakran nehéz feladat, hiszen a betegek a 

tünetszegény kórlefolyás miatt legtöbbször csak későn jelentkeznek, valamint 

leggyakrabban egy már cirrotikusan átalakult, göbös májparenchymában kell a daganatos 

gócot felfedezni. A cirrózisban szenvedő betegek szorosabb utánkövetésével, 

monitorozásával, valamint a nem-invazív képalkotó eljárások fejlődésével remélhetőleg 

ebben javulás lesz tapasztalható. A cirrózisos betegek utánkövetésének fontosságát emeli 

ki az a nemrégiben megjelent kutatás, mely a halálozási esélyek 38%-os csökkenését 

találta azon betegeknél, akik a HCC diagnózisa előtti 2 évben legalább egy képalkotó 

vizsgálaton átestek [19]. 

Az jelenlegi diagnosztikus ajánlások cirrotikus betegekben a vizsgált lézió 

nagyságán alapszanak, melyet első lépésben hasi ultrahangvizsgálattal állapítanak meg 

[3, 20]. Mivel az 1 cm-nél kisebb léziók esetén kicsi a HCC valószínűsége, ezért ilyen 

esetekben csak a betegek rendszeres, félévenkénti ultrahangos utánkövetése javasolt. Az 

1 cm-nél nagyobb léziók esetén képalkotó vizsgálatokkal is lehetséges diagnózist 

felállítani (multidetektoros, dinamikus CT vagy MR), azonban csak abban az esetben, ha 

a HCC-re karakterisztikus érrajzolat egyértelműen kimutatható. Két cm-nél nagyobb 

tumorok esetén ehhez elegendő egy dinamikus képalkotó, 1-2 cm közötti daganatok 
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esetén két különböző dinamikus képalkotó egybehangzó leletei szükségesek. Fontos, 

hogy atípusos érrajzolat esetén mindig kötelező a diagnosztikus mintavétel core-

biopsziával vagy vékonytű aspirációval. A magyarországi ajánlások szerint továbbá az 1 

cm-nél nagyobb elváltozásokból mindenképpen indokolt citológiai vagy hisztológiai 

vizsgálat, mert nem áll rendelkezésre a dinamikus képalkotás összes lehetősége [21]. 

Nem cirrotikus májban kialakult tumorok esetén szintén a patológiai mintavétel a javasolt 

diagnosztikai eljárás. 

Szérum markerek tekintetében továbbra sem rendelkezünk olyan tumormarkerrel, 

mely megfelelő specificitással és szenzitivitással rendelkezve, önmagában megbízhatóan 

diagnosztizálná a HCC-t. A legismertebb és arany standardként elfogadott alfa-

fötoprotein (AFP) mellett mára további szérum markerek is bekerültek a diagnosztikus 

palettába (pl. dez-γ-karboxiprotrombin, fukozilált AFP) [22], de ezek is inkább a betegség 

követésében illetve a klinikai döntéshozatalban nyújthatnak nagy segítséget.  

 

2.1.4 - Patológiai megjelenés 

A cirrózis talaján jelentkező HCC-k kialakulásának első lépcsője a premalignus 

elváltozásnak tekinthető kissejtes diszplasztikus fókuszok megjelenése, melyek 1 mm-nél 

kisebb átmérőjűek. Az ún. diszplasztikus nodulusok már 1 mm feletti, makroszkóposan is 

észlelhető nagyságúak, melyek expanzív növekedésüknél fogva általában jól 

elhatárolódnak a környező májszövettől. A bennük észlelhető strukturális vagy sejtatípia 

alapján különíthető el az alacsony (LGDN) és magas grádusú diszplasztikus nodulus 

(HGDN), melyeket néha nehéz elkülöníteni az ún. nagy regeneratív nodulustól (LRN), 

mely azonban nem tekinthető premalignus elváltozásnak [9].  

A spektrum következő pontján a már valóban malignus kis HCC áll, mely 

definíció szerint a 2 cm-nél kisebb tumorokat öleli fel. Ezen csoporton belül 

klinikopatológiai szempontból jól elkülöníthető az ún. korai HCC és a progrediált HCC. 

A korai HCC általában magasan differenciált és szabálytalan noduláris megjelenésű, 

melyet szinte csak a strómális invázió különít el a HGDN-től, míg a progrediált HCC 

szabályosan noduláris, általában közepesen differenciált daganat, gyakori 

mikrovaszkuláris invázióval [23].  
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A klasszikus, kifejlett HCC-k növekedési mintázata szerint makroszkóposan 

noduláris, masszív és diffúz formákat ismerünk. A valódi tok ritka, gyakori azonban az 

expanzió során összenyomott környező májszövet által alkotott áltok. Klinikai 

döntésekben fontos és sajnos gyakori jelenség az nagyérinvázió jelenléte. 

Mikroszkóposan trabekuláris, acináris, szcirrózus, szolid, világos sejtes, fibrolamelláris, 

kis sejtes, valamint kevert kolangio-hepatocelluláris formák különíthetők el [9].  

HCC-re jellemző vonások továbbá vékonytű aspirációs mintákon a kenet 

szemcsézettsége, a vastag, >2 sejtsort tartalmazó, faágszerűen elágazódó megjelenés, 

atípusos csupasz sejtmagok, esetenként epe, intracitoplazmatikus zsírcseppek és 

glikogén, valamint a tumorsejt aggregátumokat átszelő, ún. transzgresszív endotélium 

jelenléte [24]. (1. ábra) 

 
1. ábra – Hepatocelluláris karcinóma vékonytű aspirációval nyert mintájának 

reprezentatív képe. (Saját ábra, lépték = 100 µm.) 

 

A szövettani markerek közül a hsp70, glypican-3, glutaminszintetáz 

immunhisztokémiai vizsgálata segíthet a HCC diagnózis felállításában kérdéses 

esetekben, hiszen a háromból kettő pozitivitása esetén biztos a malignitás diagnózisa [25]. 

Ezek mellett fontos diagnosztikus segítséget jelenthetnek még a hepatocytaspecifikus 

antitest (HepPar), a survivin, citokeratinok, carcinoembrionális antigén, agrin, syndecan-

1, egyes claudinok és vaszkuláris markerek. 
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2.1.5 - Kezelés 

A HCC-vel jelentkező betegek kezelése a mai napig kihívás elé állítja a 

kezelőorvosokat, akik lehetőség szerint multidiszciplináris csapat tagjaiként hozzák meg 

klinikai döntéseiket. A HCC kezelési lehetőségei két csoportra oszthatók: potenciálisan 

kuratív, valamint palliatív kezelésekre [10]. Előbbi csoportba tartoznak a sebészi 

reszekció, a transzplantáció, valamint az ablációs beavatkozások. Ezen lehetőségek – 

habár nagyon jó túlélési rátákat érhetnek el velük – csak korai stádiumú, kevésbé kiterjedt 

esetekben alkalmazhatók. Fontos megjegyezni, hogy a HCC-s betegek csak mintegy 15-

35%-a kezelhető sebészileg, melynek oka, hogy a korszerű diagnosztika ellenére a HCC-

k nagy része továbbra is csak későn, már előrehaladott stádiumban kerül diagnózisra. 

Ezen esetekben a már említett palliatív ellátás jöhet szóba, úgymint a transzarteriális 

beavatkozások (embolizáció, kemoperfúzió, vagy kemoembolizáció), illetve a célzott 

terápia sorafenib segítségével.  

A pontos kezelési algoritmus tehát nagyban függ a betegség stádiumától, melyet 

különböző szakmai kritériumok alapján állapítanak meg. A leggyakrabban használt 

BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) kritériumrendszer nagy előnye, hogy nem csak a 

tumor előrehaladottságát, hanem a beteg teljesítőképességét, valamint májfunkcióit is 

számításban veszi [3]. A pontos stádiumokon alapuló kezelési algoritmus a 2. ábrán 

látható. 

  

2.1.5.1 - Sorafenib (Nexavar®) 

Előrehaladott stádiumú betegek esetében sokáig csak a palliatív kezelés jöhetett 

szóba, hiszen a hagyományos kemoterápiás szerek nem biztosítottak szignifikáns túlélési 

előnyt. A legaktívabb szer – a doxorubicin – is csak 10% körüli részleges remissziót tudott 

biztosítani, továbbá a kombinált és egyéb kezelések sem javítottak a betegek túlélésén 

[26]. A sorafenib (Nexavar®, Bayer Pharma AG) bevezetése terápiás mérföldkövet 

jelentett az előrehaladott stádiumú HCC-s betegek kezelésében, hiszen ez volt az első 

szisztémás, molekulárisan célzott terápia, mely szignifikáns mértékben növelte a betegek 

túlélését [27]. Bevezetését követően a sorafenib lett a más terápiás modalitásokkal már 

nem kezelhető, előrehaladott stádiumú betegek elsővonalbeli kezelése. 
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A sorafenib hatásosságát mind a nyugati, mind a keleti populációkban, tehát eltérő 

etiológiájú régiókban bizonyították. A 2008-as, európai, amerikai és ausztrál 

összefogással végbevitt SHARP (Sorafenib Hepatocellular Carcinoma Assessment 

Randomized Protocol) tanulmány 602 előrehaladott stádiumú, még nem kezelt HCC-s 

beteget vont be randomizált, kettős vak, placebokontrollált, fázis III vizsgálatába [27]. A 
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betegek Child-Pugh ’A’ májfunkciókkal, <2 ECOG (Eastern Cooperative Oncology 

Group) teljesítőképességi státusszal és döntően HCV-s etiológiával rendelkeztek. A 

sorafenibbel kezelt betegek szignifikánsan hosszabb teljes túlélést mutattak (10,7 hónap) 

a placebóval kezelt betegekhez mérten (7,9 hónap), míg a radiológiai progresszióig eltelt 

medián idő is megkétszereződött a placebóval kezeltekhez képest (5,5 hónap vs. 2,8 

hónap). A későbbi, ázsiai betegpopuláción végzett Asia-Pacific vizsgálat megerősítette a 

SHARP tanulmány eredményeit, szignifikáns túlélési előnyt mutatva egy döntően HBV 

etiológiájú HCC-s populáción is [28].  

Ezen szisztémás, célzott terápia valódi mérföldkő jellegét jól mutatja, hogy habár 

a sorafenib csak 3 hónappal hosszabb túlélést biztosított a betegeknek, mégis a SHARP 

vizsgálat volt az első azon korábbi, az elmúlt 30 évben történt kb. 100 randomizált 

tanulmány közül, mely egyáltalán túlélési előnyt mutatott előrehaladott HCC-ben [5]. 

A sorafenib terápiás dózisa napi 2 x 400 mg szájon át. A mellékhatások között 

leggyakoribbként a hasmenés, kimerültség, alopecia, fertőzés, kéz-láb bőrreakció, 

kiütések és hipertónia szerepelnek. 

Molekuláris hatásmechanizmus szempontjából a sorafenib multi-kináz 

inhibitornak tekinthető. Eredetileg a Raf-1 (C-Raf) kináz gátlásán keresztül a Ras / Raf / 

MEK1/2 / ERK1/2 útvonalat célozva fejlesztették ki [29], azonban később számos más 

szerin/treonin- és tirozin-kináz receptorról kiderült, hogy a sorafenib targetje: B-Raf, b-

rafV600E, VEGFR-1,2,3, PDGFR-β, FGFR-1, Flt-3, c-Kit, RET [30]. Ezen túlmenően 

kináz független hatásmechanizmusai is ismertek, például a mitokondriális légzési lánc 

stabilitásának csökkentése és oxidatív stressz kiváltása [31].  

Sajnos a sorafenib terápia jelentős költségekkel jár (egy kínai tanulmány a 

sorafenib kezelés költségeit $19495 dollárra becsülte a $897 dolláros optimális tüneti 

kezeléssel (BSC – best supportive care) összevetve [32]), és a betegek nagy hányadában 

a daganat a kezelés ellenére is progrediál. Az eredeti SHARP és Asia-Pacific 

tanulmányokban is a betegség kontroll arány (DCR (disease control rate) = CR (complete 

response) + PR (partial response) + SD (stable disease)) mindössze 43%- és 53%-osnak 

bizonyult, ami azt jelenti, hogy a betegek kb. fele egyáltalán nem reagál a sorafenib 

kezelésre [27, 28]. 
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Több próbálkozás is történt olyan biomarkerek azonosítására, melyek előre 

jeleznék a HCC-s betegek sorafenibre adott válaszkészségét. A PDGFR-β és c-Met 

expressziója szignifikáns összefüggést mutatott a sorafenib-kezelt betegek 

progressziójával és a terápia hatásosságával [33], míg az Mcl-1és pERK kifejeződése a 

teljes túléléssel korrelált [34]. Más lehetséges prediktív markerekként például a c-Jun N-

terminális kináz aktivációját [35], a szérum kolinészteráz emelkedett szintjét [36], a 

plazma VEGF koncentrációt és a VEGF – VEGFR gén polimorfizmusokat említhetjük 

[37]. 

Ezen próbálkozások ellenére mindmáig nem rendelkezünk olyan széles körben 

elfogadott és validált prediktív biomarkerrel/ekkel, melyek megbízhatóan előre tudnák 

jelezni a sorafenibre adott terápiás választ. Ezen hiány további, ilyen irányú kutatásokat 

tesz indokolttá. 

 

2.1.5.2 - Egyéb célzott terápiás lehetőségek a HCC kezelésében 

Jelenleg számos kutatás zajlik a sorafenib-nél hatékonyabb terápiás szerek 

azonosítására. Ezek többsége fázis I-es vagy II-es vizsgálatokban történik, azonban már 

fázis III-as vizsgálatok is történtek, illetve zajlanak. Több gyógyszert is vizsgáltak 

elsővonalbeli szerként mind önálló, mind a sorafenibbel való kombinációs 

alkalmazásban, valamint másodvonalbeli, azaz hatástalan sorafenib terápia utáni kezelési 

lehetőségként egyaránt. Sajnálatos módon az eddig lezárult vizsgálatok többsége nem 

mutatott szignifikánsan jobb túlélési rátákat a sorafenibhez képest, például sunitinib, 

brivanib, linifanib, sorafenib+erlotinib, sorafenib+everolimus [38], másodvonalbeli 

brivanib, ramicirumab, everolimus (lásd [39]). A jelenleg zajló fázis III-as vizsgálatok 

közül a nivolumabbal (PD-1 gátló immunmodulátor monoklonális antitest) 

(clinicaltrials.gov NCT02576509), a regorafenibbel (multi-kináz inhibitor) (RESORCE 

trial, clinicaltrials.gov NCT01774344), illetve a tivantinibbel (c-Met inhibitor a MET-et 

magasan expresszáló HCC-k esetén hatékony) (METIV-HCC trial, clinicaltrials.gov 

NCT01755767) történő kezelések mutatkoznak a legígéretesebbnek. 

Mindemellett azonban jelen pillanatban a sorafenib továbbra is az egyetlen, 

validált, túlélési előnyt nyújtó, elsővonalbeli kezelés az előrehaladott stádiumú HCC-ben 

szenvedő betegek számára. 



- 17 - 

 

2.2 - Mikro-RNS-ek 

A mikro-RNS-ek a nem kódoló RNS-ek családjába tartozó, rövid, mindössze 19-

23 nukleotid hosszúságú, kis, egyszálú RNS-molekulák, melyek a génexpresszió 

poszttranszkripcionális szabályozásában töltenek be kulcsszerepet.  

Becslések szerint az állati gének kb. 1%-a kódol miRNS-t [40], és a humán gének 

30%-a (egyesek szerint akár 60%-a) áll feltételezhetően miRNS-mediált szabályozás alatt 

[41, 42], ami a nagy, szabályozó molekulacsaládok körébe emeli őket. Számos 

biológiailag fontos folyamatban mutatták ki kritikus szabályozó szerepüket: 

egyedfejlődés ütemezése, organogenezis, sejtproliferáció, sejtdifferenciáció, apoptózis, 

jelátviteli útvonalak, hemopoezis, gazdasejt-vírus interakció, karcinogenezis, stb.  

Mára több, mint 2500 humán miRNS-t azonosítottak, de újabb és újabb tagok 

felfedezésére is lehet számítani különféle bioinformatikai algoritmusok előrejelzései 

szerint [43]. 

A mikro-RNS-ek az RNS interferencia enzimrendszerét felhasználva 

szintetizálódnak két ribonukleáz aktivitású protein közreműködésével: a Drosha nevű 

enzim a sejtmagon belüli, a Dicer nevű pedig a citoplazmában történő módosításokért 

felelős. Jellegzetességük, hogy a mikro-RNS-ek prekurzor molekulái kettős szálúak, 

szemben az egyszálú hírvivő RNS-sel. Az érett, egyszálú mikro-RNS-eket később az 

Argonaute (Ago) családba tartozó fehérjék kötik meg, és együtt épülnek be az ún. RISC 

effektor komplexbe (ld. később). 

 

2.2.1 - A mikro-RNS-ek biogenezise 

Genomiális lokalizációjuk szerint a miRNS gének elhelyezkedhetnek 

proteinkódoló és nem kódoló transzkripciós egységeken belül (transcriptional unit, TU): 

~40%-uk nem kódoló TU-k intronjaiban, ~10%-uk ugyanezek exonjaiban foglal helyet. 

A proteinkódoló TU-kban található miRNS gének nagy része intronikus lokalizációjú, 

mely az összes lókuszok ~40%-át teszi ki [44]. A miRNS gének ~80%-a tehát intronon 

belül helyezkedik el [45]. 
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Egy további csoportosítás szerint az ismert emlős miRNS gének kb. 50%-a 

található más miRNS lókuszok szoros közelségében, mely clusterek aztán egyetlen 

policisztronos transzkriptumként íródnak át [46]; egyes esetekben azonban előfordulhat 

autonóm miRNS-ek saját promoterről való átírása is [47]. 

Attól függően, hogy a miRNS előállítása független miRNS génről, avagy kis 

intronról indul el, kétféle útvonalat írtak le: a ʽklasszikus’ és az alternatív utat. (3. ábra) 

2.2.1.1 - A klasszikus útvonal 

A miRNS-biogenezis klasszikus (avagy kanonikus) útjának első lépése, a miRNS 

gének transzkripciója RNS polimeráz II által mediált folyamat [47, 48]. Mindemellett 

megemlítendő, hogy lehetséges a miRNS gének egy kis, Alu szekvenciákkal 

kapcsolatban lévő csoportja esetében az RNS polimeráz III általi átíródás is [49]. Az RNS 

polimeráz II által létrehozott transzkriptum egy több kilobázis hosszúságú, hajtű formájú, 

poli-A farokkal és 7-metil-guanozin sapkával  rendelkező primer-miRNS (pri-miRNS) 

[50]. 

A pri-miRNS továbbalakítását a Drosha nevű, III-as típusú endoribonukleáz végzi 

[51], mely processzálási folyamat már a transzkripcióval egyidejűleg megkezdődik [52]. 

A Drosha egy kb. 160 kDa nagyságú, magas szintű evolúciós konzerváltságot mutató 

fehérje, mely két RNáz III katalitikus doménnel és egy RNS-kötő doménnel rendelkezik 

[51]. Emlősökben a Drosha target felismerésében a DGCR8 kofaktor segédkezik, mely a 

duplaszálú RNS-kötő fehérjék családjába tartozik [53]. A két fehérje együtt alkotja az 

effektor mikroprocesszor komplexet [54]: ez a pri-miRNS-ből az ún. törzs-hurok (stem 

loop) kihasításával hozza létre a kb. 70 nt hosszúságú prekurzort, a pre-miRNS-t. 

Fontos megjegyezni, hogy egyes intronokba lokalizálódó miRNS-ek biogenezise 

is ezt a klasszikus utat követi: a Drosha általi hasítás itt még a splicing befejezte előtt 

megtörténik. Megfigyelték, hogy az ilyen, miRNS-eket tartalmazó intronok splicing-ja 

sokkal lassabban megy végbe, mint a szomszédos intonoké [44]. 

Következő lépésként a pre-miRNS-eknek a sejtmagból a citoplazmába kell 

kerülniük további processzálódásra. Ezt az exportot a RanGTP-dependens, nukleáris 

transzport receptor családba tartozó Exportin-5 (Exp-5) nevű fehérje mediálja [55]. Az 

Exp-5 a pre-miRNS-ek 3’ túlnyúló részét ismeri föl, ezt követi a Ran kofaktor GTP-kötő 
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formájának csatlakozása, majd maga a transzport. A folyamat a GTP hidrolízisével a 

citoplazmában fejeződik be: a komplexet elhagyja a prekurzor [56]. Az Exp-5 feladata 

azonban nem merül ki csupán a transzportban: kutatások azt sugallják, hogy szerepet 

játszik a pre-miRNS-ek stabilizációjában is [57]. 

A citoplazmában a pre-miRNS-ek továbbalakítását egy újabb III-as típusú RNáz, 

a Dicer nevű enzim katalizálja, létrehozva a kb. 22 nt nagyságú miRNS duplexeket [58, 

59]. Sejtmagbéli párjához hasonlóan, a Dicer is egy nagy (~200 kDa), szinte minden 

eukarióta szervezetben megtalálható homológokkal rendelkező [60], endonukleáz 

aktivitású enzim, mely kofaktorokkal komplexet alkotva fejti ki hatását. A Dicer az RNáz 

III aktivitású és RNS-kötő doménjei mellett PAZ doménnel is rendelkezik, melynek 

kulcsfontosságú szerepe van a pre-miRNS 3’ túllógó végének megkötésében [61]. A 

Dicer specifikusan a hajtű alakú pre-miRNS Drosha által definiált végétől kb. 22 nt 

távolságra végez aszimmetrikus hasítást, eltávolítva a hurok (loop) részt, és így létrehozza 

a miRNS duplex másik végét [40]. A Dicernek és kofaktorainak ezen túl még fontos 

szerepe van más proteinekkel közreműködve a miRISC (miRNA induced silencing 

complex) vagy más néven miRNP (miRNA ribonucleoprotein particle) kialakításában.  

A miRISC ribonukleoprotein komplex megjelenése egy soktényezős, 

dinamikusan szerveződő folyamat, melynek minden részlete még ma sem tisztázott. 

Valószínűleg a Dicer általi hasítás után a miRNS/miRNS* duplex egyik végét a TRBP, 

míg másik végét az Argonaute (Ago) családba tartozó proteinek kötik meg . A duplex két 

szála közül végül csak az egyik épül be a végső effektor komplexbe, ez a vezető szál 

(guide strand) vagyis az érett, ~22 nt nagyságú, egyszálú miRNS. Általában az a szál 

marad meg, amelyik 5’ végénél nagyobb a bázispárosodás termodinamikai instabilitása 

[62]. A kísérő szál (passenger strand, miRNS*) legtöbbször degradálódik , bár leírtak 

eseteket, melyeknél felhasználódását is megfigyelték [63]. 

Bizonyos, hogy az Argonaute (Ago) családba tartozó proteinek központi szerepet 

játszanak a miRISC komplex életében mind strukturális, mind funkcionális szempontból. 

Emlősökben négy Ago proteint írtak le, AGO1 – AGO4-ig [64], melyek közül az AGO2-

nek erőteljes endoribonukleáz aktivitása van [65]. (Az Ago családból ez az egyetlen olyan 

fehérje, ami jelen van az siRNS útvonal RISC komplexében is, az siRNS által felismert 

mRNS elhasítását mediálva [66].) Kimutatták, hogy ez az endoribonukleáz (slicer, 



- 20 - 

 

szeletelő) aktivitás felelőssé tehető a kísérő miRNS* szál degradációjáért [67]. A másik 

három Ago protein nem rendelkezik ilyen katalitikus aktivitással: ezekben az esetekben 

egy, még ismeretlen helikáz csavarja szét a duplex szálait, és távolítja el a kísérő szálat 

[44]. Ezt figyelembe véve az is megállapítható, hogy az RNáz aktivitással nem rendelkező 

Ago proteinek nem képesek a target földarabolására, és ez csak az AGO2-t tartalmazó 

miRISC-ek esetében lehetséges. Gerinceseknél az mRNS hasítása azonban legtöbbször 

ez utóbbi esetben sem történik meg, az állati miRNS-ek később ismertetett szerkezetéből 

adódóan [68]. 

2.2.1.2 - Az alternatív útvonal 

A hagyományos útvonal mellett létezik állatokban egy másik miRNS bioszintézis 

lehetőség is, amely proteinkódoló gének kis intronjairól, az ún. mirtronokról indul [69, 

70]. A mirtonokról a splicing során jellegzetes lasszó alakú struktúrák keletkeznek [71, 

72], melyekről hiányoznak azok a szegmensek, amelyeket a Drosha/DGCR8 föl tud 

ismerni. Ezen lasszó alakú struktúrákból aztán egy debranching enzim (lariat-

debranching enzim [73]) és más módosulások hatására keletkezik a pre-miRNS, mely 

ezután csatlakozik a már ismertetett útvonalhoz. 

A fő eltérés tehát a klasszikus és az alternatív mirtron bioszintetikus út között az, 

hogy utóbbihoz nem szükségeltetik a Drosha általi katalízis [74]. Ma még nem tisztázott, 

hogy a mirtron útvonal mekkora jelentőséggel bír; valószínűnek tűnik, hogy egy ősi 

bioszintetikus útvonalat jelenít meg, még a Drosha megjelenése előtti időkből [70]. 

 

2.2.2 - A mikro-RNS-ek lebomlása 

A miRNS-ek biogenezisével ellentétben, a miRNS-ek bomlása viszonylag 

kevesebb figyelmet kapott mindezidáig. Úgy tűnik, hogy léteznek lassú, illetve gyors 

turnover-ű miRNS-ek: előbbieket például májban és szívben figyelték meg [75, 76] (több 

órás vagy akár napos féléletidő), utóbbiakat a retina neuronjaiban [77] (kb. 1 órás 

féléletidő). 

A miRNS-turnover szabályozásának egyik lehetséges módja azok 3’ végének 

modifikációja: adenilálásuk, uridilációjuk vagy metilálásuk nagyobb stabilitást ad nekik, 
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vagy éppen ellenkezőleg, degradációjukat idézi elő - az adott miRNS-től és az adott 

szövettől függően [78]. 

Az érett miRNS-ek degradációját katalizáló enzimek az exoribonukleáz családba 

tartoznak: C. elegans-ban az XRN-2 5’–3’ irányban aktív [79]. Fontos, hogy a 

komplexben lévő miRNS-hez az exonukleáz nem fér hozzá [79]; a target mRNS 

hiányában azonban a miRNS disszociál a miRISC-ről és így elérhetővé válik az XRN-2 

számára, ami a miRNS bomlását okozza [78]. Az ily módon szabaddá vált Ago protein 

azután újabb miRNS-sel képezhet komplexet. 

 
3. ábra – A miRNS-ek biogenezise (saját ábra). Az önálló vagy intronikus miRNS gén 

az RNS polimerázok általi átírás után a Drosha vagy lariat-debranching enzim 

közreműködésével alakul pre-miRNS-sé, mely az exportin-5 segítségével jut a 

citoplazmába, ahol a Dicer hasítja tovább miRNS duplexszé, melynek egyik tagja beépül 

az effektor miRISC komplexbe.  
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2.2.3 - A mikro-RNS-ek hatásmechanizmusa 

2.2.3.1 - A mikro-RNS-ek szerkezete 

A miRISC-be való beépülésük utána a miRNS-ek fő feladata az lesz, hogy az 

effektor fehérjéket a target mRNS-hez irányítsák. Ezt alátámasztja az a megfigyelés, hogy 

HeLa sejtekben a miRNS-ek represszív hatását utánozni lehetett az Ago proteinek 

mRNS-hez történő, miRNS-től független kapcsolásával [80]. A végrehajtás fő 

karmesterei tehát az Ago fehérjék. 

Az állati miRNS-ek számára a target mRNS 3’ végnél elhelyezkedő, nem 

transzlálódó régiójában (3’ UTR, untranslated region) találhatók kötőhelyek, melyek 

szekvenciája csupán részleges komplementaritást mutat a bekötődő miRNS-ekkel. Kevés 

kivételtől eltekintve a miRNS-ek nem a target földarabolását váltják ki, hanem a 

transzláció megakadályozásán keresztül fejtik ki hatásukat.  

A miRNS – mRNS interakció létrejöttéhez bizonyos feltételeknek teljesülniük 

kell a miRNS-ek target felismerése során [81]. A legalapvetőbb követelmény, hogy a 

miRNS 7 nukleotid hosszú ún. mag (seed) régiója (az 5’ végtől számított 2-8. nukleotid) 

teljesen komplementer módon kapcsolódjon a targettel. Egy másik szabály, hogy a 

miRNS–mRNS duplex központi régiójában viszont bázispárosodási hibáknak (mismatch) 

és ennek következtében széttartásnak (kiboltosulás, bulge) kell jelen lennie. A harmadik 

feltétel, hogy a miRNS 3’ régiójában még legalább néhány bázispárosodás létrejöjjön, 

különösen a 13 - 16. nukleotid közötti szakaszon. (4. ábra) 

További jellegzetessége az állati miRNS–mRNS rendszernek, hogy egy-egy 

hírvivő RNS több kötőhelyet is tartalmaz ugyanazon vagy különböző miRNS-ek számára 

[82]. Az egymástól meghatározott távolságra bekötődő miRNP komplexek közötti 

szinergista együttműködés fontosnak bizonyul a hatékony géncsendesítő hatás elérésében 

[83]. 

A miRNS-ek hatása tehát pleiotróp és redundáns [74] (egy miRNS sokféle 

targeten kifejthet hatást, és egy target több miRNS szabályozása alatt állhat), mely 

differenciált és finoman hangolt szabályozásra ad módot. 
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4. ábra – miRNS csatlakozása az mRNS 3’ UTR-jéhez (Filipowicz és mtsai, 2008 

alapján) [84]. A miRNS-mRNS kapcsolódás feltétele a mag régió teljes 

komplementeritása a targettel. További jellegzetesség a középső régiókban a 

bázispárosodási hibák jelenléte, valamint a miRNS 3’ régiójának megfelelően még 

legalább néhány bázispárosodás létrejötte. N – nukleotid. 

 

2.2.3.2 - Mikro-RNS-indukált poszttranszkripcionális géncsendesítés 

Ismert, hogy a miRNS-ek géncsendesítő hatásukat targetjeik transzlációjának 

megakadályozásával fejtik ki. E gátlás mikéntjére azonban máig nem született 

konszenzus, számos eltérő mechanizmust írtak le, a főbb irányvonalak a következők [84-

86]: (1) a transzláció iniciációjának gátlása, (2) gátlás az iniciáció után, (3) az mRNS 

destabilizációja. A transzlációsan inaktív mRNS molekulák diszkrét citoplazmatikus 

granulumokban akkumulálódnak (4). (5. ábra) 

(1) A transzláció iniciációjának gátlása 

A transzláció megkezdését a miRNS-ek többféle módon képesek megakadályozni.  

(5.1. ábra) 

a.) Az egyik modell szerint a miRISC az eIF4E eukarióta iniciációs faktorral kompetitív 

antagonizmusban áll, gátolva annak bekötődését az mRNS 5’ sapkájához (5’ cap). Ezt 

alátámasztják azok a megfigyelések, miszerint eIF4E-t tartalmazó, tisztított eIF4F-

komplex sejtmentes rendszerben történő alkalmazásával a miRNS-ek gátló hatását 

ellensúlyozni lehetett [87], továbbá, hogy kísérletes körülmények között a miRNS-ek 

megakadályozták az mRNS 40S iniciációs alegységgel történő kapcsolódását [88]. A 
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kompetíció egyik lehetséges magyarázata az, hogy az AGO2 fehérje központi 

doménje az eIF4E sapka-kötő doménjével szekvencia-homológiát mutat [89], tehát 

akár az AGO2 is rendelkezhet sapka-kötő aktivitással. Ez a modell tehát kézenfekvő 

magyarázatot ad arra is, miért van szükség miRNP-k többszörös kötődésére a mRNS-

hez a megfelelő effektivitás eléréséhez (ti. több miRNP nagyobb eséllyel szorítja le 

az eIF4E-t az 5’ sapkáról). 

b.) Egy másik hipotézis szerint a miRNP az mRNS deadenilációját idézi elő [90], 

melynek következtében az mRNS poli-A farka és az ehhez kötődő PABP1 

(polyadenylate-binding protein 1) eltűnik. A PABP1 normálisan az eIF4E-vel létesít 

kapcsolatot az eIF4G közvetítésével, és így alakul ki az mRNS cirkuláris formája. 

PABP1 hiányában az mRNS nem lesz képes fölvenni ezt a transzlációhoz szükséges 

cirkuláris alakot, tehát tulajdonképpen az mRNS cirkularizációja gátlódik. 

c.) Az iniciáció miRNS-ek általi gátlásának harmadik lehetséges módja a riboszóma start 

kodonnál történő összeszerelődésének megakadályozása. Ezt a miRNP-ek azáltal érik 

el, hogy azzal a fehérjével asszociálódnak, amelyik a 60S alegység 40S alegységgel 

való kapcsolódását gátolja, nevezetesen az eIF6-tal [91]. 

(2) Poszt-iniciációs gátlás 

Egyes kísérleti eredmények arra engednek következtetni, hogy a miRNS-ek a 

transzláció elongációs fázisát is képesek blokkolni (5.2. ábra). Ezt a feltevést azokra a 

megfigyelésekre alapozták, miszerint a miRNS-ek és target mRNS-eik a poliszómákkal 

egy frakcióban voltak kimutathatók [92], valamint hogy a represszált mRNS-ek aktív 

poliszómákkal kapcsolatban maradtak, habár a fehérje termék nem jelent meg a sejtben 

[93]. Ennek magyarázatára két lehetséges mechanizmust írtak le: 

a.) A miRNS-ek a riboszómák mRNS-ről történő korai disszociációját okozzák az ún.  

„drop-off” modell szerint [94]. 

b.) A miRNS-ek a készülő fehérjék gyors, kotranszlációs degradációját idézik elő, egy 

még ismeretlen proteáz közreműködésével [93]. 

(3) mRNS destabilizáció 

Sokáig azt gondolták, hogy a miRNS-ek transzlációs gátlásukat cél mRNS-ük 

mennyiségének megváltoztatása nélkül érik el. Újabb kutatások azonban kimutatták, 



- 25 - 

 

hogy a miRNS-ek általi represszió gyakran társul az mRNS-ek degradációjával [95, 96] 

(5.3. ábra). Ez a degradáció azonban nem a teljes komplementaritás okozta mRNS 

földarabolódást jelenti, hanem az mRNS a.) 5’ sapkájának és b.) 3’ poli-A farkának 

elvesztésével kezdődik, miRNP-k által mediálva. Kimutatták, hogy a deadenilációban 

központi szerepe van az AGO fehérjékhez kapcsolódó GW182 proteinnek, ami a 

deadeniláz komplex mRNS-hez irányításában játszik szerepet. A deadeniláció effektor 

molekulái a CAF1-CCR4-NOT komplexben helyezkednek el. Az 5’ sapka eltávolítását a 

DCP (decapping protein) család tagjai katalizálják, számos aktivátor segítségével. 

Ma még nem teljesen tisztázott, hogy az mRNS destabilizációja vajon független 

repressziós mechanizmus (in vitro lehetségesnek tűnik [96, 97]), vagy a transzlációs 

gátlás következménye. 

(4) P-testek (P-body, processing body) 

A miRNS-ek által elcsendesített mRNS-ek ezek után a citoplazma egy 

dinamikusan szerveződő struktúrájában, az ún. P-testekben (GW-testekként is ismertek) 

akkumulálódnak. Itt vagy degradálódnak vagy ideiglenesen tárolódnak [98]. 

Az mRNS-ek degradációja – vagy legalábbis utolsó lépései – tehát ezen P-

testekben mehet végbe, exonukleázok közreműködésével. A P-testekben számos, az 

mRNS katabolizmusban fontos fehérje van jelen, de a miRNS útvonal faktorai is 

megtalálhatók bennük [99]. A P-testekben akkumulálódnak például a fent említett 

deadeniláz (CAF1-CCR4-NOT) és decapping komplexek tagjai, exonukleázok, valamint 

a GW182 és Ago proteinek is [84]. 

Kutatások erős korrelációt találtak a miRNS-ek általi represszió és a 

mikroszkóposan is látható P-testek megjelenése között [100], azonban az is 

nyilvánvalónak tűnik, hogy ezen P-testek megléte nem feltétele a miRNS-ek általi 

csendesítésnek [101]. A P-testek megjelenése tehát inkább csak következménye, mintsem 

oka a transzlációs gátlásnak. 

 

Összefoglalva tehát úgy tűnik, hogy a miRISC-ek elsősorban a transzláció 

gátlásán keresztül fejtik ki hatásukat, és ennek folyományaként, következményeként a 
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transzlálódni nem tudó mRNS-ek – szintén a miRISC-ek által rekrutált – katabolikus 

faktorok célpontjaivá válnak. Emellett lehetséges, hogy a miRNP-k elsődlegesen az 

mRNS destabilizációját és degradációját indukálják, és ezzel eleve lehetetlenné teszik a 

transzlációt. (5. ábra) 

Mint láttuk, a miRNS-ek számos mechanizmussal képesek egy adott gén 

expresszióját befolyásolni, azonban teljes bizonyossággal még nem állapítható meg, hogy 

ezek in vivo is teljesen egyedi és független mechanizmusok-e. Lehetséges, hogy a 

miRNS-ek primeren egy közös mechanizmussal okozzák a target csendesítését, és a 

fentebb vázolt hatások csak a primer esemény következményeiként, sejttípustól és 

targettől függő módon jelentkeznek [84]. 

 

2.2.3.3 - Mikro-RNS-indukált génaktiváció 

Habár az eddigi kutatások alapján úgy tűnik, hogy a miRNS-ek legfőbb szerepe 

elsősorban a gének kifejeződésének negatív szabályozásában van, egyes esetekben 

kimutatták ezzel ellentétes hatásukat is. 

A miR-373 esetében például megfigyelték, hogy az E-cadherin és CSDC2 gének 

promoter régióival komplementer szekvenciát tartalmaz, és ezen gének aktivációját 

indukálja: egy még ismeretlen mechanizmussal az RNS-polimeráz II dúsulását idézte elő 

a gének promoter régióinál [102]. 

A mir-369-3-ról pedig leírták, hogy a TNFα (tumor necrosis factor alpha) mRNS-

ének ARE-jéhez (AU rich element, AU-ban gazdag régió) kapcsolódva transzlációs 

aktivációt idéz elő [103]. 

Ezen túlmenően egyes miRNS-ek esetében (például let-7) a sejtciklus fázisaitól 

függő szabályozást figyeltek meg: proliferáló sejtekben transzláció gátlást, míg nyugvó 

sejtekben a transzláció aktiválását idézték elő [104].  

A miRNS-ek által mediált génaktiváció ma még egy kevéssé ismert regulációs 

mechanizmus, de mindenképpen jelzi, hogy a miRNS-ek génregulációban betöltött 

szerepe még sokrétűbb lehet, mint azt korábban gondolták [85]. 
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Ezt alátámasztják azok a megfigyelések is, melyekben miRNS-ek bekötődését 

mRNS-ek 5’ UTR-jához [105], egyes miRNS-ek sejtmagba irányuló importját [106], 

illetve miRNS-indukált DNS-metilációt [107] írtak le, felvetvén a miRNS-ek által 

mediált, transzkripciós szintű szabályozás lehetőségét is. 

 
5. ábra – miRNS-indukált poszttranszkripcionális géncsendesítés lehetséges 

mechanizmusai (Eulalio és mtsai, 2008 alapján) [108]. [1] A transzláció iniciációjának 

gátlása, [2] gátlás az iniciáció után, [3] az mRNS destabilizációja. 



- 28 - 

 

 

2.2.4 - A mikro-RNS-ek elérhetősége rutin patológiai és citológiai 

mintákban 

Sokáig a miRNS-ek klinikai jelentőségének tanulmányozása elsősorban frissen 

fagyasztott minták földolgozásával történt, míg a legkönnyebben hozzáférhető 

mintaforrás – a rutin patológia citológiai kenetei és formalin-fixált, paraffinba ágyazott 

(formalin-fixed, paraffin embedded; FFPE) szövetblokkjai – csak kevés figyelmet kapott. 

Az FFPE blokkokból és citológiai mintákból történő mRNS izolálás ugyanis kis 

hatékonyságú és relatíve rossz minőségű mintát eredményez [109], ugyanis ezen 

mintákban a hosszú RNS-ek degradációja (kevesebb, mint 300 bp hosszú darabokra való 

fragmentálódás [110]), kémiai módosulása és fehérjékkel való keresztkötődése lép fel 

[111].  

A miRNS-ek esetében azonban más a helyzet. FFPE és fagyasztott minták miRNS 

profiljának összehasonlításakor magas korrelációt (R2>0,95) találtak a két csoport között, 

valamint kimutatták, hogy a formalinos fixálás nem befolyásolja a miRNS-ek expressziós 

profilját, szemben az mRNS-ek esetében tapasztaltakkal [112, 113]. Továbbá számos 

kutatás alapján a miRNS-ek jól izolálhatók és eredményesen vizsgálhatók citológiai 

kenetekből is.  

A miRNS-ek tehát sokkal nagyobb stabilitást mutatnak citológiai és FFPE 

mintákban, mely valószínűleg eredendően rövidebb mivoltuknak köszönhető [112, 113]. 

A jobb megőrzöttségre utal az is, hogy a miRNS-ek eredményesen izolálhatók akár 25 

éves FFPE mintákból is [114].  

Mindezen eredmények tehát alátámasztják a citológiai kenetek alkalmazásának 

jogosultságát a miRNS-ek tanulmányozásában és a jövőben potenciális molekuláris 

diagnosztikai segédeszközökként segíthetik a jobb citológiai diagnózist, valamint akár a 

terápiás döntéseket.  
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2.2.5 - A mikro-RNS-ek szerepe HCC-ben és a sorafenib terápiában 

A máj patológiás elváltozásai közül a HCC-kben tanulmányozták leginkább a 

miRNS-ek szerepét, kóros eltéréseit. Számos ilyen irányú vizsgálat kimutatta, hogy 

miRNS-ek elvesztése vagy fokozott kifejeződése hozzájárulhat HCC-k kialakulásához, 

egyúttal maguk a miRNS-ek is tumorszuppresszor vagy onkogén útvonalak szabályozása 

alatt állnak. Több kutatócsoport is jellegzetes miRNS-expressziós változásokról számolt 

be, valamint az egyes miRNS-ek hepatokarcinogenezisben betöltött funkcióira is 

megpróbáltak fényt deríteni. Ismert továbbá, hogy számos miRNS képes a sejtek 

különféle toxinokra, gyógyszerekre adott válaszkészségét, szenzitivitását modulálni. 

Ezek alapján mára már a miRNS-ek klinikai és patológiai gyakorlatban való 

alkalmazhatósága is körvonalazódni látszik. 

A máj legnagyobb mennyiségben jelen lévő mikro-RNS-e a miR-122, így nem 

meglepő, hogy ez a miRNS érintett a hepatokarcinogenezisben is. Több kutatásban is 

gyakori downregulációt mutatott a vizsgált HCC-kben, és targetjeként elsőként a ciklin 

G1-et azonosították [115]. Kimutatták, hogy a miR-122-t nem expresszáló humán 

hepatóma sejtvonalakon (HepG2, Hep3B, SK-Hep-1) e miRNS ectópiás expressziója 

gátolta azok daganatkeltő potenciálját. Targetjeiként ebben a vizsgálatban az ADAM-10, 

SRF, IGF1R fehérjéket identifikálták, melyek HCC-kben szignifikánsan magasabb 

mennyiségben voltak jelen, mint a környező normál, magas miR-122 tartalmú 

májszövetben [116]. Érdekes módon a miR-122 egyike azon mikro-RNS-eknek, melyek 

érzékenyítik a sejteket sorafenib kezelésre. In vitro kísérletek alapján a miR-122 

túltermelése HCC sejtekben szignifikánsan csökkentette a sorafenibbel kezelt 

tumorsejtek túlélését és növekedését [116]. 

A miR-195 a HCC-ben csökkent expressziót mutat, más malignus daganatokhoz 

hasonlóan. Sejtciklus gátló és apoptózis indukáló hatásai mellett fontos szerepe lehet az 

angiogenezis gátlásában HCC-ben, hiszen egyik direkt targetje a VEGF [117]. 

A miR-221 egy vizsgálatban a HCC-k 71%-ában felülszabályozottságot mutatott. 

Többek között két ciklin dependens kináz inhibitor kifejeződését gátolva (CDKN1C/p57 

és CDKN1B/p27) részt vesz a sejtciklus kontrolljában: a sejteket az S-fázisba léptetve a 

HCC sejtek proliferációját serkenti [118]. Az is bizonyítottnak tűnik azonban, hogy a 

miR-221 nem csak a sejtek szaporodását serkentve fejt ki onkogenikus hatást, hanem 
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apoptózisukat gátolva is. HCC-s mintákban a magas miR-221 következetesen alacsony 

proapoptotikus Bmf fehérje szinttel társult: sejtkultúra vizsgálatokban a Bmf a miR-221 

direkt targetjének bizonyult [119]. A miR-221 és miR-222 ezen túlmenően a TRAIL 

(TNF-related apoptosis inducing ligand)- indukált sejthalál kivédésében is szerepet 

játszik, valamint a miR-221-et és miR-222-t overexpresszáló sejtek migrációs és inváziós 

képessége is fokozott [120]. A PI3K/Akt jelátvitel jól ismert negatív szabályozója 

továbbá a PTEN, mely a miR-221-222-n kívül a miR-21 targetje is, mely miRNS 

magasan overexpresszált HCC-ben. Kísérletes overexpressziója sejtvonalon a 

tumorsejtek proliferációját, migrációját és invázióját indukálta, és érdekes módon normál 

májsejtek migrációs képességét is növelte [121]. A miR-222 és miR-223 deregulációja 

kétséget kizáróan, egyértelműen megkülönböztette a HCC-t a környező nem tumoros 

szövettől, virális fertőzöttségtől függetlenül [122]. A miR-223 következetesen alacsony 

szinten volt jelen HCC-kben, mely miRNS a mikrotubulusok keletkezését befolyásolja, 

és így a G2/M fázis átmenetet regulálhatja. 

A miR-17-5p és miR-18a expressziója szignifikáns korrelációt mutatott a HCC 

differenciáltságának csökkenésével, ami nem meglepő annak fényében, hogy mindkét 

miRNS az onkogén hatású miR-17-92 klaszter tagja, tehát ún. onkomiR-ként 

funkcionálnak HCC-ben [123]. 

A miR-34a pedig egy vizsgálatban a HCC-k 75%-ában alacsonyabban fejeződött 

ki, mint a környéki normális májszövetben. Kiderült, hogy kísérletes overexpressziója a 

c-Met (vagy HGFR, hepatocyta growth factor receptor) onkogén represszióján keresztül 

hathatósan gátolta a vizsgált tumorsejtek migrációját és inváziós képességét [124]. Ezen 

túlmenően érzékenyebbé tette a tumorsejteket a sorafenib-indukált apoptózisra in vitro 

kísérletekben [125].  
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2.3 - Sejtkapcsoló struktúrák és claudinok 

Az epitheliális és endotheliális sejtek egymáshoz és az extracelluláris mátrixhoz 

történő kapcsolódásáért felelős struktúrák három csoportra oszthatók: kommunikáló (gap 

junction), horgonyzó (dezmoszóma, hemidezmoszóma, zonula adherens), valamint 

lezáró kapcsolatok. A lezáró kapcsolat, más néven zonula occludens vagy ’tight junction’ 

(TJ, szoros kapcsolat) a szomszédos sejtek között legapikálisabban elhelyezkedő 

sejtkapcsoló struktúra, mely kialakításában több mint 50 különböző fehérje vehet részt 

(6. ábra). Az első tight junction fehérje azonosítása 1993-ra tehető, amikor Furuse és 

Tsukita japán kutatók izolálták a később occludinnak elnevezett fehérjét [126]. Érdekes 

módon a tight junction-ök occludinhiányos egerekben is funkcionálisak, mely 

megfigyelés egy másik, a TJ-ök gerincét alkotó fehérjecsalád, a claudinok felfedezéséhez 

vezetett 1998-ban [127].  

A TJ-ök két alapvető funkciót töltenek be a sejtek életében: egyrészt 

szemipermeábilis barriert jelentenek az ionok, a víz és különböző makromolekulák sejtek 

közötti, paracelluláris transzportjában (’gate’, kapu funkció), másrészt a sejtpolaritás 

fenntartásában játszanak alapvető szerepet az apikális és bazolaterális membrándomének 

elválasztása révén (’fence’, kerítés funkció). Ezek mellett ma már vitathatatlan a szerepük 

más fiziológiás és kóros folyamatokban, például szignál transzdukciós útvonalakon 

keresztül a sejtproliferáció, differenciáció és apoptózis szabályozásában, továbbá 

kórokozók receptoraiként is szolgálhatnak és célzott terápiás célpontokként is 

használhatóak lehetnek [128].  

 
6. ábra – A tight junction szerkezete és funkciói (Osanai és mtsai. 2016) [129]. Kerítés 

funkció (fence): az apikális és bazolaterális membrándomének elválasztása; kapu funkció 

(barrier, gate): szemipermeábilis barriert jelentenek a paracelluláris transzportban; 

szignál transzdukció: jelátviteli útvonalakon keresztül a sejtfiziológia szabályozása 



- 32 - 

 

A TJ-ök funkciója nagyban függ alkotóelemeik pillanatnyi összetételétől, mely a 

sejtek igényei alapján dinamikusan változik. A TJ proteinek közötti kapcsolat tehát 

sokszor átmeneti és állandó változásban van. Egy TJ alkotóelem felül- vagy 

alulexpresszálódása továbbá nem jelenti a TJ „szorosságának” automatikus változását, 

inkább az adott fehérje által szabályozott folyamatok megváltozását jelzi. 

A TJ fő alkotóelemeit jelentő transzmembrán fehérjék négy fő típusa az occludin, 

a tricellulin, a claudinok és a JAM (junctional adhesion molecule) fehérjék. Ezek közül a 

TJ gerincét jelentő claudin molekulacsalád emberekben jelenleg 26 ismert claudinból áll, 

melyek 12-70%-os szekvencia-homológiát mutatnak, egyes típusaik gyakran együtt 

expresszálódnak, és expressziójuk szövet- illetve szervspecifikus [130]. A claudinok 

négy transzmembrán doménnel rendelkezve két, eltérő nagyságú extracelluláris hurkot 

alkotnak, melyek a sejtek között homo- és heterofil kapcsolatokkal zárják az 

intercelluláris teret. (7. ábra) Az intracellulárisan elhelyezkedő N- és C-terminálisukon 

keresztül adapter fehérjék (pl. ZO-1,2,3, MAGI-1,2, cingulin, symplecin, stb.) 

közvetítésével végezetül az aktin citoszkeletonhoz is kötődnek, így a TJ-ök felől érkező 

szignálok a sejt egészére kihathatnak, míg a sejt belsejéből érkező jelek a TJ szerkezetét 

és összetételét befolyásolhatják [130].  

A claudinok TJ-ökön kívüli lokalizációja is ismert, melyeknek három fő funkciója 

lehet: 1) sejtek közötti nem konvencionális kötődési pontokként szolgálhatnak, például a 

claudin-1 a dendritikus sejtek és az epidermisz között, vagy a claudin-2 a metasztatikus 

emlőrák sejtek és a májsejtek között [131]. 2) más sejtfelszíni receptorokkal 

kapcsolódhatnak, például integrinekkel vagy T-sejt receptorral [132]. 3) szignál 

transzdukcióban vehetnek részt, például oszteoklasztokban a claudin-18 a ZO-2 jelátvitelt 

gátolja, ezáltal csökkenti a csontreszorpciót [133]. Továbbá egyes claudinok nukleáris 

lokalizációját is leírták, mely felveti ezen fehérjék szerepét a direkt génexpresszió 

szabályozásban is. 

A fentiekből adódóan a claudinok számos betegség patogenezisében szerepet 

játszanak. A claudinok megváltozott expresszióját írták le a karcinogenezis, a 

tumorprogresszió és metasztázisképzés folyamataiban, számos baktérium és vírus 

receptoraiként, belépési kofaktoraiként szolgálnak, továbbá gyulladásos betegségekben 

is szerepet játszhatnak. 
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A legjobban ismert és kutatócsoportunk által is vizsgált, ún. „klasszikus” 

claudinok az  1-es,  2-es,  3-as,  4-es és  7-es, melyek expressziója jelen vizsgálatainknak 

is tárgya.  

 

7. ábra – A claudinok szerkezete (Lal-Nag és mtsai. 2009) [130]. A claudinok négy 

transzmembrán doménnel (TM1-4) rendelkezve két, eltérő nagyságú extracelluláris 

hurkot (EL1, EL2) alkotnak, melyek a sejtek között homo- és heterofil kapcsolatokkal 

zárják az intercelluláris teret. Az intracellulárisan elhelyezkedő N- és C-terminálisukon 

keresztül adapter fehérjék (pl. PDZ doménnel rendelkező fehérjék) közvetítésével 

végezetül az aktin citoszkeletonhoz is kötődnek. 

 

2.3.1 - Claudin-1 

A claudin-1 az első és talán legtöbbet tanulmányozott claudin, mely a legtöbb 

emberi szövetben jelen van. Fontos szerepe van a bőr áteresztőképességének 

meghatározásában, valamint a májsejteken és epeúti hámsejteken expresszálódva az vér-

epe gát létrehozásában [134]. Ezen fiziológiás funkciói mellett számos betegségben 

ismert megváltozott kifejeződése. Fokozott expresszióját írták le papilláris 

pajzsmirigyrákokban [135], nyelőcső laphámrákjában [136], cervicalis intraepithelialis 

neoplasiakban [137], míg csökkent kifejeződését invazív emlőrákban és tüdő 

adenokarcinómában [138]. Ezen túlmenően, a claudin-1 epitheliális-mezenchimális 

tranzícióban betöltött direkt szerepét is igazolták HCC sejtvonalakon, oki tényezőként 

felvetvén a claudin-1 fokozott expresszióját HCC-ben [139]. 
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2.3.1.1 - Claudin-1 és HCV 

A máj szempontjából különösen fontos azon felfedezés, miszerint a HCV 

májsejtekbe jutásához szükséges a vírusok sejtfelszíni receptorokhoz való kötődése. A 

CD81 és SR-B1 receptorok mellett két TJ protein – az occludin és a claudin-1 – játszik 

fontos szerepet a HCV internalizációjában [140], tovább két másik claudinnak (claudin-

6 és -9) is hasonló szerepet tulajdonítanak, azonban ezek inkább a HCV májsejteken 

kívüli (fehérvérsejtek, endotél) replikációjában fontosak [141]. Érdekes módon mind a 

junkcionális (apikális), mind a nem-junkcionális (bazolaterális) claudin-1 megjelenési 

formáknak lehet szerepe a HCV belépési folyamatában. A HCV továbbá közvetlenül is 

fokozhatja a claudin-1-nek mint belépési kofaktorának expresszióját [142]. A claudin-1 

permisszív szerepét jól mutatja, hogy claudin-1 ellenes antitestekkel megakadályozható 

a HCV fertőzés, sőt a már meglévő infekció is gyógyíthatónak tűnik humán egér 

májkimérákon [143].  

2.3.2 - Claudin-2 

A claudin-2 a legtöbb claudinnal ellentétben az áteresztő TJ-ök kialakításában 

játszik szerepet, megtalálható a vese proximális tubulusaiban illetve a bélkriptákban 

[144]. Érdekes módon a claudinok szokásos lineáris immunhisztokémiai festődésétől 

eltérően a claudin-2 perimembranózus, granuláris immunreakciót ad. Gyakori 

felülszabályozódását figyelték meg gyulladásos bélbetegségekben , míg expressziója az 

emlőrákok progressziójával csökken [145].  

2.3.3 - Claudin-3 és claudin-4 

A claudin-3 és claudin-4 fehérjék akkor kerültek igazán a figyelem központjába, 

amikor felfedezték, hogy a Clostridium perfringens enterotoxinjának receptoraiként 

szolgálnak. Ezen molekulák így hamar daganatellenes terápiás célpontokká váltak, hiszen 

a claudin-3-at és 4-et magasan expresszáló tumorsejtek célzott elpusztítását teszik 

lehetővé a toxin direkt sejtekhez juttatásával [146]. A claudin-4 kifejeződését többen az 

adenokarcinómák jellegzetes tulajdonságának tartják, így fokozott expressziója 

figyelhető meg például prosztata karcinómában [147], kolorektális karcinómában és azok 

májmetasztázisaiban, ovárium karcinómában, hasnyálmirigy karcinómában [148]. 
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2.3.4 - Claudin-7 

A claudin-4-hez hasonlóan gyakran emelkedett expressziója számos hámeredetű 

tumorban [149], míg csökkent expresszióját írták le fej-nyaki daganatokban, emlő 

duktális adenokarcinómájában [150], prosztatarákban [151]. A claudin-1-hez hasonlóan 

TJ-ön kívüli lokalizációja is ismert a sejtek bazolaterális felszínén, ahol gyakran az 

EpCAM molekulával alkot komplexet [152]. E komplex szerepét felvetették a 

sejtadhézió, motilitás és tumorprogresszió szabályozásában is.   
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3 - CÉLKITŰZÉSEK 

A hepatocelluláris karcinóma incidenciája növekvő tendenciát mutat a fejlett 

világban, mortalitás szempontjából azonban még mindig a legmalignusabb daganatok 

között tartják számon. A betegek még mindig legtöbbször már előrehaladott stádiumban 

kerülnek diagnózisra, mely esetben limitált a terápiás eszköztár. A pár éve bevezetett 

szisztémás, célzott terápia, a sorafenib segíthet a betegség stabilizálásában túlélési előnyt 

nyújtva, azonban a betegek csak mintegy fele reagál a kezelésre. Jelenleg nem 

rendelkezünk olyan validált, prediktív biomarkerrel, mely megbízhatóan előre jelezné a 

sorafenibre adott válaszkészséget. Ismert továbbá, hogy a HCC leggyakrabban krónikus 

májbetegségek talaján kialakult cirrotikusan átalakult májban fejlődik ki. A daganatok 

patomechanizmusában gyakran szerepet játszó sejtkapcsolatok, azon belül is a claudin 

fehérjék megváltozását számos kutatócsoport vizsgálta. Nem teljesen tisztázott azonban, 

hogy a leggyakrabban vizsgált claudinok kifejeződése hogyan változik a normál – cirrózis 

– HCC tengelyen, illetve hogyan korrelál a HCV fertőzöttségi státusszal. 

Mindezek alapján a következő célkitűzéseket fogalmaztuk meg: 

- A HCC-ben gyakran deregulált miRNS-ek kifejeződésének vizsgálata sorafenib 

kezelés előtti, diagnosztikus vékonytű aspirációs biopsziákon 

- Lehetséges összefüggések vizsgálata a kapott miRNS expressziós értékek és a 

betegek klinikopatológiai jellemzői között 

- A sorafenib kezelés előtti miRNS expresszió és a betegek túlélése közötti 

lehetséges kapcsolatok feltárása, különös tekintettel az irodalomban leírt, 

hepatokarcinogenezisben releváns, in vitro sorafenibre érzékenyítő miRNS-ekre 

- A claudin-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje expresszió lokalizációjának és erősségének 

vizsgálata reszekált HCC-ben és az azt körülvevő cirrotikus vagy nem cirrotikus 

májszövetben 

- A claudinok expressziójának összevetése a tumorok differenciáltsági fokával, a 

betegek túlélésével, valamint a HCV státusszal mind tumoros, mind tumormentes 

májszövetben, különös tekintettel a claudin-1 mint HCV belépési kofaktor 

kifejeződésére.  
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4 - ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

Vizsgálatainkat a Semmelweis Egyetem II. Számú Patológiai Intézetének 

archívumából származó, formalin-fixált, paraffinba ágyazott, valamint aspirációs 

citológiai mintáit felhasználva végeztük. Vizsgálatainkban összesen 50 HCC-s esetet 

analizáltunk. A vizsgálatok minden esetben a Semmelweis Egyetem Regionális Etikai 

Bizottságának engedélyével történtek (#172/2003, #137/2008, #35/2011). 

 

4.1 - Betegek és szövetminták 

4.1.1 - Beteganyag I. – Sorafenib és HCC miRNS-ek 

A mikro-RNS expressziós vizsgálatainkhoz a vizsgált mintákat 20 HCC-s beteg 

kezelés előtti, vékonytű aspirációs citológiai mintavétellel nyert kenetei jelentették, 

melyekből 2008 és 2012 között Dr. Székely Eszter, Dr. Járay Balázs és Prof. Dr. Schaff 

Zsuzsa állította föl a HCC patológiai diagnózisát. A betegek sorafenibbel történt kezelését 

és utánkövetését az Egyesített Szent István és Szent László Kórház - Rendelőintézet 

Onkológiai Osztályán Dr. Végh Éva és Prof. Dr. Bodoky György végezték. A betegek 

beválasztása retrospektív vizsgálatunkba a következő szigorú kritériumok alapján történt: 

megelőző sebészi, lokoregionális vagy szisztémás kezelésben nem részesültek, későbbi 

lokoregionális kezelésben nem részesültek, Child-Pugh A vagy B májfunkciókkal, ≤1 

ECOG teljesítőképességi státusszal, valamint a diagnózistól számított legalább 3 hónap 

túléléssel rendelkeztek. A vizsgált HCC-s betegek klinikai jellemzőit a 2. táblázat 

mutatja. 

A medián utánkövetési idő 33,6 hónap volt. A 20 betegből 15 halt meg a vizsgálati 

időszakban a betegség progressziójának köszönhetően. A teljes túlélést a sorafenib 

kezelés kezdetétől a halál beálltáig vagy a vizsgálat végéig eltelt idő jelentette, míg a 

progressziómentes túlélést a sorafenib kezelés kezdetétől a radiológiai progresszióig vagy 

a vizsgálat befejezéséig eltelt időben határoztuk meg. 
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2. táblázat – A sorafenibbel kezelt betegek klinikopatológiai jellemzői (n = 20) 

Jellemző   

N (%) vagy  

medián [intervallum] 

Életkor (év)   68  [52 - 82] 

Nem Férfi 16 (80%) 

  Nő 4 (20%) 

Etiológia Vírusos 11 (55%) 

  Egyéb 9 (45%) 

Tumor szám Szoliter 6 (30%) 

  >1 14 (70%) 

Tumor méret (cm)   5  [1,5 - 20] 

Child-Pugh osztály A 16 (80%) 

  B 4 (20%) 

ECOG státusz 0 13 (65%) 

  1 7 (35%) 

AFP <10ng/ml 7 (35%) 

  ≥10ng/ml 13 (65%) 

 

4.1.2 - Beteganyag II. – Claudinok és HCC 

Összesen 30 sebészileg eltávolított, formalin-fixált, paraffinba ágyazott (FFPE) 

humán HCC-t, valamint környező nem tumoros májrészletet vizsgáltunk. A betegek nem 

részesültek kemo- vagy radioterápiában a műtét előtt. Kontrollként 6, balesetben 

elhalálozott emberből származó normál májmintát használtunk. A 2002 és 2006 között 

gyűjtött szövetminták patológiai diagnózisának újraértékelését, valamint a fibrózis-

cirrózis megítélését Dr. Kiss András és Prof. Dr. Schaff Zsuzsa végezték. A betegek 

medián életkora 63 év (intervallum: 44 – 78 év), a férfi:nő arány 20:10 volt, 24 eset 

mutatott szoliter megjelenést, az átlagos tumorméret 7,1 cm volt (intervallum: 2 – 22 cm). 

A tumorok közül 7 grade 1, 10 grade 2, 13 grade 3 differenciáltsági fokot mutatott.  

Tizenhét (17/30) HCC beteg mutatott HCV szerológiai pozitivitást. A fibrózis-cirrózis 

megítélése a módosított Ishak fibrózis skála szerint történt [153]: 11/30 esetben volt jelen 

cirrózis a HCC körüli májban (score 5-6), míg 11/30 esetben volt jelen krónikus hepatitisz 

fibrózissal, de cirrózis nélkül (score 3-4). A 17 HCV pozitív esetből 6 esetben volt jelen 

cirrózis, míg 11 esetben krónikus hepatitisz és fibrózis. A 13 HCV negatív eset között 5 

alkoholos eredetű cirrózis szerepelt, míg a többi eset nem mutatta krónikus hepatitisz 

vagy fibrózis jeleit. A vizsgált reszekátumok klinikopatológiai jellemzőit a 3. táblázat 
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mutatja. A medián utánkövetési idő 83 hónap volt. A teljes túlélést a sebészi reszekciótól 

a halál beálltáig vagy a vizsgálat végéig eltelt időben határoztuk meg. 

3. táblázat – A sebészileg eltávolított HCC-s minták jellemzői (n=30+6) 

 HCV negatív (n) HCV pozitív (n) Összesen (n) 

Kontroll normál máj 6 - 6 

HCC nem cirrózisos talajon 8 11 19 

HCC cirrózis talaján 5 6 11 

Összesen (n) 19 17 36 

 

4.2 - Immunhisztokémia 

4.2.1 - Immunhisztokémiai reakciók 

A claudinok immunhisztokémiai detektálása FFPE blokkokból készült, 3-5 µm 

vastagságú metszeteken történt. A reakciókhoz felhasznált elsődleges és másodlagos 

ellenanyagok listáját és jellemzőit a 4. táblázat mutatja. Deparaffinálás, feltárás és az 

endogén peroxidáz blokkolása után az immunhisztokémiai festéseket Ventana ES 

automata immunfestő készülék (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA) 

segítségével kiviteleztük. A másodlagos antitestek biotinilált anti-egér ill. anti-nyúl savók 

voltak (Ventana, Zymed), melyeket 1:100-as hígításban, 1 órán át, szobahőmérsékleten 

inkubáltunk. Az előhívás avidin-biotin peroxidáz technikát, valamint 3’3’-

diaminobenzidin kromogént használva történt a gyártó előírásainak megfelelően (iView 

DAB Detection Kit, Ventana). Háttérfestésként hematoxylint és kékítő (bluing) reagenst 

alkalmaztunk. Negatív kontrollhoz a primer antitestet elhagytuk és önmagában az 

antitest-oldószert használtuk. A reakciók negatívnak bizonyultak. 

4. táblázat – Elsődleges claudin ellenes antitestek és jellemzőik 

 Típus Hígítás Gyártó 

Claudin-1 poliklonális (nyúl) 1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA) 

Claudin-2 monoklonális (egér) 1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA) 

Claudin-3 poliklonális (nyúl) 1:80 Zymed (San Francisco, CA, USA) 

Claudin-4 monoklonális (egér) 1:100 Zymed (San Francisco, CA, USA) 

Claudin-7 poliklonális (nyúl) 1:100 Zymed (San Francisco, CA, USA) 
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4.2.2 - Az immunreakciók értékelése, morfometria 

Az immunreakciók elkészülte után minden metszetből 10-15, random 

kiválasztott, egymást át nem fedő fotót készítettünk, 200x nagyítással (Olympus BX 

mikroszkóp). A reakciók kvantitatív értékelését Leica Qwin V3 morfometriai szoftverrel 

végeztük (Leica Mycrosystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK). A program az 

általunk pozitívnak definiált pixelek számát, ezen keresztül pedig a pozitív 

immunfestődés százalékos arányát adja meg a teljes vizsgált területhez viszonyítva. A 

kapott értékeket az epeúti pozitivitást mind kivonva, mind beleszámítva ábrázoltuk. A 

kiértékelés szempontjából nem releváns területeket nem vettük figyelembe (pl. nekrotikus 

vagy technikai okok miatt értékelhetetlen területek). Az egyes esetekből készült 10-15 

fotón mért adatok átlagértékével számoltunk a statisztikai analízis során. 

 

4.3 - Western blot 

A claudin immunreakciók specificitásának ellenőrzésére Western blot 

vizsgálatokat végeztünk 5 reprezentatív tumoron és környező májmintáikon, 

fehérjeizolálást követően. A frissen fagyasztott mintákból 50-50 mg-ot lízispufferben 

homogenizáltunk (100 mM NaCl, 1 % NP-40, 2 mM EDTA, 50 mM TRIS, 20 μg/ml 

aprotinin, 20 μg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, pH 7.5), majd centrifugálás után 30 µg 

proteint 2x Laemmli pufferrel 10 percig 95ºC-on főzve, 10% SDS-poliakrilamid gélen 

szeparáltunk (200V, 35 perc, 4ºC). Nitrocellulóz membránra történő transzfert követően 

(20V, 16 h, 4ºC) a blotokat blokkolás után (5% zsírmentes száraz tej), 1:200 hígított, 

primer anti-claudin-1, -2, -3, -4, -7 antitestekkel, valamint loading kontrollként anti-

GAPDH antitesttel inkubáltuk 4ºC-on, egy éjszakán át. Mosást követően megfelelő 

tormaperoxidáz (HRP)-konjugált másodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk (1:2000, 

DAKO), majd kemilumineszcens előhívást alkalmazva (ECL-Plus, Amersham 

Biosciences) rögzítettük a detektált jelet. 
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4.4 - mikro-RNS kifejeződés meghatározása kenetekből 

4.4.1 - mikro-RNS izolálás citológiai kenetekből 

A vizsgálatokhoz kiemelt FNAB (fine needle aspiration biopsy, vékonytű 

aspirációs biopszia) minták ismételt áttekintése és mikroszkópos kijelölése után a 

legalább 2000, jól látható és jól megőrzött daganatos sejtet tartalmazó keneteket 

használtuk. Az FNAB mintákból az RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Németország) 

segítségével történt teljes RNS izolálás. Xilolban való áztatás után először a fedőlemez 

eltávolítása történt, majd a xilol eltávolítása alkohollal. Steril szike segítségével a sejteket 

steril csövekbe kapartuk, ahol proteináz K emésztés történt 16 órán át, 55ºC-on. Ezután a 

gyártó protokollja szerint oszlop alapú, miRNS-ekre optimalizált RNS izolálás történt 

[154]. A reziduális DNS szennyeződés eltávolítása Turbo DNase-zal történt a gyártó 

protokollja szerint (Ambion, Austin, Texas). Az izolált RNS koncentrációját és 

tisztaságát NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer segítségével mértük meg. 

 

4.4.2 - Reverz transzkripció és valós idejű PCR 

A HCC-ben gyakori eltérő kifejeződést mutató és kutatócsoportunk által korábban 

kiterjedten tanulmányozott mikro-RNS-ek expresszióját TaqMan MicroRNA Assay-vel, 

valós idejű PCR-en alapuló módszerrel határoztuk meg. A vizsgálatainkhoz használt 14 

miRNS és kis magi U6 assay-azonosítói a következők voltak: miR-17-5p (ID:000393), 

miR-18a (ID:002422), miR-21 (ID:000397), miR-34a (ID:000426), miR-122 

(ID:002245), miR-140 (ID:000462), miR-195 (ID:000494), miR-210 (ID:000512), miR-

214 (ID:002306), miR-221 (ID:000524), miR-222 (ID:002276), miR-223 (ID:002295), 

miR-224 (ID:002099), miR-328 (ID:000543) és U6 (ID:001973). 

A cDNS szintézist Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Cat No: 

4366596) és TaqMan MicroRNA Assay primerek (for RT) (ABI, Cat Number: 4427975) 

segítségével végeztük, a gyártó utasításai szerint 10 ng totál RNS-ből, 7,5 µl 

végtérfogatban. A reverz transzkripció Eppendorf Mastercycler Gradient PCR 

készülékben történt, a következő hőprofillal: 16ºC 30 perc, 42ºC 30 perc, 85ºC 5 perc, 

4ºC tartás. 
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A valós idejű PCR reakciót TaqMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase 

UNG (Applied Biosystems, Cat No.: 4324018) és TaqMan MicroRNA Assay primerek 

(for real time) (ABI, Cat No.: 4427975) segítségével végeztük, a gyártó utasításai szerint, 

triplikátumban. A fluoreszcens jel a TaqMan próbákhoz kötött FAM jelzőfesték 

lehasításakor keletkezett. A valós idejű PCR ABI Prism 7000 Sequence Detection System 

készülékben futott, a következő hőprofillal: 95ºC 10 perc, majd 50 ciklus (95ºC 15 mp, 

60ºC 60 mp), majd 4ºC tartás. 

A target miRNS-ek expressziójának meghatározását a 2Cq(ref)–Cq(target) metódus 

segítségével végeztük. A referencia meghatározására a NormFinder algoritmust 

használtuk, három gyakorta használt, lehetséges normalizáló gént (miR-328, miR-140, 

U6) vizsgálva. 

 

4.6 - Statisztikai analízis 

A normalitás vizsgálat eredményei alapján nem-parametrikus tesztekkel 

hasonlítottuk össze az expressziós értékeket: két csoport esetén Mann-Whitney U tesztet, 

több, mint két csoport esetén Kruskal-Wallis tesztet és post hoc analízist alkalmaztunk. 

Kontingencia táblázatok esetén Fisher-féle egzakt tesztet használtunk.  

A túlélési analízist (teljes túlélés és progressziómentes túlélés) Kaplan-Meier 

módszerrel, a kapott túlélési görbék összehasonlítását log-rank teszttel végeztük, a 

kockázati arány (hazard ratio, HR) meghatározása Cox regresszióval történt.  

A statisztikai analíziseket a STATISTICA 9.0 program segítségével végeztük 

(StatSoft Inc., OK, USA). A különbségeket p < 0,05 esetén fogadtuk el statisztikailag 

szignifikánsnak. 
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5 - EREDMÉNYEK 

 

5.1 - Sorafenibbel kezelt HCC esetek mikro-RNS vizsgálata 

5.1.1 - miRNS izolálás lehetőségének vizsgálata HCC FNAB mintákból 

A citológiai mintákból nyert totál RNS mennyisége és minősége megfelelőnek 

bizonyult további vizsgálatok végzéséhez. A kenetekből nyert átlagos RNS hozam  

10,8 ± 9,3 μg (átlag ± szórás) (0,2–32,2 μg min–max) volt. Az RNS tisztáságát a 

NanoDrop készülékkel 260/280 nm-en mért optikai denzitás arány 2,0 ± 0,1 (átlag ± 

szórás) jelezte. 

5.1.1 - A sorafenib kezelés előtti mikro-RNS expresszió és a 

klinikopatológiai jellemzők összefüggései 

A vizsgált miRNS-ek normalizált expresszióját az 5. táblázat mutatja. 

Referenciaként a miR-140-et használtuk, mert a NormFinder algoritmus alapján ennek 

expressziója bizonyult legkevésbé változónak a minták között (NormFinder-ben ezt a 

legalacsonyabb „stabilitási érték” jelzi) (8. ábra). Alkalmazhatóságát megerősítette, hogy 

más HCC-s vizsgálatokban is ezt használták referenciaként [155]. Mivel egészséges 

májak nem kerülnek citológiai mintavételre, ezért a HCC-k mikro-RNS expresszióját 

jelen vizsgálatunkban nem tudtuk normál májmintákhoz viszonyítani. Vizsgálataink 

szempontjából azonban ez az összehasonlítás nélkülözhető volt, a normál májminták 

hiánya az analízist nem befolyásolta. 
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8. ábra – A NormFinder algoritmus alapján a miR-140 expressziója a legstabilabb a 

mintákban, szemben a gyakran használt U6 kis magi RNS-sel, mely nagy szórást mutatott 

 

5. táblázat – miRNS expresszió HCC kezelés előtti, diagnosztikus citológiai 

mintáiban, miR-140-hez viszonyítva 

 

 
Normalizált miR expressziók 

(medián és tartomány) 

  miR-17-5p           1,91   [0,16 - 10,20] 

  miR-18a           1,25   [0,07 - 4,89] 

  miR-21         85,94   [5,13 - 352,95] 

  miR-34a           3,88   [0,62 - 11,25] 

  miR-122       173,46   [18,94 - 407,31] 

  miR-195           2,00   [0,43 - 10,15] 

  miR-210           1,16   [0,01 - 32,75] 

  miR-214           0,23   [0,07 - 165,61] 

  miR-221           0,92   [0,21 - 11,08] 

  miR-222           2,69   [0,21 - 17,96] 

  miR-223           4,34   [1,21 - 20,39] 

  miR-224           1,06   [0,06 - 23,67] 

  miR-328           0,12   [0,01 - 3,20] 

       U6         51,71   [0,01 - 1568,32] 

 

 

A miRNS expresszió és a betegek klinikopatológiai jellemzőinek összevetésekor 

az esetleges korrelációt 2x2 kontingencia táblázatokkal vizsgáltuk. Ehhez a vizsgált 

paramétereket a következők szerint dichotomizáltuk: életkor (<68 év / ≥68 év), nem  
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(férfi / nő), etiológia (vírusos / egyéb), tumor szám (szoliter / >1), tumor méret (≤5 cm / 

>5 cm), Child-Pugh (A / B), ECOG teljesítőképességi státusz (0 / 1), AFP szint (<10 

ng/ml / ≥10 ng/ml). A betegeket továbbá a miRNS expresszió alapján az adott miRNS-t 

„magasan expresszáló (high)” illetve „alacsonyan expresszáló (low)” csoportokba 

osztottuk, az adott miRNS relatív expressziós értékeinek mediánját véve viszonyítási 

pontnak.  

Ezek alapján szignifikáns korrelációt két miRNS esetében találtunk.  

A magas miR-214 expresszió gyakrabban társult kisebb tumormérettel (≤5 cm) (80% vs 

20%, p=0,019, Fisher egzakt teszt) (6. táblázat). A magas miR-17-5p expresszió pedig a 

jobb ECOG teljesítőképességi státusszal rendelkező betegek esetében volt gyakoribb 

(77% vs 0%, p=0,003, Fisher egzakt teszt) (7. táblázat). A többi vizsgált miRNS nem 

mutatott összefüggést a klinikopatológiai paraméterekkel. A részletes 2x2 kontingencia 

táblázatokat a 8. táblázat mutatja. 

6. táblázat – Sorafenib kezelés előtti miR-214 és tumorméret összefüggése 

Fisher p = 0,023 
miR-214 

magas alacsony 

Tumor-

méret 

>5 cm 2 8 

≤5 cm 8 2 

 

 

7. táblázat – Sorafenib kezelés előtti miR-17-5p és ECOG teljesítőképesség státusz 

összefüggése 

Fisher p = 0,003 
miR-17-5p 

magas alacsony 

ECOG 
0 10 3 

1 0 7 
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8. táblázat – A kezelés előtti miR expresszió és a klinikopatológiai paraméterek összefüggése sorafenibbel kezelt HCC betegek esetén. 

A Fisher-féle egzakt teszttel szignifikánsnak bizonyult összefüggések félkövér kijelöléssel jelölve (p<0,05). 

  miR-17-5p miR-18a miR-21 miR-34a miR-122 miR-195 miR-210 miR-214 miR-221 miR-222 miR-223 miR-224 miR-328 

  high low high low high low high low high low high low high low high low high low high low high low high low high low 

Nem 
Férfi 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 8 8 8 8 7 9 8 8 10 6 8 8 

Nő 3 1 3 1 3 1 1 3 3 1 1 3 3 1 2 2 2 2 3 1 2 2 0 4 2 2 

                            

Életkor 
≥68 4 6 4 6 5 5 4 6 5 5 4 6 4 6 4 6 3 7 4 6 3 7 4 6 3 7 

<68 6 4 6 4 5 5 6 4 5 5 6 4 6 4 6 4 7 3 6 4 7 3 6 4 7 3 

                            

Etiológia 
Vírusos 4 5 4 5 7 2 3 6 3 6 4 5 3 6 5 4 2 7 3 6 3 6 4 5 3 6 

Egyéb 6 5 6 5 3 8 7 4 7 4 6 5 7 4 5 6 8 3 7 4 7 4 6 5 7 4 

                            

Tumor 

szám 

Szoliter 3 3 2 4 4 2 2 4 2 4 3 3 3 3 2 4 2 4 3 3 3 3 4 2 2 4 

>1 7 7 8 6 6 8 8 6 8 6 7 7 7 7 8 6 8 6 7 7 7 7 6 8 8 6 

                            

Méret 
>5 cm 4 6 3 7 5 5 5 5 4 6 3 7 5 5 2 8 6 4 5 5 6 4 6 4 3 7 

≤5 cm 6 4 7 3 5 5 5 5 6 4 7 3 5 5 8 2 4 6 5 5 4 6 4 6 7 3 

                            

Child-

Pugh 

A 7 9 7 9 8 8 7 9 7 9 7 9 6 10 8 8 6 10 6 10 7 9 7 9 7 9 

B 3 1 3 1 2 2 3 1 3 1 3 1 4 0 2 2 4 0 4 0 3 1 3 1 3 1 

                            

ECOG 
0 10 3 9 4 7 6 5 8 7 6 8 5 8 5 8 5 6 7 6 7 8 5 6 7 9 4 

1 0 7 1 6 3 4 5 2 3 4 2 5 2 5 2 5 4 3 4 3 2 5 4 3 1 6 

                            

AFP 
≥10 6 7 7 6 7 6 7 6 6 7 7 6 6 7 7 6 8 5 8 5 6 7 6 7 7 6 

<10 4 3 3 4 3 4 3 4 4 3 3 4 4 3 4 3 2 5 2 5 4 3 4 3 3 4 
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5.1.2 - A sorafenibbel kezelt betegek utánkövetése 

A húsz, sorafenibbel kezelt HCC-s betegből a vizsgálatunk lezárásának 

időpontjáig 15 halálozott el (75%) a betegség progressziójának köszönhetően. A teljes 

betegcsoportban a medián teljes túlélés (overall survival, OS) 6,2 hónap (95% 

konfidencia intervallum (CI): 2,7 – 9,3 hónap) volt, míg a progressziómentes túlélés 

(progression-free survival, PFS) 5 hónapnak (95% CI: 3,5 – 6,5 hónap) bizonyult. 

A vizsgált miRNS-ek közül a miR-224 esetében találtunk szignifikáns 

összefüggést a túléléssel (9. táblázat). A kezelés előtt magas, illetve alacsony miR-224 

szinteket mutató csoportok között a mediánok expressziós különbsége több mint 20-

szorosnak mutatkozott (21,7x), jelezve a miR-224 jelentős felülregulálódását ezen 

tumorokban (9. ábra). Azon betegek, akik tumorában magas, azaz a medián fölötti 

kezelés előtti miR-224 expressziót találtunk, szignifikánsan hosszabb teljes túléléssel 

rendelkeztek a miR-224-et alacsonyan, azaz a medián alatt expresszáló esetekhez 

viszonyítva (p=0,012 log-rank teszt; 10.a ábra). A medián OS a „magas miR-224” 

csoportban 39,7 hónapnak, míg az „alacsony miR-224” csoportban 5,7 hónapnak adódott. 

A kockázati arány (hazard ratio, HR) 0,24 [95% CI: 0,07 – 0,79] volt (8. táblázat). 

Progressziómentes túlélés szempontjából hasonló eredményt kaptunk: a miR-224-et 

magasan expresszáló csoportban szignifikánsan hosszabb volt a progresszióig eltelt idő 

(p=0,029 log-rank teszt, 10.b ábra). A medián PFS „magas miR-224” csoportban 13 

hónapnak, míg az „alacsony miR-224” csoportban 4,5 hónapnak adódott, a HR 0,28-nak 

bizonyult [95% CI: 0,09 – 0,92] (8. táblázat).  
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9. táblázat – Log-rank és univariáns Cox analízis kockázati arány (HR) eredményei 

Paraméter Kategória 
Teljes túlélés   Progressziómentes túlélés 

HR [95% CI] 
log-rank  

HR [95% CI] 
log-rank 

p érték p érték 

miR-17-5p high   1,09   [0,37  -  3,26] 0,88     1,08   [0,40  -  2,91] 0,87 

miR-18a low   1,57   [0,52  -  4,69] 0,43     1,20   [0,45  -  3,22] 0,69 

miR-21 low   1,03   [0,36  -  2,96] 0,95     0,88   [0,33  -  2,35] 0,78 

miR-34a low   1,84   [0,61  -  5,54] 0,26     1,31   [0,47  -  3,63] 0,59 

miR-122 high   1,15   [0,40  -  3,33] 0,79     1,81   [0,63  -  5,17] 0,25 

miR-195 low   1,42   [0,47  -  4,26] 0,54     1,03   [0,38  -  2,75] 0,96 

miR-210 high   1,70   [0,58  -  4,98] 0,32     1,83   [0,65  -  5,16] 0,23 

miR-214 high   0,62   [0,20  -  1,87] 0,40     0,52   [0,19  -  1,46] 0,21 

miR-221 high   1,92   [0,61  -  6,10] 0,29     1,32   [0,47  -  3,66] 0,58 

miR-222 high   2,04   [0,64  -  6,46] 0,25     1,43   [0,51  -  3,99] 0,47 

miR-223 high   1,25   [0,43  -  3,62] 0,68     2,15   [0,71  -  6,45] 0,16 

miR-224 high   0,24   [0,07  -  0,79] 0,01     0,28   [0,09  -  0,92] 0,03 

miR-328 high   0,66   [0,22  -  2,00] 0,47     0,66   [0,24  -  1,86] 0,42 

OS: teljes túlélés; PFS: progressziómentes túlélés; HR: kockázati arány; CI: konfidencia intervallum 
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9. ábra – A kezelés előtt magas miR-224 szinteket és hosszabb túlélést mutató betegek 

medián expressziója több mint 20-szorosa az miR-224-et alacsonyan expresszáló, 

rövidebb túlélést mutatókénak. 
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10. ábra – A kezelés előtti magas miR-224 expresszió (medián fölött) szignifikánsabb 

hosszabb teljes (a) és progressziómentes (b) túléléssel társult az alacsony (medián alatti) 

miR-224 expresszióhoz viszonyítva sorafenibbel kezelt HCC betegekben.  

Komplett esemény = a beteg meghalt vagy a daganat progrediált; cenzorált esemény = 

véget ért az utánkövetési időszak; HR = hazard ratio / kockázati arány 
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5.2 - Reszekált HCC esetek claudin expressziós vizsgálata 

5.2.1 - Immunhisztokémiai vizsgálatok eredménye 

Az immunhisztokémiai reakciók kvantitatív, morfometriai elemzésének 

eredményeit a 9.a és 9.b táblázatok mutatják. Mivel cirrózisban az proliferáló epeutak 

erős claudin festődést mutatnak, ezért a morfometria eredményeit mind az epeúti 

pozitivitást beszámítva (10.a táblázat), mind epeúti pozitivitás nélkül (10.b táblázat) 

megadtuk, felfedve így külön a májsejt pozitivitás területszázalékos arányát. 

Vizsgálatainkban a normál – cirrózis – HCC tengelyt kívántuk vizsgálni a normál májat 

(normal liver, NL), a nem-cirrotikus tumor környéki májszövetet (non cirrhotic 

surrounding liver, ncSL), a cirrotikus környező májszövetet (cirrhotic surrounding liver, 

cSL), a nem cirrotikus talajon kifejlődő HCC-t (non cirrhotic HCC, ncHCC) és a 

cirrotikus talajon kifejlődő HCC-t (cirrhotic HCC) hasonlítva össze. 

10.a táblázat – Morfometriai eredmények epeúti pozitivitással együtt 

  Csoport 

Átlag 

terület % 

Standard 

hiba 

K-W teszt 

p-érték 

vs ncHCC 

p-érték 

vs cSL 

p-érték 

vs ncSL 

p-érték 

vs NL 

p-érték 

Claudin-1 cHCC 2,54 0,50 <0,001* 0,018* 1,000 <0,001* 0,017* 

 ncHCC 0,77 0,20   0,088 1,000 1,000 

 cSL 1,48 0,24    0,001* 0,060 

 ncSL 0,37 0,08     1,000 

  NL 0,40 0,15           

Claudin-2 cHCC 1,80 0,33 <0,001* 1,000 0,017* 0,038* 0,946 

 ncHCC 1,41 0,29   <0,001* <0,001* 0,115 

 cSL 3,77 0,17    1,000 1,000 

 ncSL 3,43 0,24     1,000 

  NL 3,10 0,55           

Claudin-3 cHCC 0,41 0,09 0,238 0,981 1,000 1,000 1,000 

 ncHCC 0,27 0,07   0,674 1,000 1,000 

 cSL 0,39 0,07    1,000 1,000 

 ncSL 0,27 0,04     1,000 

  NL 0,25 0,07           

Claudin-4 cHCC 0,00 0,00 <0,001* 1,000 0,019* <0,001* 0,001* 

 ncHCC 0,00 0,00   0,005* <0,001* <0,001* 

 cSL 0,03 0,004    1,000 1,000 

 ncSL 0,02 0,003     1,000 

  NL 0,01 0,003           

Claudin-7 cHCC 0,54 0,15 <0,001* 0,315 1,000 0,144 0,054 

 ncHCC 0,24 0,06   0,002* 1,000 1,000 

 cSL 1,00 0,18    0,001* 0,001* 

 ncSL 0,23 0,05     1,000 

  NL 0,11 0,05           
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10.b táblázat – Morfometriai eredmények epeúti pozitivitás nélkül (ú.m. májsejt pozitivitás) 

  Csoport 

Átlag 

terület % 

Standard 

hiba 

K-W teszt 

p-érték 

vs ncHCC 

p-érték 

vs cSL 

p-érték 

vs ncSL 

p-érték 

vs NL 

p-érték 

Claudin-1 cHCC 2,54 0,50 <0,001* 0,028* 1,000 <0,001* 0,028* 

 ncHCC 0,77 0,20   1,000 0,631 1,000 

 cSL 1,06 0,19    0,014* 0,584 

 ncSL 0,27 0,06     1,000 

  NL 0,38 0,14           

Claudin-2 cHCC 1,80 0,33 <0,001* 1,000 0,017* 0,037* 0,980 

 ncHCC 1,41 0,29   <0,001* <0,001* 0,121 

 cSL 3,76 0,17    1,000 1,000 

 ncSL 3,42 0,24     1,000 

  NL 3,09 0,55           

Claudin-3 cHCC 0,41 0,09 0,280 0,902 1,000 1,000 1,000 

 ncHCC 0,27 0,07   0,914 1,000 1,000 

 cSL 0,36 0,06    1,000 1,000 

 ncSL 0,25 0,04     1,000 

  NL 0,24 0,07           

Claudin-4 cHCC 0,00 0,00 -     

 ncHCC 0,00 0,00      

 cSL 0,00 0,00      

 ncSL 0,00 0,00      

  NL 0,00 0,00           

Claudin-7 cHCC 0,54 0,15 <0,001* 0,252 1,000 0,036* 0,016* 

 ncHCC 0,24 0,06   0,236 1,000 1,000 

 cSL 0,73 0,19    0,033* 0,015* 

 ncSL 0,16 0,03     1,000 

  NL 0,09 0,04           

Lábjegyzet: A vízszintes versus függőleges csoportok statisztikai összehasonlítása 

Kruskal-Wallis teszttel (K-W teszt) és post hoc analízissel történt. A szignifikáns 

különbségeket (p<0,05) csillagok jelölik. 

 

5.2.1.1 - Claudin-1 – Emelkedett expresszió cirrózisban és HCC-ben 

Immunhisztokémiával a claudin-1 pozitivitás minden esetben a sejtek 

membránjában jelent meg. A normál és tumor környéki nem cirrotikus májszövetben az 

epeutak erős, míg a májsejtek gyenge-közepes, apikális, lineáris pozitivitást mutattak. 

Ezzel szemben cirrózisban a festődés gyakran a májsejtek teljes kerületén, változó 

intenzitással jelentkezett. Ez a jelenség különösen a cirrotikus göbök széli részein volt 

kifejezett. Hét cirrotikus esetben továbbá intenzív membránfestődés volt megfigyelhető 

diszplasztikus fókuszokban is. A HCC-k a cirrózisban látottakhoz hasonló mintázatot 

mutattak, közepes-erős immunreakciót adva (11.a,b,c ábra). 
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11. ábra – Claudin-1 (a,b,c) és claudin-7 (d,e,f) immunhisztokémia. Claudin-1 a) 

normál májban, b) cirrózisban, c) HCC-ben. Claudin-7 d) normál májban, e) cirrózisban, 

f) cHCC-ben. Eredeti nagyítás: 600X. 

Az immunreakciók kvantitatív, területszázalékos mérése alapján a claudin-1 

szignifikánsan magasabb expressziót mutatott cSL-ben az ncSL-hez képest. A HCC-k 

összességében szintén magasabb kifejeződéssel bírtak normál és nem-cirrotikus májhoz 

képest, azonban ez csak a cirrotikus HCC-k esetében bizonyult szignifikánsnak. A cHCC 

ugyanis még a cSL-nél is magasabb claudin-1 expressziót mutatott, szignifikánsan 
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magasabbat, mint az ncHCC. Habár az epeút-proliferáció nagyban hozzájárult a cSL-ben 

mért magas claudin-1 területszázalékokhoz, a cirrózissal járó claudin-1 

felülszabályozódás az epeúti pozitivitás nélkül is szignifikáns maradt, mutatva a 

májsejtek érintettségét (10.a és b táblázat). A különbségeket - oszlopdiagramon ábrázolva 

- a 12. ábra mutatja. 

 
12. ábra – Claudin-1 morfometria eredményei. A csoportok statisztikai 

összehasonlítása Kruskal-Wallis teszttel történt: mind epeutakkal, mind epeutak nélkül 

ugyanazt az eredményt kaptuk. A szignifikáns különbségeket (p<0,05) csillagok jelölik. 

(A rövidítések magyarázatát lásd a szövegben.) 

 

5.2.1.2 - Claudin-7 – Emelkedett expresszió cirrózisban és HCC-ben 

A claudin-7 erős, membranózus epeúti és gyenge májsejt immunreakciót adott 

nem cirrotikus májszövetben. Cirrotikus májparenchymában a májsejtek közepes-erős 

pozitivitást mutattak, a festődés kifejezettebb volt diszplasztikus fókuszokban. HCC-ben 

a tumorsejtek szintén közepes intenzitású festődést mutattak, mely kifejezetten 

jelentkezett a pszeudoacináris struktúrákban (11.d,e,f ábra).  

Morfometriával a májsejtek claudin-7 expressziója szignifikánsan magasabbnak 

bizonyult cSL-ben, NL-hez és ncSL-hez viszonyítva. A cHCC szintén szignifikánsan 

emelkedett értékeket mutatott NL és ncSL májsejt-expressziójához képest (tehát epeúti 
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pozitivitás nélkül), viszont az expresszió nem érte el a cSL-ben látottakat. A morfometria 

eredményeit a 10.a és b táblázat, valamint a 13. ábra mutatja. 

 

 
13. ábra – Claudin-7 morfometria eredményei. A csoportok statisztikai 

összehasonlítása Kruskal-Wallis teszttel történt: az epeutakkal kapott eredmények alul 

(„with”), az epeutak nélkül kapott eredmények felül láthatók („w/o”). A szignifikáns 

különbségeket (p<0,05) csillagok jelölik. (A rövidítések magyarázatát lásd a szövegben.) 

 

5.2.1.3 - Claudin-2 – Csökkent expresszió HCC-ben 

A claudin-2 immunhisztokémiailag a szokásos lineáris claudinfestődéssel 

szemben, granuláris, perimembranózus megjelenést mutatott a sejtekben, mely ismert 

jelenség az irodalomban. (14. ábra) Szignifikáns eltérés nem volt kimutatható a nem 

tumoros szövetek között. Ezzel szemben a claudin-2 szórványos megjelenéssel, 

szignifikánsan alacsonyabb expressziót mutatott mind ncHCC-ben, mind cHCC-ben 

(10.a és b táblázat).  
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14. ábra – Claudin-2 immunhisztokémia. Claudin-2 a) normál májban, b) HCC-ben.  

Eredeti nagyítás: 600X. 

 

5.2.1.4 - Claudin-3 – Változatlan expresszió cirrózisban és HCC-ben 

A claudin-3 nagyon gyenge membranózus immunreakciót adott mind cirrotikus, 

mind nem cirrotikus májsejteken, míg az epeúti hám erősebben festődött. A HCC sejteken 

is csak gyenge, lineáris membránpozitivitás mutatkozott.  

Kvantitatív morfometriai vizsgálattal nem mutatkozott szignifikáns különbség a 

vizsgált csoportok között (10.a és b táblázat). 

 

5.2.1.5 - Claudin-4 – Az epeutakra és egy HCC altípusra korlátozódik 

Immunhisztokémiai festéssel claudin-4 pozitivitás nem jelentkezett normál vagy 

cirrotikus májsejteken, erős, membranózus reakció volt viszont megfigyelhető az epeúti 

hámsejtekben, erősebb festődéssel a luminális pólusokon. A vizsgált tumoros minták 

nagy része egyáltalán nem adott pozitív immunreakciót, mindösszesen 4/30 esetben volt 

némi festődés látható a tumorsejtek alkotta pszeudoacinusok apikális pólusán (15. ábra), 

tehát a claudin-4 kifejeződés a HCC pszeudoglanduláris szövettani altípusára 

korlátozódott. 
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15. ábra – Claudin-4 immunhisztokémia (a) és immunfluoreszcencia (b). Claudin-2 

pozitivitás HCC pszeudoacinusok luminális pólusán. Eredeti nagyítás: a) 600X, b) 630X. 

 

 

5.2.1.6 - A HCV hatása a vizsgált claudinok expressziójára 

A kapott claudin-1 és claudin-7 morfometriai eredményeket HCV státusz szerint 

is vizsgáltuk mind a nem tumoros, mind a tumoros csoportokban. (16. ábra és 17. ábra)  

Érdekes módon a HCV pozitív nem tumoros minták némiképp emelkedett májsejt 

claudin-1 expressziót mutattak a HCV negatív mintákhoz képest, a különbségek azonban 

nem bizonyultak szignifikánsnak.  

Egyedüli szignifikáns különbségként a HCV pozitív ncSL minták emelkedett 

claudin-7 expressziója mutatkozott a HCV negatív ncSL mintákhoz képest (17. ábra). 

Fontos azonban megjegyezni, hogy míg a HCV+ minták mind fibrózissal társultak, addig 

a HCV– mintákban nem volt jelen fibrózis, mely magyarázhatja az észlelt különbséget. 
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16. ábra – Claudin-1 morfometria eredményei HCV státusz szerinti bontásban. A 

csoportokon belül a HCV+ és HCV–  esetek statisztikai összehasonlítása Mann-Whitney 

U teszttel történt. A szignifikáns különbségeket (p<0,05) csillagok jelölik. (A rövidítések 

magyarázatát lásd a szövegben.) 
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17. ábra – Claudin-7 morfometria eredményei HCV státusz szerinti bontásban. A 

csoportokon belül a HCV+ és HCV–  esetek statisztikai összehasonlítása Mann-Whitney 

U teszttel történt. A szignifikáns különbségeket (p<0,05) csillagok jelölik. (A rövidítések 

magyarázatát lásd a szövegben.) 
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5.2.2 - Az immunreakciók specificitásának ellenőrzése Western blottal 

A Western blot technikát a cirrózisban és HCC-ben immunhisztokémiai 

vizsgálattal igazolt megváltozott claudin festődés specificitásának ellenőrzésére, az 

expressziós különbségek megerősítésére használtuk. A mintákban specifikus 

immunreaktív sávokat találtunk a claudinok mólsúlyának megfelelően, mely claudin-1, -

2, -3, 4 és -7 esetében rendre 24, 25, 23, 22 és 24 kDa. (18. ábra) 

A reprezentatív mintákon végzett Western blot vizsgálatok megerősítették a 

morfometriával kapott eredményeket. A claudin-1 és -7 expresszió fokozottabbnak 

bizonyult cirrózisban normál májhoz viszonyítva és a claudin-1 HCC-ben szintén 

kifejezett expressziót mutatott. A claudin-2 expresszió a cHCC-ben volt a 

legalacsonyabb, a claudin-3 és claudin-4 pedig nem mutatott különbséget a vizsgált 

csoportok között. 

 

 

18. ábra – Claudinok Western blot vizsgálata. NK negatív kontroll, NL normál máj, 

ncSL nem cirrotikus környező máj, cSL cirrotikus környező máj, ncHCC nem cirrotikus 

talajon kialakult HCC, cHCC cirrózis talaján kialakult HCC.  
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5.2.3 - Claudin expresszió összevetése HCC differenciáltsági fokkal és 

túlélési adatokkal 

A HCC-k claudin kifejeződésének tumor differenciáltság szerinti vizsgálatakor 

nem volt szignifikáns összefüggés a HCC grádusával. Emellett azonban a claudin-1 

expresszió szempontjából emelkedő tendencia mutatkozott a rosszabbul differenciált 

HCC-kben (19. ábra). A claudin-4 expresszió tumorokban nem volt mérhető 

mennyiségű, ezért nem ábrázoltuk. 
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19. ábra – Claudin expresszió összefüggése a tumor differenciáltsági fokkal.   A 

HCC-k claudin expressziója nem mutatott szignifikáns összefüggést a tumor 

differenciáltsági fokkal, bár a claudin-1 kifejeződés emelkedő tendenciát mutatott 

rosszabbul differenciált HCC-kben.  

 

A harminc, reszekált HCC-s betegből a vizsgálatunk lezárásának időpontjáig 25 

halálozott el a betegség progressziójának következtében (83%). A teljes betegcsoportban 

a medián teljes túlélés 33 hónap (95% konfidencia intervallum (CI): 18 – 48 hónap) volt. 

A betegeket a HCC-k claudin expresszió mediánja szerint osztottuk „claudin 

high” illetve „claudin low” csoportokba. Vizsgálatunkban nem találtunk szignifikáns 

összefüggést a HCC-k claudin expressziója és a túlélés között (20. ábra). 
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20. ábra – Claudin expresszió összefüggése a teljes túléléssel. A HCC-kben talált 

magas (high), illetve alacsony (low) claudin expresszió nem mutatott szignifikáns 

összefüggést a vizsgált betegek túlélésével. A claudin-4 tumor expresszió praktikusan 

negatív volt, ezért nem ábrázoltuk. 
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6 - MEGBESZÉLÉS 

A hepatocelluláris karcinóma (HCC) a máj primér, májsejt eredetű, malignus 

daganata, növekvő előfordulást és nagyon magas halálozást mutat a fejlett világban. A 

daganatról szerzett egyre több információ sajnos még mindig nem elégséges ahhoz, hogy 

átfogó képet kapjunk biológiai viselkedéséről. Nem pontosan tisztázott például a HCC 

kialakulásának patomechanizmusa, továbbá kevés megbízható markerrel rendelkezünk a 

már kialakult daganatok kórlefolyásának előrejelzésére. Mint minden más rosszindulatú 

daganat esetében, itt is a megelőzés, illetve a korai diagnosztika lenne döntő jelentőségű 

a kórjóslat szempontjából, azonban a tünetszegény kialakulás miatt a HCC-s betegek 

többsége csak későn, már előrehaladott stádiumban kerül diagnózisra. 

Az előrehaladott stádiumú HCC-s betegek kezelésében az első, bizonyítottan 

hatékony target terápiát a sorafenib jelentette, mely szignifikáns túlélési előnyt nyújtott, 

célzott molekuláris hatásmechanizmussal [27, 28]. A sorafenib kis molekulasúlyú tirozin-

kináz gátlóként a HCC-ben gyakran diszregulált jelátviteli útvonalakat befolyásolja, 

többek között a cRAF, VEGFR, PDGFR tirozin-kináz receptorok gátlásával. Sajnálatos 

módon a sorafenib terápia nagyon magas költségekkel és csak limitált klinikai 

hatékonysággal bír, átlagosan kb. 3 hónappal nyújtva meg a túlélést. Érdekes módon az 

Angol Egészségügyi és Klinikai Kiválóságok Nemzeti Intézete (NICE) a 

költséghatékonyságra hivatkozva 2010-ben nem is javasolta előrehaladott HCC-ben a 

sorafenib kezelést, mert irányelveik szerint a szerény túlélési előny nem elégséges, hogy 

igazolja a terápia magas költségét [156]. Magyarországon egy havi sorafenib (Nexavar - 

4x28 tabletta) ára közel 1 millió forint [157]. Ezen túlmenően a kezelt betegek csak 

mintegy fele reagál a sorafenib terápiára, mely a daganatok heterogenitásának, illetve 

megfelelő prediktív biomarkerek hiányának tudható be. A betegek terápiás 

válaszkészségének előrejelzése tehát olyan igény a klinikum részéről, mely validált 

biomarkerek hiányában még nem került megoldásra. 

Vizsgálatainkban ezért fordultunk a mikro-RNS-ek felé, melyek a sejtek 

génkifejeződésének szabályozásában játszanak fontos szerepet, így praktikusan szinte 

minden sejtfunkciót befolyásolni tudnak. Ezek alapján nem meglepő, hogy számos 

daganatban, így HCC-ben is megváltozott expresszióval bírnak, ami diagnosztikus, 
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terápiás és prognosztikus potenciált rejt magában. A miRNS-ek nagy előnye, hogy kis 

méretük miatt izolálásuk, kimutatásuk olyan mintákból is hatékonyan elvégezhető, 

amikben a nagyobb hírvivő mRNS-ek például már csak fragmentáltan vannak jelen. 

Vékonytű aspirációs citológiai kenetek miRNS vizsgálatát először pajzsmirigyrákból vett 

mintákon végezték el, és a miRNS-ek kiegészítő diagnosztikus felhasználási lehetőségét 

mutatták ki [158]. Ezt később a hasnyálmirigyrák FNAB mintái követték, szignifikáns 

összefüggést találva a miRNS expresszió és a betegek túlélése között [159].  

Jelen vizsgálatban munkacsoportunk HCC-kből vett FNAB minták miRNS 

vizsgálatát végezte el a világon elsőként. Habár korábban több kutatócsoport is vizsgálta 

a miRNS-ek megváltozott expresszióját HCC-ben, ezek a vizsgálatok általában 

sebészileg reszekált mintákat használtak fel [116, 160-162]. Az aktuális terápiás 

irányelvek szerint sebészi kezelés azonban csak korai stádiumú HCC-k esetében jön 

szóba, tehát ezen kutatások elsősorban a korai HCC-kre szorítkoztak. Jelen 

vizsgálatainkba előrehaladott stádiumú, nem reszekábilis HCC-kből vett diagnosztikus 

aspirációs citológiai mintákat vettünk be, azon céllal, hogy a kezelés előtti miRNS 

expresszió és a sorafenib terápia alatti túlélés összefüggéseit vizsgáljuk. A nemzetközi 

irodalomban elvárt, részletes klinikai adatok komplettálása során a kezdeti nagyszámú 

vizsgált beteg közül relatíve kis esetszámú csoportban vált lehetővé, hogy homogén, más 

terápiás modalitásokkal nem kezelt vizsgálati csoportot képezhessünk. Továbbá olyan 

betegeket kellett kiválasztani, akiknek az utánkövetési adatai megbízhatóan 

rendelkezésre álltak (ez utóbbi, a sokszor nem ideális beteg compliance miatt, nem 

mindig érvényesül). A szigorú szabályok szerint beválogatott húsz beteg a fentiek alapján 

sem sebészi, sem lokoregionális, sem szisztémás kezelésben nem részesült a sorafenib 

terápia megkezdése előtt, így a kapott miRNS kifejeződési eredmények várhatóan a 

tumorok eredeti, kezelés által nem befolyásolt molekuláris hátterét tükrözték. Továbbá 

így a túlélési mutatókat más terápiás beavatkozások nem befolyásolták. Érdekes módon 

a miénkhez hasonlóan egy német kutatócsoport vizsgálatába is mindössze tizenkilenc 

sorafenibbel kezelt beteg került bevonásra [163]. Kutatásainkban a HCC-ben irodalmi 

adatok alapján jelentős és gyakori eltérést mutató, valamint munkacsoportunk által 

korábban számos alkalommal tanulmányozott miRNS-ek expresszióját vizsgáltuk [164, 

165]. 
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Eredményeink alapján összefüggést találtunk egyes miRNS-ek expressziója és a 

betegek klinikopatológiai jellemzői, valamint túlélése között.  

A miR-214 expresszió magas szintje a kisebb méretű tumorokban volt gyakrabban 

megtalálható, míg a magas miR-17-5p expresszió a betegek jobb ECOG 

teljesítőképességi státuszával asszociálódott. A miR-214 és tumorméret között talált 

összefüggés jól illeszkedik korábbi irodalmi adatokhoz, hiszen a miR-214 mint 

tumorszuppresszor miRNS ismert [166]. HCC sejtvonalon a miR-214 ektópiás 

expressziója ugyanis a HCC-kben gyakran érintett, onkogén β-catenin jelátviteli 

útvonalon a ciklin D1, c-Myc, és TCF-1 fehérjék kifejeződését gátolta [167]. 

Vizsgálatunk tehát alátámasztja a miR-214 tumorszuppresszor funkcióját HCC-ben. 

Ezzel szemben, habár korábbi irodalmi adatok szerint a miR-17-5p a HCC-ben onkomiR-

ként viselkedő miR-17-92 tagja és számos daganatban leírták felülszabályozódását, jelen 

vizsgálatunkban magas szintje a betegek jobb klinikai teljesítőképességével 

asszociálódott. Egy kutatás szerint továbbá a miR-17-5p magas szintje a HCC-s betegek 

rövidebb túlélésével korrelált [160], ám jelen vizsgálatunkban nem találtunk összefüggést 

a miR-17-5p szint és a betegség kimenete között. Érdekes módon szintén nem találtunk 

összefüggést a miR-221 szintek és a tumorszám között, habár egy korábbi irodalmi adat 

szerint a magas miR-221 szint a HCC multifokális megjelenésével asszociálódott [119]. 

A különbségek oka lehet, hogy míg a fentebbi tanulmányok célcsoportjait korai stádiumú, 

még reszekábilis esetek adták, addig jelen kutatásunkban nem reszekábilis daganatokat 

vizsgáltunk. Ezen különbségek jelzik a miRNS profil lehetséges változását a daganatok 

stádiumától, progressziójától függően, továbbá kiemelik az általunk is vizsgált, 

előrehaladott stádiumú HCC-k tanulmányozásának jelentőségét. 

A miRNS szintek és a betegek túlélése közötti esetleges kapcsolatok vizsgálatakor 

a miR-224 kivételével nem találtunk szignifikáns összefüggést. Ez különösen érdekes, 

hiszen a miRNS-ek között két olyat is vizsgáltunk, amelyek korábbi kutatások alapján 

érzékenyíthetnek sorafenib terápiára. A máj legnagyobb mennyiségben előforduló 

miRNS-e a miR-122, mely a máj összes miRNS-ének mintegy 70%-át adja. Több 

kutatásban is gyakori downregulációt mutatott a vizsgált HCC-kben, mely 

tumorszuppresszor funkcióját jelzi [115], azonban a daganatok kisebb hányadában ugyan, 

de felülszabályozását is leírták, mutatva, hogy heterogén módon alakul ki a tumorra 

jellemző miRNS-profil [116]. In vitro vizsgálatokban a miR-122 ektópiás bevitele a miR-
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122-t nem expresszáló tumorsejtekbe szignifikáns mértékben növelte a sorafenib túlélést 

és növekedést gátló hatását [116]. Tehát a miR-122 jobb sorafenibre adott 

válaszkészséget jelentett in vitro. Továbbá egy másik miRNS, a miR-34a a Bcl-2 protein 

gátlásán keresztül a sorafenib toxicitását és apoptózist indukáló hatását erősítette in vitro 

kísérletekben [125]. A mi vizsgálati anyagunkban nem mutattuk ki a magasabb in vivo 

miR-122 vagy miR-34a szinttel kapcsolatban a betegek sorafenibre adott jobb 

válaszkészségét, a betegek hosszabb túlélését. 

Ezzel szemben érdekes módon a kezelés előtti miR-224 expresszió szignifikáns 

összefüggést mutatott a betegek teljes és progressziómentes túlélésével, mutatva ezen 

miRNS prediktív potenciálját. A miR-224 gyakori overexpresszióját már leírták HCC-

ben, ahol onkomiR-ként a tumorsejtek migrációját, invázióját, proliferációját és 

apoptóziskészségét befolyásolja [168]. Ezen túlmenően emelkedett szintje 

méhnyakrákban [169] és gliómában [170] szenvedő betegekben is rosszabb prognózissal 

társult. HCC-s betegekben továbbá, habár a miR-224 expresszió önmagában nem 

korrelált a prognózissal, a miR-224 magas szintje és targetjének, a SMAD4-nek szimultán 

csökkent expressziója rövidebb túlélési idővel társult [171]. Ez jelenlegi eredményeinkkel 

első ránézésre talán ellentmondásban lévőnek tűnhet, hiszen vizsgálatunkban a magas 

miR-224 szint jobb túléléssel társult; továbbá a hosszabb túlélésű csoportban a miR-224 

medián expressziója több mint 20-szorosa volt a miR-224-et alacsonyan expresszáló, 

rosszabb túlélésű csoporthoz képest, mely jelzi ezen miRNS jelentős felülregulálódását a 

jobb túlélési rátákat mutató csoportban. Ezen látszólagos ellentmondás azonban jelentheti 

azt is, hogy a magas miR-224 expressziójú daganatok jobban reagálnak a sorafenib 

terápiára, ezáltal a betegség kimenetele is jobb lesz, lassabb a progresszió és hosszabb a 

túlélés. Ezt alátámasztják azok a megfigyelések, miszerint a miR-224 érzékenyíti a 

vastagbél karcinóma sejteket metotrexát kezelésre [172], továbbá HCC sejtvonalakon a 

celastrol a sejtek metasztázisképző hajlamának csökkentését a miR-224 szint 

represszálásával éri el [173]. Ezen túlmenően HCC sejtvonalakon a miR-224 sejtciklus 

szabályozásban betöltött kettős hatásmechanizmusát is megfigyelték, miszerint mind 

osztódást, mind sejthalált képes volt indukálni [168, 174]. Ezek alapján tehát a miR-224 

az irodalmi adatok tanúsága szerint egyrészről elősegítheti a tumor progresszióját, 

másrészről viszont fogékonnyá teheti a HCC sejteket a gyógyszer indukálta apoptózisra. 

(Ehhez hasonló mechanizmus jó példája a Her2 szerepe emlőrákban.) 
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A miR-224 számos lehetséges targetje közül a PDGFR-α-t és PDGFR-β-t érdemes 

kiemelni [175, 176], hiszen ezek szoros kapcsolatban állnak a sorafenib 

hatásmechanizmusával. Érdekes módon, mindkét fehérje kifejeződése rosszabb 

prognózissal [177] és rövidebb teljes túléléssel társult reszekált HCC-s betegcsoportban 

[178], továbbá ismert, hogy tirozin-kináz receptorként a PDGFR-β a sorafenib fontos 

támadáspontja HCC-ben [29]. Érdekes módon egy 2013-as tanulmány – mely a miénkhez 

hasonlóan szintén sorafenib-kezelt HCC-s betegekből nyert biopsziás mintákat vizsgált – 

arra a megállapításra jutott, miszerint az alacsony PDGFR-β expresszió hosszabb teljes 

túléléssel korrelált [33]. Ezen eredmény nagy összhangban van jelen kutatási 

eredményeinkkel, hiszen az általunk vizsgált, szintén sorafenib-kezelt betegcsoportban a 

magas kezelés előtti miR-224 expresszió – ami a PDGFR-β lehetséges negatív 

szabályozója – szignifikánsan hosszabb túléléssel társult. Ez felveti tehát, hogy a miR-

224 expresszió változása a PDGFR-β kifejeződés modulálásán keresztül befolyásolja a 

tumorok biológiai viselkedését, valamint terápiás válaszkészségét. A két molekula közötti 

direkt kapcsolat feltárása HCC-ben azonban további vizsgálatokat tesz szükségessé. Egy 

2015-ös tanulmány, mely tizenkilenc, szintén HCC-ből vett citológiai minta globális 

miRNS elemzését végezte, megváltozott miR-224 szintet talált a vizsgált tumorok egy 

részében, azonban nem találtak összefüggést a sorafenibbel kezelt betegek túlélésével. Ez 

a különbözőség adódhatott az eltérő vizsgálati módszerekből, továbbá abból, hogy 

vizsgálataikban a betegek harmada nem csupán sorafenib kezelést kapott, illetve a 

beteganyaguk csak negyede rendelkezett virális etiológiával [163].  

Kutatásunk tehát megerősíti a miRNS-ek azon felhasználási lehetőségét, miszerint 

képesek bizonyos terápiákra adott klinikai válaszkészséget predikciós biomarkerként 

megjósolni. Mivel jelen vizsgálatunk a szigorú szelekciós kritériumok miatt viszonylag 

kis esetszámú csoporton történt, a későbbiekben nagyobb esetszámú, prospektív 

vizsgálatok szükségesek jelen megállapításaink validálására. 

A miRNS-ek és a már kialakult HCC terápiás válaszkészségének vizsgálata 

mellett kutatásaink másik iránya a claudin fehérjék változásainak feltérképezése volt a 

HCC patogenezise során. A claudinok a sejtek közötti szoros kapcsolatok (tight junction, 

TJ) kialakításában játszanak központi szerepet, nevükhöz híven („claudere” (latin) = 

zárni) többnyire a kapcsolatok zárva tartásában, a sejtek összefűzésében, a sejtpolaritás 
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fenntartásában fontosak. A sejtek közötti kapcsolatok megváltozása, valamint a 

sejtpolaritás elvesztése mind kulcsfontosságú jellemzői a daganatos átalakulás 

folyamatának, így nem meglepő, hogy a claudinok expressziójának megváltozását 

számos malignus daganatban leírták. Érdekes módon ez nem csak a claudin kifejeződés 

csökkenést jelenti, hiszen sok esetben fokozott claudin expressziót figyeltek meg 

daganatokban. Habár ez első olvasásra nem tűnik logikusnak, fontos megjegyezni, hogy 

a claudinok expressziójának fokozódása nem szükségszerűen jelent szorosabb 

kapcsolatokat, „erősebb” TJ-öket. Mivel a TJ-ök multi-protein komplexként dinamikusan 

változó struktúrák, funkcióikat, áteresztőképességüket elsősorban inkább alkotóelemeik 

aránya, ill. fizikai szerkezetük határozza meg. A claudinok felszaporodása továbbá a TJ-

reguláción kívül más faktorok, jelátviteli útvonalak szabályozása alatt is állhat, illetve a 

claudinok a TJ-ben betöltött szerepük mellett más fontos funkciókkal is bírhatnak. Ezt 

támasztja alá például egyes TJ fehérjék esetenkénti magi lokalizációja [179], illetve 

ismert, hogy a claudin-3 és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinjának receptoraként 

is funkcionálnak [180]. A claudinok továbbá szerv- és szövetspecifikus kifejeződést 

mutatnak, és szerepük van a sejtproliferáció és sejtdifferenciáció szabályozásában is 

[181].  

Mivel a krónikus hepatitisz alapvető szerepet játszik a máj göbös átalakulásában 

és a cirrózisban megváltozott jelátvitel és proliferáció végül malignus átalakuláshoz 

vezet, nem meglepő, hogy a fejlett világban a HCV infekció a leggyakoribb tényező, mely 

HCC kialakulásához vezet [3, 5]. Csak részben ismert azonban, hogy a cirrózis 

kialakulása miként vezet malignus transzformációhoz. A fentebb ismertetettek alapján 

felmerül, hogy a cirrózisban megváltozott májszerkezet, valamint a sejtek közötti 

kommunikáció átalakulása a TJ-ök, ezen belül is a claudinok megváltozott 

expressziójához vezet. Habár a claudinok pontos szerepe a hepatokarcinogenezisben nem 

tisztázott, ismert, hogy májregeneráció során dinamikus változáson mennek keresztül 

[182], továbbá hepatotróp növekedési faktorok szabályozása alatt is állhatnak [183]. Ezen 

túlmenően a claudin-3-at és claudin-7-et a máj őssejtek lehetséges markereiként írták le, 

melyeknek fontos szerepe lehet mind májregenerációban, mind tumorok kialakulásában 

[184]. Mint ismert, a HCV májsejtekbe történő hatékony belépése egy többlépcsős 

folyamat, melyhez a májsejtek felszínén jelen lévő molekulakomplexet használ föl. Ezen 

komplex nemrégen leírt tagja a claudin-1, mely szükséges feltétele az effektív HCV 
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fertőzésnek [185]. A HCV infekció krónikus volta továbbá feltételezi a vírus májsejtekbe 

történő folyamatos bejutását és a megújuló hepatocyták fertőződését. Jelen 

vizsgálatunkban emelkedett claudin-1 és claudin-7 expressziót találtunk cirrotikus tumor 

környéki májszövetben a nem cirrotikus környező májszövethez képest. Eredményeink 

összhangban vannak Reynolds és mtsai. vizsgálataival, akik szintén fokozott claudin-1 

termelődést találtak cirrózisban [142]. Immunhisztokémiai vizsgálatunk alapján továbbá 

a claudin fehérjék nem kizárólag a sejtek apikális pólusára lokalizálódtak, hanem mind 

cirrotikus májsejtek, mind HCC daganatsejtek bazolaterális oldalán kimutathatóak 

voltak. Ennek ellentmondani látszanak Mensa és mtsai. eredményei, akik a claudin-1-et 

kizárólag a májsejtek apikális pólusán figyelték meg [186], azonban ezen 

megfigyelésüket azóta többen cáfolták, megerősítve saját vizsgálati eredményeinket [187, 

188].  

Érdekes módon továbbá Reynolds és mtsai. in vitro HCV-vel fertőzött májsejt 

vonalon, valamint Mensa és mtsai. in vivo donor májakon történt vizsgálatai felvetették, 

hogy a HCV direkt módon indukálni képes belépési kofaktorának, a claudin-1-nek 

termelődését [142, 186]. Ezzel kapcsolatban saját mintáinkban nem találtunk szignifikáns 

claudin-1 expressziós különbséget a HCV pozitív és HCV negatív csoportok között, sem 

cirrotikus, sem nem-cirrotikus májszövetben. Ugyanakkor morfometriával látható volt a 

tendencia, miszerint a HCV fertőzött mintákban a claudin-1 termelődése fokozottabb 

volt. Vizsgálatunkban az irodalmi adatoktól való eltérés oka vagy legalábbis a 

szignifikancia hiánya a minták összetételéből, valamint az eltérő vizsgálati metódusokból 

adódhat. Mensa és mtsai. ugyanis a májtranszplantációt követő graft reinfekciót 

tanulmányozták, ami egy sokkal gyorsabb és akutabb folyamat, mint az általunk vizsgált 

krónikus esetek [186], míg Reynolds és mtsai. megállapításai elsősorban in vitro 

eredményeken alapszanak [142]. Mindent összevetve azonban, ha a HCV infekció 

önmagában nem is elégséges a claudin-1 termelődés szignifikáns indukciójához, a 

cirrotikus átalakulás indirekt módon hozzájárulhat a HCV krónicitásának fenntartásához, 

a claudin-1-nek mint a HCV belépési kofaktorának cirrózisban észlelt szignifikáns 

emelkedésén keresztül. 

Érdekes módon a claudin-7 a cirrózis nélküli tumor környéki májban 

szignifikánsan magasabb fehérje expressziót mutatott a HCV fertőzött esetekben. A 

claudin-7 és claudin-1 szoros rokonságot, szekvencia-homológiát mutat, azonban nem 
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ismert, hogy a claudin-7 a HCV fertőzésben szerepet játszana [189]. Az észlelt 

különbséget más faktorok jelenléte is magyarázhatja, hiszen míg a HCV negatív 

esetekben fibrózis sem volt jelen, addig a HCV pozitív nem cirrotikus esetekben enyhe 

fibrózis megfigyelhető volt. Érdekes továbbá, hogy a claudin-7 festődés cirrotikusan 

átalakult májban a sejtek teljes kerületén megfigyelhető volt. Ez felveti a claudin-7 

szerepét a sejt – extracelluláris mátrix kapcsolatok kialakításában krónikus hepatitisz 

talaján kialakult cirrózisban. Érdekes módon egy kutatócsoport nem talált szignifikáns 

összefüggést a claudin-7 és a cirrózis jelenléte között, ám ez a csoport csupán mRNS 

szinten vizsgálta a claudin-7 expresszióját [190]. Az általunk cirrotikus májszövetben, 

fehérje szinten észlelt szignifikáns claudin-7 emelkedést azóta egy másik csoport 

megerősítette, akik a claudin-7 kifejeződés és fibrózis score közötti pozitív korrelációt, 

valamint szignifikáns claudin-7 emelkedést találtak cirrózisban [191]. 

A már kialakult HCC-ket vizsgálva szintén megfigyeltünk claudin expressziós 

változásokat. A cirrotikus alapon kialakult tumorok magasabb claudin-1 és claudin-7 

kifejeződést mutattak nemcsak a normál májhoz, hanem a nem cirrózis talaján kifejlődött 

HCC-khez képest is. A HCC-k továbbá a környező májszövethez képest csökkent 

claudin-2 expresszióval rendelkeztek, a nem tumoros szövetek között azonban nem volt 

észlelhető különbség. Ezen megfigyelések arra utalnak, hogy egyes, a TJ összetételében 

látható változások már a tényleges malignus transzformációt megelőzően létrejöhetnek a 

májban (a cirrotikus HCC-kben is megmaradnak a cirrózisban látott magasabb claudin-1 

és -7 szinteket), míg más változások a malignizálódás folyományaként következhetnek 

be (lásd csökkent claudin-2 HCC-ben, mely csökkenés cirrózisban még nincs jelen).  

Érdekes módon Higashi és mtsai. eredményei alapján a claudin-1 expresszió 

elvesztése a HCC-k rosszabb differenciáltságával, valamint érbetörésével állt 

összefüggésben, míg a fokozott claudin-1 kifejeződés a jól differenciált HCC-kre volt 

jellemző [192]. Ezzel szemben HCC sejtvonalakon a claudin-1 fokozott inváziós 

készségben betöltött direkt szerepét mutatták ki, tehát a fokozott claudin-1 expresszió járt 

malignusabb fenotípussal [193]. Hasonlóan ellentmondásos eredmények ismertek 

kolorektális karcinómában, ahol a claudin-1 szintén gyakori emelkedett expressziót 

mutat, és direkt szerepét mutatták ki az tumor invázió és áttétképzés folyamatában, 

továbbá pozitív korrelációt találtak a claudin-1 expresszió és a vastagbélrák 

progressziója, valamint metasztázisképzése között [194]. Más kutatócsoportok viszont a 
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kolorektális karcinóma rossz differenciációjával és rossz prognózisával az alacsonyabb 

claudin-1 szinteket találták összefüggésben [195]. Suh és mtsai. azonban megerősítették 

a claudin-1 direkt szerepét a HCC malignus transzformációban: in vitro vizsgálataikban 

mind normál, mind tumoros májsejt vonalakban a claudin-1 túltermeltetése képes volt 

epitheliális-mezenchimális átalakulást indukálni a c-Abl-ERK1/2 jelátviteli útvonalon 

keresztül [139]. Amennyiben ezt az eredményt összevetjük az általunk észlelt 

változásokkal, a cirrózisban látott claudin-1 expresszió fokozódás a cirrózis-indukálta 

malignizálódás egy új potenciális mechanizmusa lehet.  

Az általunk HCC-ben észlelt claudin-2 expresszió csökkenés nem példa nélküli 

az irodalomban. Kimutatták, hogy a claudin-2 szint az emlőrák progressziója során 

lecsökken a primer daganatban [145], míg az emlőrák májmetasztázisaiban újra 

megjelenik [196]. Ezen túlmenően a claudin-2 expresszióját kimutatták vastagbélrákban 

és hasnyálmirigyrákban is. Érdekes módon májban a claudin-2 expressziójának egyik 

meghatározó pozitív szabályozója a hepatocyta nukleáris faktor-1α (HNF-1α) [197]. A 

HNF-1α csökkent kifejeződést mutat HCC-ben [198], mely jól egybevág az általunk is 

észlelt csökkent claudin-2 expresszióval. A HNF-1α szerepét továbbá kimutatták a 

májsejtek megfelelő polarizációjának kialakításában, mely gyakran elveszik tumorokban 

[199]. 

A claudin-3 és claudin-4 vizsgálata májsejteken nem mutatott szignifikáns 

különbséget az egyes csoportok között, az epeúti hámban viszont erős, apikális 

pozitivitást találtunk. Ezen fehérjék akkor kerültek az érdeklődés középpontjába, amikor 

kiderült, hogy a C. perfringens enterotoxinjának receptorai, és így target terápiák 

célpontjaiként segíthetnek a claudin-3, -4-et magasan expresszáló daganatok szelektív 

elpusztításában [146]. A claudin-4 expresszióját továbbá az adenokarcinómák jellegzetes 

tulajdonságaként írták le, így vastagbélrákban, petefészekrákban, prosztatarákban 

kifejezett a jelenléte [134]. Munkacsoportunk korábban szintén számos daganat esetében 

leírta kifejeződését, például hasnyálmirigy és biliáris eredetű tumorokban, azonban Lódi 

és mtsai. normál májszövet és HCC esetében nem találtak claudin-4 pozitivitást [200]. 

Jelen vizsgálatunkban azonban, nagyobb esetszámú betegcsoportot elemezve, néhány 

esetben elszórtan észleltünk claudin-4 pozitivitást HCC-ben. Ez a pozitivitás azonban 

csak a tumorsejtek által formált, pszeudoglanduláris struktúrák apikális pólusára 
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korlátozódott, ami egybevághat a korábban ismertetett megfigyeléssel, miszerint a 

mirigyszerű struktúrákat képző daganatokra jellemző kifejeződése.  

A claudin-7 szintén megváltozott expresszióját írták le számos hámeredetű 

daganatban. Emlőtumorokban, fej-nyaki tumorokban és méhnyakrákban csökkent 

expressziót mutat [150, 201], illetve nyelőcső laphámrákjában csökkenése az invázióval 

és metasztázisképzéssel korrelált [202]. Kolorektális sejtvonalakon azonban daganat-

kialakulást elősegítő hatása is ismert [149]. Kutatásainkban emelkedett claudin-7 

kifejeződést észleltünk cirrózisban és cirrotikus talajon kialakult HCC-ben, míg nem 

cirrotikus HCC-ben a claudin-7 nem mutatott fokozott expressziót. Ez alátámaszthatja a 

HCC karcinogenezisének ismert különbözőségét attól függően, hogy a daganat cirrotikus 

vagy nem cirrotikus májban alakul ki, a különbségek pontos eredetének feltárásához 

azonban további vizsgálatokra van szükség. Eredményeinkkel összhangban más 

csoportok is emelkedett claudin-7 expressziót detektáltak HCC-ben, mind mRNS [190], 

mind fehérje szinten, továbbá a magasabb claudin-7 kifejeződés rosszabb prognózissal 

társult [203]. 

Érdekes módon jelen vizsgálatunkban nem találtunk szignifikáns összefüggést a 

HCC-k claudin expressziója, valamint a tumorok differenciáltsága és a betegek túlélése 

között, habár más tumorok esetében ismert, hogy a claudin kifejeződés prognosztikus 

potenciált hordoz. Emlőrák esetében például a claudin-3 és -4 magasabb kifejeződése az 

invázióval korrelált, míg a claudin-1 és -7 csökkent kifejeződést mutatott [204] és a 

claudin expresszió mint prognosztikus index is felmerült [205]. A claudin-4 expresszió 

csökkenése továbbá a hasnyálmirigyrák inváziójával és metasztázis-képzésével, valamint 

rosszabb túléléssel társult [148]. Biológiailag azonban nem megjósolható, hogy a 

claudinok milyen irányban változnak a tumorprogresszió során. Egy csoport például a 

claudin-1 kifejeződés elvesztését írta le dedifferenciált HCC-ben, mely rosszabb 

prognózissal járt [192], míg egy másik csoport a claudin-1-nek épp ellenkezőleg 

proinvazív, malignizáló tulajdonságát találta. Ez utóbbit támasztja alá inkább az általunk 

látott tendencia, miszerint a claudin-1 kifejezettebb expressziót mutatott rosszabbul 

differenciált HCC-kben. Ezzel egyetértésben a claudin-1 rosszabb differenciáltsági 

fokkal való összefüggését észlelték egy másik kutatásban is [139]. 
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Habár a claudinok HCC-ben betöltött prognosztikai szerepének pontosabb 

feltérképezése még várat magára, a fentebb ismertetett claudin expressziós mintázatok a 

daganatok differenciál diagnosztikájában is szerepet játszhatnak. Munkacsoportunk egy 

másik vizsgálatban elvégezte a HCC, valamint a hasnyálmirigy- és vastagbélrák 

májmetasztázisainak claudin kifejeződési összehasonlítását [206]. Mind a kolorektális, 

mind a pankreász duktális karcinóma májáttétei szignifikánsan magasabb claudin-4 

kifejeződést mutattak HCC-vel összehasonlítva, a kolorektális metasztázisok továbbá 

erősebb claudin-1, -3 és -7 festődéssel is rendelkeztek, míg a claudin-2 nem mutatott 

különbséget a vizsgált daganatok között. Az intrahepatikus kolangiokarcinóma pedig 

emelkedett claudin-4 és csökkent claudin-7 festődés alapján lehet elkülöníthető a HCC-

től [200, 207]. Ezek alapján a claudinok megváltozott expressziója nem csak a HCC 

patomechanizmusának jobb megértésében, hanem a primér és metasztatikus 

májdaganatok elkülönítésében is segítséget nyújthat. 

Vizsgálataink alátámasztják azt a feltételezést, miszerint a cirrotikus átalakulás, 

valamint a HCC kialakulása során a sejtkapcsoló-struktúrák átalakulása és alkotóelemeik 

megváltozása következik be. A claudin expresszió változásából arra következtetünk, 

hogy szerepük lehet a HCC karcinogenezisében. A claudin-1-gyel kapcsolatos 

megfigyeléseink továbbá még érdekesebbek lehetnek annak fényében, hogy claudin-1 

ellenes antitestekkel megelőzhetőnek, sőt gyógyíthatónak bizonyult a HCV fertőzés 

egérkísérletekben, mindemellett az anti-claudin-1 terápia tumorellenes hatásosságát is 

észlelték egerek claudin-1-et expresszáló daganataiban [208]. Eredményeink alapján 

tehát a claudin-1 értékes, kettős támadáspontot jelenthetne krónikus hepatitisz C talaján 

kifejlődött HCC-s esetekben, mind az okot, mind a következményt kezelve. 
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7 - KÖVETKEZTETÉSEK 

1. Elsőként igazoltuk hepatocelluláris karcinómából vett, sorafenib kezelés előtti, 

diagnosztikus vékonytű aspirációs minták alkalmazhatóságát mikro-RNS expresszió 

vizsgálatában. 

2. A sorafenib kezelés előtti magas miR-214 expresszió kisebb tumormérettel, míg a 

kezelés előtti magas miR-17-5p expresszió jobb ECOG klinikai teljesítőképességi 

státusszal társult. 

3. Elsőként azonosítottuk a miR-224-et mint lehetséges prediktív faktort az 

előrehaladott hepatocelluláris karcinómában szenvedő betegek sorafenibre adott 

terápiás válaszkészségében: a sorafenib kezelés előtti magas miR-224 szint hosszabb 

teljes és progressziómentes túléléssel társult. 

4. Kimutattuk, hogy a máj cirrotikus átalakulása emelkedett claudin-1 és claudin-7 

kifejeződéssel társul a nem cirrotikus májszövettel összehasonlítva, mely fokozott 

expresszió a cirrotikus talajon kifejlődött hepatocelluláris karcinómákban is 

megmarad. 

5. Hepatocelluláris karcinómában csökkent claudin-2 kifejeződést észleltünk, míg a 

claudin-4 expresszió az epeúti hámsejtekre, valamint a hepatocelluláris karcinómák 

pszeudoglanduláris altípusára korlátozódik. 

6. Nem találtunk szignifikáns összefüggést a hepatitisz C vírus (HCV) belépési 

kofaktora, a claudin-1 és a minták HCV fertőzöttségi státusza között, ugyanakkor a 

cirrózisban észlelt fokozott claudin-1 expresszió elősegítheti a vírus eredményesebb 

behatolását a májsejtekbe, fokozhatja a reinfekciót és egyben hozzájárulhat a 

malignus transzformációhoz. 

7. Nem észleltünk szignifikáns összefüggést a HCC-k claudin expressziója és a tumor 

differenciáltsági fok, valamint a betegek túlélése között, azonban a claudin-1 

kifejeződés emelkedő tendenciát mutatott rosszabbul differenciált HCC-kben.  
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8 - ÖSSZEFOGLALÁS 

A hepatocelluláris karcinóma az egyik leggyakoribb primer malignus daganat, melynek 

incidenciája továbbra is növekvő tendenciát mutat a fejlett világban. A daganatok 

túlnyomó többsége cirrózis talaján fejlődik ki, a hepatokarcinogenezis pontos 

mechanizmusa azonban még nem teljesen tisztázott. Sajnálatos módon az esetek nagy 

többsége továbbra is csak előrehaladott stádiumban kerül diagnózisra, amikor a kuratív 

terápiát jelentő sebészi kezelés már nem elérhető. Ilyen esetekben az egyetlen validált, 

szignifikáns túlélési előnyt nyújtó, célzott terápiát a sorafenib jelenti. A tight junction-ök 

gerincét alkotó claudin fehérjék elengedhetetlen szerepet játszanak a normál szöveti 

struktúra és funkció fenntartásában, így nem meglepő, hogy termelődésük számos 

betegség patogenezisében megváltozik. A mikro-RNS-ek kis, nem kódoló, egyszálú RNS 

molekulák, melyek a génexpresszió poszttranszkripciós szintű szabályozóiként szintén 

gyakran mutatnak kóros kifejeződést, így felmerült biomarkerként történő 

alkalmazhatóságuk is. Kutatásaink során a claudinok kifejeződését vizsgáltuk a normál 

máj – cirrózis – HCC tengelyen a hepatitisz C vírus fertőzés függvényében, valamint a 

HCC-ben deregulált miRNS-ek között olyan prediktív markert kerestünk, mely előre 

tudná jelezni a betegek sorafenibre adott válaszkészségét. Elsőként írtuk le sorafenib 

kezelés előtti vékonytű aspirációs minták alkalmazhatóságát miRNS expressziós 

vizsgálatokra, melyek kapcsán a magas miR-214 szint és a kisebb tumorméret, valamint 

a magas miR-17-5p és a jobb klinikai teljesítőképességi státusz asszociációját találtuk. 

Ezen túlmenően a magas kezelés előtti miR-224 szint a sorafenibbel kezelt betegek 

szignifikánsan hosszabb teljes és progressziómentes túlélésével társult, ami felveti ezen 

miRNS predikciós markerként való alkalmazhatóságának lehetőségét. Kimutattuk, hogy 

a máj cirrotikus átalakulása emelkedett claudin-1 és claudin-7 kifejeződéssel társul, mely 

fokozott expresszió a cirrotikus talajon kifejlődött hepatocelluláris karcinómákban is 

megmarad, amelyek továbbá csökkent claudin-2 expressziót mutatnak. Nem találtunk 

viszont szignifikáns összefüggést a HCV fertőzöttségi státusz, a HCC differenciáltsági 

foka és a betegek túlélése, valamint a claudinok termelődése között. Összefoglalva 

elmondhatjuk, hogy a citológiai mintákban is jól vizsgálható miRNS expresszió a jövőben 

segítséget nyújthat a sorafenibre adott válaszkészség jobb megítéléséhez, míg az általunk 

leírt cirrózisban és HCC-ben megváltozott claudin expresszió hozzájárulhat a 

hepatokarcinogenezis jobb megértéséhez.  



- 74 - 

 

9 - SUMMARY 

The incidence of hepatocellular carcinoma (HCC) – one of the most common primary 

malignancies worldwide – is increasing in the developed world. Most HCC cases develop 

on a cirrhotic background, but the exact molecular mechanisms of hepatocarcinogenesis 

are still not fully characterized. Unfortunately, patients with HCC predominantly present 

at an advanced stage, when potentially curative surgical treatments are not an option 

anymore. In advanced disease stage, sorafenib, a newly discovered multi-kinase inhibitor 

represents the only targeted therapy that bears a significant survival advantage. Claudin 

proteins constitute the backbone of tight junctions, that play essential role in maintaining 

proper tissue architecture and function – their aberrant expressions have been described 

in several disease states, including cancers. MicroRNAs are small, noncoding, 

posttranscriptional regulators of gene expression, commonly dysregulated in tumors, 

hence their potential use as biomarkers is under intense investigation. In the present study 

we studied the altered claudin expression of the normal – cirrhotic liver – HCC axis with 

regard to hepatitis C virus (HCV) infection. Further, we investigated the pretreatment 

miRNA expression of sorafenib-treated, advanced stage HCC to identify a possible 

biomarker that could predict patient sensitivity to sorafenib. To the best of our knowledge, 

we are the first to study miRNA expression from fine needle aspiration samples of HCC, 

which showed that high miR-214 levels associated with smaller tumor size, while high 

miR-17-5p levels correlated with better clinical performance. Further, survival analysis 

revealed that high miR-224 expression was associated with increased survival rates. On 

examination of claudin expressions in the course of HCC development, increased claudin-

1 and -7 protein expressions were found in cirrhosis when compared with non-cirrhotic 

liver. HCCs developed in cirrhotic livers showed even higher expression of claudin-1 

contrary to decreased claudin-7 expression when compared with cirrhosis, further, 

claudin-2 showed downregulation in HCC. With respect to HCV status, no significant 

difference was found in the HCV entry cofactor, claudin-1 expression levels between 

HCV-infected and HCV-negative cases, and there was no correlation between claudin 

expression and HCC grade or survival. In summary, pretreatment microRNA profiling 

might serve as an ancillary tool for the better survival assessment and stratification of 

sorafenib-treated patients, while changes in claudin expression might advance the better 

understanding of the course of hepatocarcinogenesis.  
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