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A claudinok (CLDN) a tight junction nélkiilozhetetlen fehérjéi. Megudltozott expresszids mintdzatu-
kat mdr szamos daganatban kimutattik. A CLDN-3 és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinjinak
receptora. A toxinnak citolitikus hatdsa is ismert. Vizsgdlataink célja volt a claudinexpresszié min-
tdzatdnak Gsszehasonlitisa normdlis pancreassejtekben, pancreas-eredetii endocrin tumorokban, az
adenocarcinomdkban, mucinosus cysticus daganatokban és acinussejtes carcinomdban. CLDN-1, -2, -3,
-4 és -7 expressziojit vizsgdltuk immunhisztokémiai és RT-PCR mddszerrel. A vizsgdlat eredményei a
kévetkezok: 1.) A CLDN-1 és -4 mdr ismert expresszidja mellett ductalis sejtekben CLDN-2, -3 és -7,
az acinussejtekben a CLDN-3 és -7 fehérje jelenlétét igazoltuk. Az endocrin sejtekben CLDN-3 és -7
fehérje expresszidjat mutattuk ki. 2.) Az endocrin daganatokban a CLDN-3 és -7, az exocrin tumorok-
ban a CLDN-1, -2 és -4 erds expresszidjdt figyeltiik meg. Claudin fehérjék expresszidjat els6ként irtuk
le endocrin daganatokban. 3.) A CLDN-1, -4 és -7 fehérjék dtmeneti expresszidja a borderline cysticus
mucinosus tumorok esetében aldtdmasztja a mucinosus cysticus daganatok szekvencidlis kialakuldsd-
nak elméletét. 4.) Elséként ismertettiik a pancreas gyerekkorban kialakuld acinussejtes carcinomdjit,
mely Cushing-szindrémdt okozott. Eredményeink alapjin a kovetkezd megillapitdsokat tehetjiik: 1.)
A CLDN-3 jelenléte endocrin differencidciora utal. Az exocrin eredetii adenocarcinomdk és cysticus
mucinosus tumorok CLDN-1, -2, -4 és -7 pozitivitdst mutatnak, viszont az acinussejtes carcinomdban
dllapithatjuk, hogy a CLDN-1, -2 és -4 fehérje a ductalis, a CLDN-1 az acinaris, a CLDN-3 az endocrin
differencidcid biztos markere. 2.) Az emelkedett CLDN-4-expresszié adenocarcinomdkban és mucinosus
cysticus tumorokban, valamint az endocrin tumorokban észlelt magas CLDN-3-expresszid e daganatok
ta felhaszndlhato a daganatok differencidldiagnosztikdjaban és segitséget adhat a dignitds eldontésében.
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Claudins (CLDNs) are essential proteins of tight junctions. Changes in their expression pattern have
been demonstrated in a number of tumors. CLDNs-3 and -4 are receptors of the Clostridium perfringens
enterotoxin, cytolytic effects of the toxin are well known. The aim of our studies was to compare the
different CLDN expression patterns in normal pancreas cells, pancreatic endocrine tumors, adenocar-
cinomas, mucinous cystic tumors and acinar cell carcinomas. Expressions of CLDN-1, -2, -3, -4 and -7
proteins were examined using immunohistochemical as well as RT-PCR techniques and the following
observations were made: 1.) In addition to the well-known CLDN-1 and -4 expression CLDN-2, -3 and
-7 proteins were demonstrated in ductal cells, while CLDN-3 and -7 proteins showed expression in aci-
nar cells. Expression of CLDNs-3 and -7 was manifest in endocrine cells. 2.) CLDN-3 and -7 proteins
showed high expression in endocrine tumors, CLDN-1, -2, and -4 proteins in exocrine tumors. This is
the first description of CLDN protein expression in endocrine tumors. 3.) The level of CLDN-1, -4 and
-7 protein expression in borderline cystic tumors is in between that of benign and malignant tumors.
This supports the sequential development theory regarding mucinous cystic tumors. 4.) This is a first
review on childhood acinar cell carcinoma causing Cushing syndrome. According to our results the
following conclusions are made. 1.) The presence of CLDN-3 refers to endocrine differentiation. The
adenocarcinomas and cystic mucinous tumors of exocrine origin denoted CLDN-1, -2, -4 and -7 positiv-
ity, whereas acinar cell carcinomas expressed only CLDN-1 and -2. Considering the CLDN expression
observed in normal pancreas cells, it can be established that CLDN-1, -2 and -4 proteins are definitely
markers of ductal differentiation, CLDN-1 protein of acinar and CLDN-3 of endocrine differentiation.
2). The increased CLDN-4 expression in adenocarcinomas and mucinous cystic tumors, as well as the
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high CLDN-3 expression in endocrine tumors may open up new prospects in the targeted therapy of
these tumors. 3). The claudin expression pattern of pancreas tumors may be employed in the differential
diagnosis of these tumors and may be of help in deciding dignity. Borka K. Claudin expression in dif-
ferent pancreatic cancers and its significance in differential diagnostics. Hungarian Oncology

53: 273-278, 2009

Keywords: tight junction, claudin, pancreatic cancers, differencial diagnostics, therapy

BEVEZETES

A neuroendocrin (NE) daganatok a pancreasdaganatok
1-2%-at teszik ki, gyakran MEN 1- és von Hippel-
Lindau-szindroma részeként jelentkeznek. A jol dif-
ferencialt daganatok a méret és proliferacios aktivitas
alapjan benignus és bizonytalan viselkedést csoport-
ba oszthatdk. A jol differencialt NE carcinomak rater-
jednek a szomszédos szervekre és/vagy metasztazist
adnak. A rosszul differencialt NE carcinomak magas
proliferacids aktivitassal rendelkeznek. A funkcionald
tumorok koziil az insulinomak 90%-a benignusként
viselkedik. Az egyéb hormont (gastrin, glucagon, VIP,
somatostatin, serotonin, ACTH, GH, PTH) termel6
daganatok és a nem-funkcionalé daganatok csaknem
mindig malignus viselkedéstiek.

A ductalis adenocarcinoma a leggyakoribb pancreas-
eredeti malignus daganat. A dohanyzas, diabetes, al-
koholizmus mellett szamos kromoszomaeltérés is szere-
pet jatszik létrejottében (K-ras, pl6, p53, SMAD4/DPC4,
cyclin D1, MUC1, MUCS5, PSCA, mesothelin). A ductalis
adenocarcinomak kifejezetten rossz prognozisu daga-
natok, a betegek 5 éves tulélése csupan 15-20%-os.

A mucinosus cysticus pancreasdaganatok a leggyak-
rabban el6forduld cysticus pancreastumorok, csaknem
mindig perimenopauzalis kord ndkben fordulnak
elé. A sejtek dysplasidja és az invazid jelenléte alap-
jan mucinosus cystadenoma, bizonytalan természet(i
(borderline) mucinosus cysticus tumor és mucinosus
cystadenocarcinoma csoportokba oszthatok.

Az acinussejtes carcinoma a pancreas exocrin daga-
natainak 1-2%-a és a pancreatoblastomahoz hasonléan
acinaris differenciaciét mutat, tripszinogént és AFP-t ter-
mel. Az acinussejtes tumor féként felndttkorban alakul
ki, gyerekkori tumorrol csupan néhany kozlés all rendel-
kezésre az irodalomban. A pancreatoblastoma diagno-
zisahoz az un. squamoid sejtcsoportok hozzatartoznak,
azonban ezek acinussejtes carcinomaban hianyoznak.

A claudinok a tight junction (TJ) tipusu sejtkapcsolo
strukturak felépitésében vesznek részt. A molekulacsa-
lad felfedezésére 1998-ban keriilt sor és jelenleg az em-
beri szervezetben 24 tagja ismert. Minden claudin mo-
lekula 4 transzmembran szegmentumbdl all, valamint
két extracellularis hurokkal rendelkezik, az N és C ter-
minalis régio6 intracitoplazmatikusan helyezkedik el. A
fehérjék els6dleges szerepet jatszanak az intercellularis
rések lezarasaban, a paracellularis szelektiv diffuizio
iranyitasaban, a szelektiv ioncsatornak miikodésé-
ben, valamint fenntartjak az apicalis €s basolateralis
membran kozotti fehérjék és lipidek eltérd Osszetételét.

A claudinoknak tovabba szerepiik van a sejtek nove-
kedésének és differencidcidjanak szabalyozasaban és
a tumorgenezisben is. A claudinok hianya vagy csok-
kent jelenléte, megvaltozott expresszidja a sejtadhézio
csokkenésével, a daganatos infiltracié fokozddasaval,
metasztazisképzddéssel jar. Szamos daganatban — ahol
az invazidban feltehetéen a TJ-k megvaltozott struktu-
rdja is szerepet jatszik — bizonyos claudinok fokozott
expresszidjat irtak le.

A claudinok szerv- és szovetspecifikus molekuldk.
A CLDN-2 fehérje példaul a gasztrointesztindlis ham-
sejtekben és az azokbol kiindulé daganatokban foko-
zottan expresszalddik. Az endothelsejtek és a beldliik
kiindulé tumorok CLDN-5-pozitivitdst mutatnak. Az
epeuti daganatok fokozott CLDN-4-expresszidja elkii-
16niti ezen tumorokat a hepatocellularis carcinomaktol.
Pancreas-eredet(i adenocarcinoméban és intraductalis
papillaris mucinosus neoplasidban (IPMN) szintén a
CLDN-4 fokozott expresszidja igazolddott. A CLDN-4
fokozott expresszidjat még szamos, kiilonbozé erede-
ti daganatban igazoltdk, igy prostatadaganatokban,
ovariumtumorokban, emlédaganatban, gyomorcarci-
nomaban, endometrialis tumorokban, tiid6-, colon-,
vese-, pajzsmirigy-carcinomaban, oesophagus-adeno-
carcinomaban, cervixtumorokban. A tiidében a magas
CLDN-3-expresszid kissejtes daganatra utal, elkiilonit-
ve azt az atipusos carcinoidtdl, adenocarcinomatol és
laphdmcarcinomatdl. Néhany daganatban az expresszio
mértéke a progndzisra is utal. Példaul a CLDN-1, -3, -4
és -5 fehérje expresszidja a kifejezetten rossz progndzi-
su, diffaz tipust gyomordaganatokban alacsonyabb a
jobb progndzist, intestinalis tumorokhoz viszonyitva.
Invaziv, metasztatikus emlddaganatokban a CLDN-1 és
-7 fehérje csokkent expressziot mutat. Portioban kialakult
invaziv laphdmcarcinomaban az invazié kialakulasaval
a CLDN-1 és -2 csokkent expresszidja figyelhet6 meg.

A fentiek alapjan felmeriil, hogy a TJ fehérjék jelentds
valtozast mutatnak a pancreas kiilénb6z6 sejttipusaibol
kialakulé tumorokban, valamint eltérés mutatkozik az
endocrin és exocrin daganatok kozott a sejtkapcsolo
fehérjék expresszidjdban is. A pancreas endocrin da-
ganatainak claudinexpresszidjara vonatkozdan nincs
adat az irodalomban. Mas szervek, példaul a tiido-
daganatok esetében viszont bebizonyosodott, hogy a
szerv carcinoidjai lényegesen eltérnek a mirigyhdm-
eredeti daganatoktdl a sejtkapcsolatok tekintetében.
Masrészrdl a pancreas ductalis és acinaris sejtjeinek
kapcsolddasa és az ezekbdl kiindulé daganatokban a
sejtkapcsolatok valtozasa ugyancsak még nagy részben
tisztazatlan. Mindezek megvalaszoldsara célul tlztiik
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ki a sejtkapcsolatok valtozasanak vizsgalatat normalis
hasnyalmirigyben és egyes pancreastumorokban. A
T] fehérjék valtozasainak detektaldsa soran feltételez-
ziik, hogy ezek megismerése adatokat szolgaltathat az
egyes tumorok patogenezisének megismerésére is. Ezen
tilmenden az egyes pancreasdaganatokat jellemzd TJ-
mintazat (,pattern”) ismerete diagnosztikus segitséget
is nyudjthat a pancreas endocrin és exocrin daganatai-
nak elkiilonitésében. A CLDN-3 és -4 a Clostridium
perfringens enterotoxinjanak (CPE) receptora és a koz-
lemények alapjan a fehérjéket expresszalé daganatsej-
tek (pancreas-adenocarcinoma, prostatacarcinoma)
lizisét okozza, mely Uj, célzott terdpia bevezetését teszi
lehet6vé.

CELKITUZES

Munkank soran célkittizésiink volt a claudin molekula-
csalad egyes tagjainak vizsgalata a pancreas kiilonb6z6
differencialtsagu sejtjeiben és daganatos elvaltozasa-
iban. Feltételeztiik, hogy a ductalis és acinaris sejtek,
valamint az endocrin sejtek jelentésen kiilonbdznek
egyes TJ fehérjék, els6sorban az azok gerincét képezd
claudinok Osszetételében, eloszlasaban. Feltételeztiik
tovabba, hogy a jellegzetes ,claudin-mintazat” az adott
sejtekbdl kiindulé daganatok esetében is megmarad,
azonban az expresszié mértéke valtozhat. A valtozas,
esetlegesen 1j claudin fehérjék megjelenése, vagy eltd-
nése segithet a pancreas egyes tumorai eredetének, a
kozds 6ssejtbdl vald szarmazasanak megismerésében.
A fenti feltételezések megvalaszolasara a kovetkezdk
vizsgalatat tliztiik ki célul:

1. Claudinexpresszid tanulmdnyozdsa normdlis, tumormentes
pancreas kiilonbozd eredetii sejtjeiben. Vizsgalni kivan-
tuk a CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje expresszidjat a
patoldgias elvaltozast nem mutatd pancreas exocrin
eredetli ductus- és acinussejtjeiben, valamint endo-
crin  Langerhans-szigetsejtekben immunhisztoké-
miai mddszerrel.

2. Endocrin pancreastumorok vizsgdlata claudinexpresszios
mintizat megadllapitisdval. Célunk volt az endocrin da-
ganattal rendelkezd betegek klinikai adatainak (élet-
kor, nem, hormontermelés) elemzése és a CLDN-I,
-2, -3, -4 és -7 fehérje expresszidjanak analizise
immunhisztokémiai moédszerrel a pancreas endocrin
daganataiban, valamint a kapott eredmények 0Osz-
szehasonlitasa benignus, bizonytalan természetti és
malignus daganatokban.

3. Exocrin eredetii ductalis adenocarcinomdk claudinex-
presszidjanak meghatdirozdsa. A daganatok klinikopa-
tolégiai elemzése utan vizsgalni kivantuk a CLDN-1,
-2, -3, -4 és -7 fehérje jelenlétét fehérjeszinten, majd az
expresszids mintazatot 9sszehasonlitottuk a kiilon-
b6z6 differencialtsagi daganatok esetében.

4. Endocrin és exocrin eredetil ductalis adenocarcinomdk
claudinexpresszios mintizatinak dsszehasonlitisa. Célul
thztiik ki az endocrin tumorok és ductalis adeno-

carcinomak CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 expresszids min-
tazatanak Osszehasonlitdsat immunhisztokémiai re-
akciok és RT-PCR mddszer soran kapott eredmények
alapjan.

5. Claudinexpresszio korreldcidja a progndzissal mucinosus
cysticus daganatokban A pancreas mucinosus cysticus
tumorainak klinikopatoldgiai sajatossagai mellett a
CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje jelenlétét és a prognozis
korrelaciojat kivantuk vizsgalni immunhisztokémiai
és RT-PCR modszerrel mucinosus cysticus adenomak,
bizonytalan természeti mucinosus cysticus tumorok
és mucinosus cysticus adenocarcinomak esetében.

6. Acinussejtes tumor claudinexpresszios mintdzata. Célunk
volt, hogy a ritka el6fordulast acinussejtes tumor
klinikai, patoldgiai és differencialdignosztikai tulaj-
donsagainak elemzése utan a CLDN-1, -2, -3, -4 és -7
fehérje jelenlétét feltérképezziik immunhisztokémiai
modszerrel.

7. Kiilonbozd eredetii pancreasdaganatok és a pancreast alkoté
sejtek claudinexpresszids mintdzatinak dsszehasonlitdsa és
annak szerepe a differencidldiagnosztikdban. Ossze kivan-
tuk hasonlitani a pancreast alkoto eltérd differencialt-
sagu sejtek és a bel6liik kialakul6 endocrin dagana-
tok, a ductalis adenocarcinomak, mucinosus cysticus
tumorok és acinussejtes tumor CLDN-1, -2, -3, -4 és
-7 expresszios mintazatat immunhisztokémiai és RT-
PCR moddszerrel, és szerepét elemezni a differencidl-
diagnosztikaban.

ANYAG ES MODSZEREK
Betegek és vizsgdlati mintik

A Semmelweis Egyetem II. sz. Pathologiai Intézetének
archivumabdl kivalasztott 74 szovetminta formalinban
fixalt, paraffinba dgyazott blokkjaibdl késziilt metszete-
in végeztiink retrospektiv vizsgalatokat a Semmelweis
Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaganak engedélyével
(#172/2003).

Ot, koros eltérést nem mutatéd pancreasban vizs-
galtuk a kiilonb6z6 claudinok expressziés mintaza-
tat immunhisztokémiai moddszerrel az acinusokban,
ductusokban és az endocrin sejtekben. Hisz endocrin
(4 benignus, 11 bizonytalan, 5 malignus) daganatot vizs-
galtunk immunhisztokémiai modszerrel és koziiliik 8
esetben RT-PCR mddszerrel végeztiink mRNS-szinti
vizsgalatokat. Az adenocarcinomak (pT'1:2, pT2:6, pI'3:11,
pl4:1; pNO:7, pN1:13; grade I:2, grade 1I:15, grade IIL:3)
claudinexpresszidjat 20 beteg mintain vizsgaltuk, az
RT-PCR vizsgalatokhoz ezekbdl 8 tumort valasztottunk
ki. Tizenkett6 mucinosus cystadenomat, 11 borderline
kategoridba sorolt daganatot, valamint 5 mucinosus
cystadenocarcinomat vizsgaltunk immunhisztokémiai
modszerrel, melyek koziil a molekula mRNS-szinti
kimutatasat 5 benignus, 5 borderline és 5 malignus
tumor esetén végeztiik el. Mindezek mellett egy 10
éves fiti pancreas-eredet(, ritka el6fordulasu, Cushing-
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szindromat okoz6 acinussejtes carcinomajat vizsgaltuk
és immunhisztokémiai modszerrel meghataroztuk a
daganat claudinexpresszids mintazatat.

Modszerek

Szovettani és hisztokémiai vizsgdlatok

A formalinban fixalt és paraffinba agyazott normalis,
tumormentes pancreasbdl és a daganatokbdl szarma-
z0 szOvetmintakat hematoxilin-eozinnal festettiik.
Az acinussejtes carcinoma esetében perjodsav-Schiff
(PAS), PAS-diasztaz és mucicarmin festést alkalmaz-
tunk a mucin kimutatasa céljabol.

Immunhisztokémiai vizsgdlatok CLDN-1, -2, -3, -4 és -7
elleni antitesttel

Paraffinba 4dgyazott, deparaffinalt metszeteken az en-
dogén peroxidaz blokkolasa és antigénfeltaras utan az
els6dleges ellenanyagok kertiltek alkalmazasra, melyek
koziil a CLDN-1, -3 és -7 elleni antitest poliklonalis, a
CLDN-2 és -4 elleni antitest monoklonalis volt (Zymed
Inc, San Francisco, CA, USA). A megfelelé biotinilalt
masodlagos ellenanyagot, avidin-streptavidin-enzim
konjugatumot a Ventana immunautomata protokollja
szerint alkalmaztuk. A reagensek és masodlagos ellen-
anyagok a Ventana cég (Tucson, AZ, USA) termékei. A
reakciot diaminobenzidinnel (DAB: Ventana) vizualizal-
tuk, magfestésként hematoxilint alkalmaztunk. Negativ
kontroll készitésénél az elsddleges antitest helyett nem-
immun nytl- és egérszérumot hasznaltunk, illetve az
elsédleges antitesttel valé inkubalast elhagytuk. Pozitiv
kontrollként a kovetkezdé szovetmintakat hasznaltuk:
CLDN-1 kimutatdsahoz bdrbdl szarmazo epitheliumot;
CLDN-2, -3, -4-hez normalis colon nyalkahartyat; a
CLDN-7 detektalasara emléductushamsejteket.

A reakciot linearis membranpozitivitads esetén po-
zitivként értékeltiik, kivéve a CLDN-2 esetében, ahol
granularis citoplazmatikus reakcié volt megfigyelhetd.
Az immunhisztokémiai reakcidk eredményét a pozitivan
festddo sejtek szazaléka alapjan kapott értékben fejeztiik
ki: 0 (0-5% pozitivitas), 1 (6-20% pozitivitas), 2 (21-40%
pozitivitas), 3 (41-60% pozitivitas), 4 (61-80% pozitivitas),
5 (81-100% pozitivitas). Mucinosus cysticus daganatok
esetében az immunhisztokémiai reakciokat értékeltiik a
festddés intenzitasa alapjan is: az enyhén 1, a kdzepesen
2, mig az erdsen festdddk 3 pontot kaptak. E két értéket
mindegyik tipust claudinnal végzett reakciéban minden
daganatos minta esetében &sszeszoroztuk, s a szorzatok
atlagait alkalmaztuk a statisztikai vizsgalatok soran.

Kiegészitd immunhisztokémiai vizsgdlatok
az acinussejtes tumor esetén
Az acinussejtes carcinoma immunhisztokémiai vizs-

galatahoz egér monoklonadlis ((-cathenin: BD Bio-
science-610154, CEA: DAKO-M7072, chromogranin:

DAKO-M0869, CK 20: DAKO-M7019, CK 7: DAKO-
M7018, CK AEI-AE3: DAKO-M3515, CK MNF116:
DAKO-MO0821, Ki-67: DAKO-M7240, NSE: DAKO-
M873, p53: DAKO-M7001, serotonin: DAKO-N1530,
synaptophysin: DAKO-M0776, vimentin: DAKO-
MO0725), nyul poliklonalis (ACTH: DAKO-N1531,
AFP: DAKO-A0008, alfa-l-antitrypsin: DAKO-AQ12,
lysosyme: DAKO-A0099, somatostatin: DAKO-N1551,
gastrin: DAKO-N1540, glucagon: DAKO-N1542) és ten-
gerimalac poliklonalis (insulin: DAKO-N1542) antites-
teket hasznaltunk, a reakcidkat a Ventana ES immun-
festé automataval végeztiik. Trypsinogen, CRF, ACTH
vizsgalatakor jelolt avidin-streptavidin-biotin 2 (LSAB
2) rendszert (DAKO Cytomation, Glostrup, Dania)
hasznaltunk. Kromogénként DAB-ot alkalmaztunk,
melyet peroxidazzal tettiink lathatova. Magfestéshez
hematoxilint hasznaltunk. A daganat acinussejtes
eredetét igazold trypsinogen kimutatasat poliklonalis
nyul anti-patkany antitesttel végeztiik. Ezt az antitestet
a Budapesti Eotvos Lorard Tudomanyegyetem Bioké-
miai Intézetében allitottak eld és Western blot vizsga-
lattal igazoltak, hogy az antitest human trypsinogennel
is reagal. Két corticotropin-releasing factor (CRF) elleni
antitestet probaltunk ki: 1: fagyasztott preparatumon
alkalmazhaté (Peninsula Laboratories, Inc., Belmont,
CA, USA); 2: paraffinos anyagon is mikodd antitestet,
amit Gorcs T] (SE, Anatémiai, Szdvet- és Fejlédéstani
Intézet) szivességébdl kaptunk.

A CRF és ACTH immunhisztokémiai reakcidt fa-
gyasztott készitményen is elvégeztiik indirekt im-
munfluoreszcens moddszerrel. A secretin (Accurate
Chemical and Scientific Corporation, Westbury, NY,
USA) és vasoactive intestinalis polypeptid (VIP:
Accurate Chemical and Scientific Corporation) kimu-
tatasat indirekt immunfluoreszcens moédszerrel vé-
geztiik az irodalomban régebben kozoltek alapjan dr.
Koves Katalin segitségével a Semmelweis Egyetem
Humanmorfolégiai és Fejlddésbiologiai Intézetében.
Az immunfluoreszcens vizsgalat soran Triton X-100,
majd 10%-os normal kecskeszérummal valo elSke-
zelés utan a metszeteket a primer antiszérummal
inkubaltuk 24 6ran keresztiil. A reakciét fluoresz-
cens isothiocyanattal jelolt szekunder antitesttel
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) tettiik
lathatova. Kontrollként chronicus pancreatitisbdl és
adenocarcinomabdl szarmazdé mintat hasznaltunk.
Az ACTH immunreakciohoz boncolasbdl szarma-
z6 hypophysist, valamint egy 50 éves beteg ACTH-t
szecernald tiidédaganatabol szarmazd mintat alkal-
maztunk pozitiv kontrollként.

Szoveti multiblokk készitése

A mucinosus cysticus daganatok esetén az immun-
hisztokémiai reakciokat szoveti multiblokk / tissue
microarray (TMA) segitségével végeztiik, a mintat a
TMA eszkozével (Hisztopatologia Kft., Pécs) vettiik.
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Statisztikai elemzés

A Kkilonb6z6 claudin molekuldk kimutatasakor az
immunhisztokémiai vizsgalatok soran kapott eredmé-
nyek statisztikai elemzését a Mann-Whitney U-teszt
segitségével végeztiik el. P<0,05 valdszintiségi értéket
fogadtunk el szignifikansnak.

Elektronmikroszkopia

Azacinussejtes tumorbdl torténd elektronmikroszképos
vizsgalathoz a szovetrészletet 2,5%-0s glutaraldehidben
és ozmium-tetroxidban fixaltuk. Ultravékony metsze-
teket készitettiink, majd azt uranil-acetattal és 6lom-
citrattal kettéskontrasztoztuk.

Immunkemiluminometria

Az acinussejtes carcinoma ACTH-tartalmanak direkt
kimutatasat immunkemiluminometrias vizsgalat soran
kit (Nichols Institute Ltd., San Juan, CA, USA) segitsé-
gével végeztiik fagyasztott tumorbol. Az eredményeket
a chronicus pancreatitist és adenocarcinomat mutato
mintaval is 6sszehasonlitottuk.

Real-time (RT-) PCR

A paraffinba agyazott szovetblokkokbol teljes RNS-t izo-
laltunk High Pure RNA Paraffin kit segitségével (Roche,
Indianapolis, IN, USA), majd a teljes RNS-b6l reverz
transzkripcioval cDNS-t allitottunk elé6 MmulV reverz
transzkriptazt (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
és random hexamert (Applied Biosystems) alkalmazva
Rnaz-inhibitor jelenlétében (Applied Biosystems).

A SYBR Green alapti RT-PCR-hez mintanként 12,5 pl
Sybr Green Master Mixet (BIO-RAD 1708882), illetve
az altalunk megtervezett primerekbdl (Primer Exp-
ressz program segitségével — Applied Biosystems) 300
nM koncentracidéban 0,5-0,5 pl-t, a korabban el6allitott
c¢DNS-mintakbol 2 pl-t, valamint 9,5 pl desztillalt vi-
zet hasznaltunk fel. A reakcidkat az ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) ké-
sziilékkel végeztiik a kovetkezd paramétereket alkal-
mazva: 95 °C 2 perc, 95 °C 20 masodperc, 60 °C 30 ma-
sodperc, 72 °C 30 masodperc, ciklusszam: 40.

A kapott adatokat a REST (Relative Expression Soft-
ware Tool) néven ismert relativ kvantifikalasra alkalmas
szamitogépes program segitségével értékeltiik ki. A vizs-
galatokhoz a GAPDH referenciagént alkalmaztuk.

EREDMENYEK

Claudinexpresszid tanulmdnyozdsa normdlis, tumormentes
pancreas kiilonbozd eredetil sejtjeiben

Az irodalmi adatokkal egyez6en CLDN-1 és -4 jelenlét-
ét igazoltuk ductus- és acinussejtekben. Vizsgalataink
soran emellett CLDN-2, -3 és -7 expresszidjat mutattuk

ki a ductalis sejtekben, acinussejtekben pedig CLDN-3
és -7 jelenlétét igazoltuk. Az endocrin sejtekben csupan
a CLDN-3 és -7 fehérje volt detektalhato.

Claudinexpresszids mintdzat vizsgdlata endocrin
pancreastumorokban immunhisztokémiai modszerrel

A CLDN-3 és -7 kozepesen erds expresszidjanak je-
lenlétét és a CLDN-1, valamint CLDN-4 fehérje
expresszidjanak hianyat els6ként irtuk le e tumorok-
ban. CLDN-2-t csak egy endocrin daganatban tudtunk
kimutatni. A benignus, a bizonytalan természetd €s a
malignus daganatokban talalt expresszié emelkedd, de
nem szignifikans tendenciat mutatott.

Ductalis adenocarcinomdk claudinexpresszidjinak vizsgdlata
immunhisztokémiai modszerrel

A CLDN-4 és -7 irodalomban mar ismert jelenléte
mellett CLDN-1 fehérje expresszidjat talaltuk a vizs-
galt daganatok mindegyikében, mig a CLDN-2 csak
a daganatok 45%-aban jelent meg. A CLDN-3 kimu-
tatasara szolgalo reakcid negativ eredményt mutatott
minden esetben. A kiilonbozé differencialtsagu daga-
natok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
claudinexpresszidban.

Endocrin daganatok és ductalis adenocarcinomdk
claudinexpresszidjinak 0sszehasonlitdsa immunhisztokémiai
¢és RT-PCR vizsgilattal

Az mRNS-expresszids analizis az immunhisztokémiai
reakciokhoz hasonld eredményeket adott. Az endocrin
daganatokra magas CLDN-3 és -7 expresszio jellemzd,
mig az exocrin ductalis adenocarcinomak magasabb
CLDN-1, -2 és -4 expressziot mutatnak. Az eltérés az
immunhisztokémiai reakcidk soran minden claudin
vizsgalatakor szignifikansnak is bizonyult.

Claudinexpresszio korrelicidja a progndzissal mucinosus
cysticus daganatokban

A CLDN-3 fehérje hianya a daganatok exocrin eredetét
bizonyitja. CLDN-1, -2, -4 és -7 fehérje kimutatasakor
immunhisztokémiai és RT-PCR vizsgalattal is maga-
sabb expressziot taldltunk az adenocarcinomakban
az adenomakhoz képest, de szignifikans eltérés
immunhisztokémiai modszerrel csak CLDN-4, RT-PCR
modszerrel CLDN-4 és -7 esetén mutatkozott.

Acinussejtes carcinoma claudinexpresszids mintizata

A daganat hisztoldgiai és immunhisztokémiai tulaj-
donsagai alapjan acinussejtes carcinomanak felelt meg.
Elséként ismertettiik a pancreas gyerekkorban kialaku-
16 acinussejtes carcinomajat, mely Cushing-szindromat
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okozott. Az acinussejtes carcinomaban a CLDN-1 és -2
jelenléte, valamint a CLDN-3 és -7 expresszidjanak hia-
nya a daganat exocrin eredetét tamasztja ala.

Kiilonbozd eredetii pancreasdaganatok és a pancreast alkoté
sejtek claudinexpressziés mintdzatinak dsszehasonlitdsa
és annak szerepe a differencidldiagnosztikdban

Vizsgalataink alapjan a pancreas endocrin daganatai-
ban, exocrin eredetli adenocarcinomakban, mucinosus
cysticus tumorokban és az acinussejtes tumorban a
claudinok expressziés mintazata karakterisztikus elté-
réseket mutat. A CLDN-3 jelenléte endocrin differencia-
cidra utal. Az exocrin eredetli adenocarcinomak és
cysticus mucinosus tumorok CLDN-1, -2, -4 és -7 pozi-
tivitast mutatnak, viszont az acinussejtes tumor csak
CLDN-1 és -2 pozitivitast mutatott.

KOVETKEZTETESEK /
U] MEGALLAPITASOK

1. A CLDN-1 és -4 mar ismert expresszidja mel-
lett ductalis sejtekben CLDN-2, -3 és -7, az aci-
nussejtekben a CLDN-3 és -7 fehérje jelenlétét iga-
zoltuk. Az endocrin sejtekben CLDN-3 és -7 fehérje
expresszidjat mutattuk ki.

2. Az endocrin daganatokban magas CLDN-3 és -7
expressziot, mig az exocrin tumorokban magas
CLDN-1, -2 és -4 expressziot talaltunk. Claudin fe-
hérjék expressziodjat elséként irtuk le endocrin daga-
natokban.

3. A CLDN-1, -4 és -7 fehérjék atmeneti expresszidja
a borderline mucinosus cysticus tumorok esetében
alatdmasztja a mucinosus cysticus daganatok szek-
vencialis kialakuldsanak elméletét.

4. Els6ként ismertettitk a pancreas gyerekkorban ki-
alakuld, Cushing-szindromat okozd acinussejtes
carcinomajat.

5. A CLDN-3 jelenléte endocrin differenciaciéra utal.
Az exocrin eredetli adenocarcinomak és cysticus
mucinosus tumorok CLDN-1, -2, -4 és -7 pozitivitast
mutatnak, viszont az acinussejtes carcinomaban csak
CLDN-1 és -2 jelent meg. A normalis pancreassejtek
claudinexpresszidjat is figyelembe véve megallapit-
hatjuk, hogy a CLDN-1, -2 és -4 fehérje a ductalis,
a CLDN-1 az acinaris, a CLDN-3 az endocrin
differenciaci6 biztos markere.

6.

Az emelkedett CLDN-4-expresszié adenocarcino-
makban és mucinosus cysticus tumorokban, vala-
mint az endocrin tumorokban észlelt magas CLDN-
3-expresszi6 e daganatok uj, célzott terapidjanak le-
het6ségét nyitja meg.

. A pancreastumorok claudinexpresszidjanak min-

=

—_

N

10.

11.

tazata felhasznalhaté a daganatok differencialdi-
agnosztikdjaban és segitséget adhat a dignitas el-
dontésében.
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