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A gastrointestinalis daganatok a daganatos haldlozdsok kozott az elsé tiz helyen dllnak a vildgon. Az
emésztérendszer daganatos és egyéb betegségeinek kialakuldsa egyiitt jar a sejtkapcsolatok, igy a tight
junction (T]) megvdltozdsdval. A T] gerincét alkotd claudin fehérjék (CLDN) a kiilonféle szovetekben elté-
16 Osszetételben és eloszldsban helyezkednek el, de jellemzdek az egyes szovetekre. 1. Vizsgdltuk a CLDN-
Osszetétel viltozdsait a nyeldcsd Barrett-metaplasidjaban és a talajan kialakult adenocarcinomdban. Ki-
mutattuk, hogy a normalis foveolaris hamhoz képest a CLDN2 és -3 fokozott expressziét mutat Barrett-
metaplasidban. Az adenocarcinoma CLDN2- és CLDN3-expresszidja fokozott a foveolaris hdmhoz és
a Barrett-metaplasidhoz képest. A Barrett-metaplasia és adenocarcinoma hasonld claudinmintdzata
tdmogatja a kettd dsszefiiggésérdl szolo elméletet. II. A CLDN2, -3 és -4 fokozott expressziot mutatott
a gyomor intestinalis metaplasidjdban, 0sszehasonlitva az antrum normadlis foveolaris hamjdval. A vé-
kony- és vastagbelek adenocarcinomdja fokozott CLDN2-expressziot mutatott a normalis hamhoz ké-
pest. A vastagbél-adenoma és -adenocarcinoma nem kiilonithetd el CLDN-mintdzat alapjin. A Barrett-
metaplasidnak és a gyomor intestinalis metaplasidjanak ill. a vékonybél normdlis hamjinak a CLDN-
rajzolata igen hasonld egymdshoz. I1I. Gyermekek coeliakids vékonybélmintdit vizsgdlva bizonyitottuk,
hogy a CLDN2 és -3 expresszidja a coeliakidban fokozott a normdlis kontrollhoz képest. A CLDN2- és
-3 szignifikdnsan fokozott expresszidja és a siilyosabb hisztoldgiai kép miatt a distalis duodenum alkal-
masabbnak tinik a diagnosztikus biopszids mintavételre. IV. A hdamsejtek mellett ldgyrészdaganatok
is tartalmaznak sejtkapcsolatokra jellemzd fehérjéket. Gastrointestinalis stromalis tumorokban (GIST)
és mds mesenchymalis daganatokban, igy angiosarcomdban, haemangiomdban, leiomyosarcomdban és
leiomyomdban kiilonbozd claudin fehérjék expresszdalddtak. CLDN2 minden daganatban kimutathato.
A CLDNT1 csak leiomyosarcomdban volt pozitiv. A leiomyoma csak CLDN2-t expresszilt. A GIST és
leiomyosarcoma CLDN2-, 3-, 4-, 5- és -7-expresszidt is mutatott. Az angiogén tumorok CLDN2- és
-5-pozitivak voltak. A CLDN-expresszids mintdzat jellemzdének bizonyult az egyes daganatokra. A
GIST és leiomyosarcoma kozétt a hasonlé CLDN-mintdzat felveti a hisztogenetikai kapcsolatot. Az el-
térd dignitdsii leiomiogén és angiogén daganatok kozott kiilonbség tehetd a CLDN-rajzolat alapjin is.
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Gastrointestinal tumors are highly ranked regarding tumoral mortality worldwide. The development
and progression of gastrointestinal (GI) diseases go hand in hand with the changes of tight junctions
(T]). Claudins (CLDN) are the main T] proteins, showing different expression by the different tissues,
with the expressed CLDN profile being representative. I. We explored the changes of CLDN expression
in Barrett’s esophagus and related adenocarcinoma. CLDN2 and -3 expression in Barrett’s esophagus
was higher than in normal foveolar epithelium. Adenocarcinoma showed higher CLDN2 and -3
expression compared with normal and Barrett’s epithelia. The similar CLDN expression profile of
Barrett’s esophagus and adenocarcinoma supports their sequential development. II. Gastric intestinal
metaplasia showed higher expression of CLDN2, -3 and -4 as compared with normal antral foveolar
mucosa. Tumors of small and large bowels exhibited higher CLDN2 expression when compared with
normal epithelia. Colorectal adenoma and adenocarcinoma could not be differentiated according to their
CLDN profile. Intestinal metaplasias of Barrett’s esophagus and stomach show similar CLDN profile
to small bowel epithelium. I11. Studies on duodenal mucosa in celiac disease in childhood demonstrated
CLDN? and -3 expression to be higher than in normal mucosa. The expression was significantly higher
in the distal part of the duodenum samples. This and the serious histological findings suggest that the
distal duodenum is more adequate for biopsy testing. IV. Beside the epithelial cells, mesenchymal tumors
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express intercellular junctional proteins. Expression of claudins in gastrointestinal stromal tumors (GIST)
and other mesenchymal neoplasia was also studied. The CLDN profile was found to be representative
to the individual tumor. GIST, angiosarcoma, hemangioma, leiomyosarcoma and leiomyoma showed
expression of various CLDNs. CLDN2 was detected in all entities. CLDN1, however, was found
positive in leiomyosarcoma only. Leiomyoma, on the other hand, expressed only CLDN2. GISTs and
leiomyosarcomas showed CLDN2, -3, -4, -5 and -7-expression. The angiogenic tumors revealed CLDN2
and -5 expression. The similar CLDN profile observable in GIST and leiomyosarcoma is suggestive of a
histogenetic relationship. Smooth muscle and vessel tumors of different dignity could also be separated
from each other based on CLDN profile. Gy6rffy H. Studies on claudins and prognostic factors in
gastrointestinal diseases. Hungarian Oncology 53:377-383, 2009
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BEVEZETES

A daganatos halalozasok kozott, sajnalatosan, elékeld
helyet foglalnak el a gastrointestinum daganatai a vi-
lagon, igy az elsé tiz hely kozott — a vezetd tidd-, ill.
emldérak utan — az emésztérendszeri tumorok allnak.
Magyarorszagon a daganatok incidencija és mortali-
tésa kiilonosen magas. Evente kb. 75 ezer rosszindulatt
daganatot fedeznek fel, amely lényegesen tobb a nyu-
gat-eurdpai, de a kdrnyezd orszagok eseteinél is. 1999 és
2003 kozott hazankban évente tobb mint 33 ezer férfi és
nd halalat okozta valamilyen daganatos betegség.

A nyel6csé-adenocarcinoma praemalignus elvaltoza-
sa a Barrett-metaplasia (BE), morbiditasa 18 megbetege-
dés 100 ezer lakosra vetitve. A nyel6csérakok elsdsor-
ban férfiakat betegitenek meg, a nemzetkdzi halalozasi
statisztikak 11. helyén allnak. A nyel6csé daganatainak
mintegy 26%-a adenocarcinoma (ACC), amely a fejlett or-
szagokban az utdbbi évtizedekben ndvekvé incidenciat
mutat. A gyomor intestinalis metaplasidja ugyancsak
rakel6tti elvaltozas. A vékonybelek hamtumorai igen
ritkak, csaktgy, mint a gastrointestinum falabdl kiindu-
16 stromadaganatok (GIST). A coeliakia el6fordulasa vi-
lagszinten 1/200-300 £6, hazankban 1%-ra tehetd, mely
betegség sok éves fennallasa soran a béldaganatok, koz-
tik lymphomak el6fordulasi valdszintiségét novelheti.

Az emésztérendszer betegségeinek kialakulasa-
val, progresszidjaval a hamsejtek morfologiaja mellett
a funkcié is megvaltozik. A koéros folyamatok soran a
sejtkapcsolatok is megvaltoznak, igy a tight junction
(T]), ill. az azt felépitd strukturfehérjék eltérései mutat-
hatok ki. A TJ gerincét alkotd claudin fehérjék (CLDN)
a kiilonféle szovetekben, elsdsorban a hamsejtekben,
eltéré Osszetételben és eloszlasban helyezkednek el,
ahogy azt az adott sejt elektromos rezisztenciaban és
paracellularis transzportban felvallalt szerepe igényli.
Jelenleg 24 CLDN-tipust kiilonitenek el emberben, de
bizonyos él6lényekben akar 50 eltéré CLDN is el6for-
dulhat. A kiilonféle funkcidt ellaté hamokban eltérd a
T] CLDN-0Gsszetétele. A sejtkapcsold fehérjéknek igen
fontos szerepiik van a gyomor-bélrendszer hamsejtje-
inek alapveté mukodésében. Tobb kutatasi eredmény
utal arra — mas szervrendszerekben is —, hogy bizonyos
betegségekben, igy daganatokban is kiilonb6zé tipust
CLDN-ok eltérései lathatéak. A CLDN3 és -4 a recep-
tora a Clostridium perfringens enterotoxinjanak (CPE),

mely a sejtek lizisét okozhatja. Kisérletes eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy a CPE a daganatok
célzott terdpidjaban is szerephez juthat, sét mar biztato
klinikai kutatdsok is folynak ez iranyban.

Bizonyos betegségek, kiiléndsen a daganatok kép-
z6désének patomechanizmusa — az intenziv kutatdsok
ellenére - sajnalatos médon szamos részletében nem
tisztazott. A karcinogenezisben a sejtkapcsolatoknak
jelentés szerepe van, melyre szamos adat utal. Kiilo-
nosen jelentds lehet a sejtkapcsolatok megvaltozdsa a
gastrointestinalis rendszerben, ahol mind a barrier-
képzésben, mind a permeabilitasban szerephez jutnak.

Alagyrészek szoveteiben, daganataiban a sejtkapcso-
16 fehérjék kevéssé vizsgaltak. Erekben és éreredetti tu-
morokban kimutattak a CLDNS5 jelenlétét. Alacsonyan
differencidlt sarcomdakban a claudin fehérjék jelenlétét
az epithelialis iranyu differenciaciéval magyaraztak.

Mindezek alapjan kezdtiik vizsgalni az egyes TJ-
fehérjéket, elsésorban a gerincet alkotd claudinok ex-
presszidjanak valtozasat a gastrointestinalis traktus
ham- és mesenchymalis Iézidiban.

CELKITUZESEK

A gastrintestinalis rendszer sejtkapcsolatainak valtoza-
sa donté az egyes megbetegedések kialakuldsaban és
progresszidjaban.

Feltételeztiik, hogy a sejtkapcsolatok, kiemelten a
tight junction gerincét képezé claudinok egyes tipu-
sai valtozé mértékben expresszalédnak az egyes nem
daganatos és daganatos gastrointestinalis megbetege-
désekben. Hipotézisiink szerint a claudinexpresszié
valtozasa Osszefiigg a megbetegedés elérehaladott vol-
taval, igy prognosztikus értékd.

A fentiek igazolasara a kovetkezd kérdésekre keres-
tlik a valaszokat, ill. a kdvetkezOket terveztiik vizsgalni.

Barrett-metaplasia (BE) és adenocarcinoma (ACC)

— A kiilonb6z6 claudinok expressziés mintazatat kivan-
tuk meghatarozni és ezek valtozasait BE-ben és ACC-
ben, 0sszehasonlitva azokat a normalis foveolaris mi-
rigyhdmmal.

— Claudinok expresszidjanak vizsgalata laphamcarci-
nomaban (SQCC) és normalis laphamban (SQ).
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Intestinalis metaplasia (IM),
vékony- és vastagbéltumorok

- Vizsgalni kivantuk, hogy az intestinalis irdanyu diffe-
rencialodasra (kehelysejtek megjelenése: intestinalis
metaplasia, bélham) milyen claudin fehérjék jellegze-
tesek, ezek milyen valtozasait talaljuk a daganatok-
ban a normalis szovetekhez képest.

— A dignitas terén eltéré tumorok &sszehasonlitasa a
vastagbélben.

Coeliakia

- Claudinok expresszidjanak valtozasa coeliakidban,
normalis vékonybélhammal 6sszehasonlitva.

— A vékonybél biopszias mintavétele helyének optima-
lis meghatarozasa, a vizsgalati id6 és a pszichés terhe-
lés csokkentésére.

— A claudinexpresszi6 jellegzetességeinek 6sszehason-
litasa a duodenum bulbusabol és distalis teriiletérdl
szarmazd mintak esetén.

— CD3-pozitiv intraepithelialis lymphocytak szamanak
meghatarozasa.

Gastrointestinalis stromalis tumorok

—Meg kivantuk hatarozni, hogy kimutathatdak-e
claudinok a GIST-ben. Osszehasonlitdsul bizonyos
szovettani, ill. immunhisztokémiai jellemzdkben ha-
sonlitdé angiosarcomat és leiomyosarcomat, valamint
ezek jéindulatu formait vizsgaltuk.

- Vizsgalni kivantuk, hogy a kiilonb6z6 dignitasu da-
ganatok kiilonboznek-e egymastol claudinexpresszio
alapjan.

— Az Amerikai Hadsereg Patoldgiai Intézetével (AFIP)
kooperacidban a duodenalis elhelyezkedésii lagy-
részdaganatokat vizsgaltuk. A korabbi mftéti pre-
paratumoknal nem volt mindig egyértelmtiien el-
donthetd, hogy leiomiogén daganatokrdl vagy valodi
GIST-ekrdl van-e sz6. Amiota a tirozinkinaz-inhibitor
gyogyszer, az Imatinib (Gleevec, Glivec, Novartis, Ba-
sel, Svajc) elérhetd a terapia részére, fontosnak tartottak
Ujraértékelni a mar egyszer diagnosztizalt gastro-
intestinalis , stromalis” daganatokat. Az anyaggyj-
tésben, -feldolgozasban és az adatok kiértékelésében
vettiink részt.

— GIST-ek el6fordulasi aranyanak, progndzisanak meg-
hatarozasa.

- c-Kit-mutacié kimutatasa.

ANYAG ES MODSZER
Vizsgdlati anyag

A felhasznalt vizsgalati anyagokat az 1. tdbldzatban 6sz-
szesitettiik.

1. tablazat. A felhasznalt vizsgalati anyagok

- Atlag-
Tanulmany Minta Es,et_ ]j:lﬁ_ életkor
szam évek ,
(év)

BE - ACC - SQCC SQCC3#46 25  48-75 60,6
(n=125) ACC34¢ 25  46-63 52

BE3#4¢ 25  58-67 632

Kontroll®*¢ 25425 15-75 554
IM - vékony- és vas- M40 5 61-84 70,6
tagbél-daganatok Vékonybél- 5  48-78 60,8
(n=45) ACC346

Vastagbél- 15 51-80 653

ACC340

Vastagbél- 20 49-84 66,7

adenoma3*®
Coeliakia Coeliakia® 33 2-17 6,4
(n=47) Kontroll 14 1729 226
GIST, AS, LS GIST2 13 46-80 676
(n=35) LS 12 27-49 482

AS' 10 27-95 65,8
GIST (AFIP) GIST” 156  10-88 56
(n=156)

SQCC=laphamcarcinoma, ACC=adenocarcinoma, BE=Barrett-
metaplasia, IM=intestinalis metaplasia, GIST=gastrointestinalis
stromalis tumor, LS=leiomyosarcoma, AS= angiosarcoma. Min-
tainkat a SE II. Patoldgiai Intézetének archivuma, a Orszagos On-
kol6giai Intézet! és az Allami Egészségiigyi Kozpont Patologiai
Osztalya? szolgaltatta. Egytittm(ikod6 partnereink a SE 1. Bel-
gyogyaszati Klinika®, I. Sebészeti Klinika*, I. sz Gyermekgyogy-
aszati Klinika®, Ferencvarosi Egészségiigyi Kozpont® és az AFIP
Lagyrészpatologiai Osztalya” voltak.

Modszerek
Hisztoldgia, hisztokémia

Az eltavolitott szovetmintakat 4%-os pufferolt forma-
linban fixaltuk 24 éran at, majd paraffinba agyaztuk.
A 3—-4 um vastagsagu metszeteken haematoxylin-eosin
(HE) festést, és bizonyos esetekben (BE és IM) alciankék
- perjoédsav-Schiff (PAS) reakciot végeztiink. GIST-eknél
az AFIP szbvettani laboratériuméban elkésziilt HE met-
szeteken a morfoldgia, kiterjedés, metasztazisok mellett
50 nagy nagyitasu latotérben (HPF) a mitézisok szamat
értékelték. A tumorméret és a mitézisok szama alapjan
6 prognosztikai csoportba kertiltek a GIST-ek.

Immunbhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgélatokra paraffinos
mintdkat hasznaltunk. Az CLDN2, -4 és -5 elleni
antitestek monoklonalisak, a CLDNI, -3 és -7 elleniek
poliklondlisak, nyulszérumbdl keriiltek izolalasra.
Az immunhisztokémiai vizsgalatokat 3-5 um vas-
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tagsagu metszeteken végeztiik. Antigénfeltaras utan
ametszeteket kiilonb6z6 higitasu els6dleges antitest-
tel inkubaltuk. A reakcié lathatova tétele standard
avidin-biotin peroxiddz technikan alapult (ABC
rendszer), kromogénként diaminobenzidint (DAB)
hasznaltunk. Valamennyi immunhisztokémiai vizs-
galatot a Ventana ES immunfest automatajaval vé-
geztiik (Ventana Medical Systems Inc, Tucson, AZ,
USA). A pozitiv sejteket 10 véletlenszeriien kivalasz-
tott latotérben szamoltuk, 100-100 sejtet vizsgaltunk
20x-os nagyitasu objektivvel. A standard értékelés-
hez pontrendszert készitettiink: 5=80-100%, 4=60—
80%, 3=40-60%, 2=20-40%, 1=5-20%, 0=<5%-nyi sej-
tet talaltunk pozitivnak.

A CD3 elleni antitestreakcid esetén az antigén-
feltaras megegyezik a fentebb leirtakkal. A pozitiv
sejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg harom la-
totérben, ezeknek szamtani atlagat vettiik szamitas-
ba. Az értékelés a bolyhok felszinén lathaté sejtek ko-
z0Ott tortént, olyan mdédon, hogy a bolyhokat forditott
,U”-ként felfogva, a szamolast csupan az 0sszekotd
szaron végeztiik.

Statisztikai értékelés: Shapiro-Wilk W-teszt, Mann-
Withney féle U-teszt, Kruskal-Wallis teszt.

A CD117 (c-Kit) kimutatasanal a feltaras utan az el-
sOdleges antitest higitasa 1:600 volt. A lathatéva tétel a
claudinoknal részletezettekkel egyezik. Csak olyan GIST-
eket vettiink figyelembe, ahol a c-Kit-reakcid pozitiv volt.
A jelen vizsgalatban a leiomyosarcoma és angiosarcoma
c-Kit immunhisztokémiai vizsgalata tortént meg.

GIST-eknél az AFIP laboratériumdaban az immun-
hisztokémiai vizsgalat 113 GIST-bél és 10 simaizom-da-
ganatbol késziilt. c-Kit (CD117), CD34, a-simaizomaktin,
desmin, CK7, CK18, CK19, neurofilament 68 (NF68),
glialis fibrillaris savanyu protein (GFAP) és S100 reakci-
ok kertiltek elvégzésre. A statisztikai analizis a Statview
statistical software (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA)
segitségével késziilt.

Immunfluoreszcens vizsgdlat

GIST, AS, LS esetén a reakcio helyének pontos meg-
jelenitésére CLDN2 és CLDN5 immunfluoreszcens
vizsgalatot végeztiink paraffinos blokkokbodl szar-
maz6 10 um vastag metszeteken. Az antigénfeltaras
a fentebb leirtakkal egyezik meg. A metszeteket az
elsédleges monoklonadlis antitesttel inkubaltuk. Ma-
sodlagos ellenanyagként IgG-konjugalt, anti-egér
Alexafluor 488-at hasznaltunk. A magok hattérfes-
tését és fedését DAPI-t tartalmazd fedd médium-
mal végeztiik. Az igy elkészitett lemezeket 1ézer-
scanning konfokdlis mikroszkdppal értékeltiik
(Nikon Eclipse E800 mikroszkép; BioRad Radiance
100 Laser scanning System és BioRad Lasersharp
2000 szoftver).

mRNS-expresszid vizsgilata

BE, ACC és FOV esetén CLDN2, CLDN3, CLDN4,
CLDNS5 és GAPDH mRNS kimutatasa valds ideji RT-
PCR vizsgalattal: 10-10 paraffinba agyazott ACC-, BE-
és FOV-mintat valasztottunk ki. A formalin-fixalt,
paraffinba agyazott szévetmintakbdl a teljes RNS
izolalasa a High Pure RNA Paraffin Kit-tel (Roche,
Indianapolis, IN, USA) tortént. A kivagott mintak mé-
retétdl fliggden 2-5 darab 5 um vastag metszeteket
tettiink Eppendorf-cs6be minden egyes blokkbdl. BE
és FOV esetében mikrodisszekcid is tortént a speci-
alizalt intestinalis metaplasia ill. a hengerhamsejtek
pontosabb kimutatasara. 16 éran at Proteinase K-val
emésztettiik a mintakat. Valamennyi tisztitas a gyar-
téi protokoll szerint zajlott. Felhasznalasig az RNS-t
minusz 80°C-on taroltuk. Ahhoz, hogy a paraffinos
mintakon megbizhatéan PCR-vizsgalatokat végez-
ziink, egy korabbi vizsgélat soran 6 kiilénb6z6 hosz-
szuisagu amplikont elemeztiink 6 primerpar segitsé-
gével. Az optimalis méret 100200 bazispar kozott
mozgott.

A teljes RNS-mennyiséget (500 ng) 42°C-on 50 perc
alatt irtuk at cDNS-sé random hexamereket felhasznal-
va a MulV reverse transcriptase (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével, RNase-inhibitor
(Applied Biosystems) jelenlétében. A kvantitativ valos-
idejt RT-PCR reakciét 2 ul cDNS-templattal (teljes volu-
men 25 pl) végeztitk ABIPrism 7000 szekvenciadetektalo
rendszerrel (Applied Biosystems). Az 0Osszes PCR
SYBRGreen alapt Mastermix-ben (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) zajlott. A primerszekvencidkat a 2. tdbldzatban
részleteztiik.

A munkamenet a kovetkezd volt: Kezdeti denatura-
las 95 °C - 2; denaturalas 95 °C — 20”; primerkot6dés
63 °C - 30”; szintézis 72 °C — 60”. Az utébbi harom fo-
lyamatot 40-szer ismételtitk. A termék homogenitasa-
nak ellendrzésére olvadaspont-analizist végeztiink 55—
95 °C-on, mely a termékek homogenitasat és a primer
specifikus kotédését is alatamasztotta. A mérések 96-
os plate-ekben, duplikatumokban torténtek a kontroll
génekkel parhuzamosan futtatott reakcioban. A PCR-
termékek méretének ellenérzésére a reakcidtermékek-
bdl 10 pl-t futtattunk 2%-os agardz gélen, majd etidium-
bromidos festéssel tettiik lathatéva az amplikonokat. A
valdsidejit PCR-adatok értékelése és statisztikai elem-
zése REST expresszios szoftverrel késziilt (www.wzw.
tum.de/gene-quantification), a GAPDH és $-actin volt
a referenciagén.

A GIST-angiosarcoma-leiomyosarcoma mintainkon
az RT-PCR hasonldan zajlott; CLDN2 és a CLDN5
mRNS-expresszidjat vizsgaltuk. Referenciagénként
GAPDH-t (amplikonhossz 97) hasznaltunk. A primer-
szekvenciadk a 2. tdbldzatban lathatoak.

GIST (AFIP): Molekularis genetikai vizsgalat tortént
az AFIP laboratériumaban 30 olyan esetbdl, ahol a ¢-Kit
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2. tablazat. Primerfrekvencidk

Forward Reverse
CLDN2 5-CTCCCTGGCCTGCATTATCTC-3’ (273-293) 5-ACCTGCTACCGCCACTCTGT-3" (344-363)
GI:9966780
CLDN3 5-CTGCTCTGCTGCTCGTGTCC-3" (732-751) 5-TTAGACGTAGTCCTTGCGTCGTAG-3’ (836-860)
GI:21536298
CLDN4 5-GGCTGCTTTGCTGCAACTGTC-3’ (741-761) 5-GAGCCGTGGCACCTTACACG-3’ (829-848)
GI:14790131
CLDN5 5-TTCCTGAAGTGGTGTCACCTGAAC-3’ (93- 5-TGGCAGCTCTCAATCTTCACAG-3’ (169-190)
GI: 38570041 116)
GAPDH 5 -CATTGACCTCAACTACATGG-3' (186-205) 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3" (287-306)
GI:7669491
B-actin 5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3’ (1031-1048) 5-GGGCCGGACTCGTCATAC-3’ (1157-1174)
GI:15928802

CLDN=claudin, GAPDH-= glicerilaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

(CD117) reakcid pozitiv volt. A c-Kit exon 9, 11, 13 és 17
mutaciok kimutatasa tortént PCR-reakcioval és direkt
szekvenalassal.

EREDMENYEK

Barrett-metaplasia

A BE claudinexpressziés mintazata a kontrollként al-
kalmazott foveolaris hamtdl (FOV) eltér, mivel a FOV
sejtjei nem adtak CLDN2 és -3 immunhisztokémiai re-
akciot. A BE mRNS-szinten tartalmazott CLDN2-t, mely
fehérjeszinten nem volt kimutathaté. A CLDN3 mar
fehérjeszinten is detektalhaté volt. A nyel6csé ACC-ja
viszont mind CLDN2-t, mind CLDN3-at expresszalt
fehérjeszinten is. A CLDNI és -7 immunhisztokémiai
reakci6 pozitiv volt, de nem mutatott szignifikans kii-
I6nbséget a FOV, BE és ACC kozott.

A laphamszoveteket 6sszehasonlitva a laphamcar-
cinoma szignifikansan magasabb CLDN1-expressziot
mutatott. CLDN2- és -3-expresszid alig, ill. nem mu-
tathaté ki; a CLDN4 és -7 azonban Kkifejezetten ex-
presszalddott, de nem volt statisztikai kiilonbség a nor-
malis lapham és a carcinoma kozott.

Intestinalis metaplasia (IM), vékony- és vastagbéltumorok

A CLDN2 mutatta a legmarkansabb eredményeket. Az
IM, a vékonybél kontroll-szovetek — a korabban vizsgalt
BE-hez hasonldan — alacsony mértékben expresszaltak
CLDN2-t, mig a vékonybél-ACC-k, ill. a vastagbél da-
ganatai esetén kifejezett CLDN2-expresszidt talaltunk.
A vastagbél normalis hamja nagyobb mennyiségi
CLDN2-t és 3-at expresszal, mint az IM, ill. a vékony-
bél normalis hamja, de nem olyan mértékben, mint a
béltumorok. A CLDN3-eredmények kovetik a CLDN2-
vel talaltakat. CLDN4, -7 esetén nem volt szignifikans
kiilonbség a vizsgalt mintak kozt. Az antrum FOV

pedig — a mar korabban értékelt — cardialis foveolaris
hammal megegyez6 claudinmintazatot mutatott.

A normalis vékonybélhdammal 0Osszehasonlitva a
vékonybél-adenocarcinomat, fokozott CLDN2- és -3-ex-
presszidt kaptunk. A vastagbél-adenoma és -adeno-
carcinoma csak CLDN2-expresszidban mutatott szig-
nifikdns eltérést a kontrollhoz képest. A vastagbél-
adenoma és az ACC-k kozott nem tehetd kiilonbség a
claudinexpressziojuk alapjan.

Coeliakia

A claudinok expressziés mintdzata eltéré volt a co-
eliakidban a kontroll szovetekhez képest. Szignifikan-
san emelkedett CLDN2- és CLDN3-expressziot talal-
tunk coeliakidban, mig a CLDN4 nem valtozott érdem-
ben.

Eredményeinket a lokalizacié szempontjabdl kiérté-
kelve azt talaltuk, hogy a distalis duodenum a megfele-
16 hely a biopszias mintavételre.

A CLDN2 és -3 valamennyi coaliakids esetben a
distalis duodenumban mutatott szignifikdnsan foko-
zott expressziot a kontroll esetekhez hasonlitva.

A CD3-pozitiv intraepithelialis lymphocytak (IEL)
szamanak szignifikans emelkedését talaltuk coeliakias
betegekben. Az intraepithelialis lymphocytdk sza-
mat tekintve szignifikans eltérést nem taldltunk a
két mintvételi hely kozott, de a lymphocytak sza-
manak emelked$ tendenciajat észleltitk a distalis
duodenumban.

Gastrointestinalis stromalis tumorok

Azosszehasonlitottlagyrészdaganatok tobbféle claudint
expresszaltak. CLDN1 kizarolag leiomyosarcoméban
volt kimutathaté. CLDN2 valamennyi tumorban meg-
jelent. A leiomyomdk csupan CLDN2-t expresszalnak.
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GYORFFY

CLDNS5-expresszio legkifejezettebben az érdagana-
tokban jelent meg, szignifikans kiilonbséget talaltunk
az angiosarcoma €s leiomyosarcoma, ill. GIST kozott.
A leiomyosarcomaban és GIST-ben CLDN2, -3, -4, -5
és -7 is el6fordult. CLDN2 immunfluoreszcens reak-
ciéval intracellularis elhelyezkedést mutattunk ki a
GIST-ben és leiomyosarcomaban, de angiosarcomaban
a granularis jelleg mellett a plazmamembran kozelébe
lokalizalodé reakciot kaptunk. CLDN5-reakcié minden
tumorban a sejmembranhoz kotott, linedris volt. CLDN2
és -5 esetében mRNS-expressziot is kimutattunk.

A kilonbozé dignitasu daganatoknal a leiomiogén
tumorok mutattak eltérést, mely szerint a joéindulata
formaban csupan CLDN2-t tudtunk kimutatni, mig a
sarcoma CLDNI, -2, -3, -4, -5 és -7 expresszidt is mutat.

Az angiogén daganatok dignitastol fliggetlentil
CLDN2-t és -5-6t expresszaltak. Az angiosarcomaban a
CLDNS5 erételjes expressziot mutatott, a haemangiomaban
alacsonyabbat, de nem szignifikansan kiilonbozét. A
CLDN2-expresszid viszont az angiosarcomaban volt gyen-
gébb, mint a haemangiomaban.

GIST (AFIP)

A vizsgalt 167 tumor koziil 156 GIST-nek bizonyult a
c-Kit-reakcié pozitivitasara alapozva. A méreteket és
az osztddasi potencialt figyelembe véve rosszabb prog-
noézisuak, igy kedvezétlen tulélési adatokat mutatnak
azok a stromatumorok, ahol a méretek nagyobbak és
5/50 hpf (=nagy nagyitasu latotér) feletti osztédo ala-
kot talaltunk. Szignifikans rizikéfaktor a fentiek mel-
lett a koagulacids nekrozis, az epitheloid sejtalakok, a
hyalinos ér-occlusio és a mucosa infiltracidja is.

Az értékelt GIST-ek 43%-aban c-Kit — exon 9 és 11 -
mutdciot igazoltak az AFIP laboratériumaban.

UJ] MEGALLAPITASOK

Barrett-metaplasia — adenocarcinoma

— A normadlis foveolaris hamhoz képest a Barrett-
metaplasia fokozott CLDN2- és CLDN3-expressziot
mutatott. A Barrett-metaplasidban a CLDN2 csupan
mRNS-szinten expresszalédott.

— A nyel6cs6 adenocarcinomaja mind a foveolaris ham-
hoz, mind a Barrett-metaplasidhoz képest emelkedett
CLDN2-t és CLDN3-at expresszalt fehérje- és mRNS-
szinten.

Coeliakia

— Coeliakids betegek vékonybélhdmjaban, melyben
gyulladdsos és regeneracids korfolyamatok is jelen
vannak, a kontroll szévetekhez képest szignifikansan
emelkedett CLDN2-expressziét detektaltunk.

—Immunhisztokémiai eredményeink alapjan meg-
hataroztuk, hogy a distalis duodenumban szignifi-

kansan magasabb a CLDN2 és -3 expresszidja, mint
a bulbusban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
vékonybél-boholyatrophiakban a distalis duodenum
a megfelel6bb célpont a mintavételezésre, a biztos di-
agndzis és sulyossag meghatarozasara.

Gastrointestinalis stromalis tumorok

— A vizsgalt lagyrészdaganatok tobb claudint valtozo
erésséggel expresszalnak.

— CLDN2 a jo- és rosszindulatt ér- és simaizom-tumo-
rokban és a GIST-ben is jelen van.

— A GIST-ekben CLDN?2, -3, -4, -5 és -7 is el6fordult.

- Az angiogén tumorok dignitastol fliggetleniil CLDN2-t
és -5-0t expresszalnak.

— Leiomyomaban csupan CLDN2-t tudtunk kimutat-
ni, a leiomyosarcoma ellenben CLDN], -2, -3, -4, -5 és
-7-et is expresszalt, ha kis mennyiségben is.

— Immunfluoreszcens reakcioval a CLDN2 intracel-
lularis elhelyezkedését mutattuk ki a GIST-ben és
leiomyosarcomaban, deangiosarcomabanagranuldris
jelleg mellett a plazmamembran kozelébe lokalizalo-
do reakciot kaptunk. A CLDN5-reakcié minden tu-
morban a sejmembranhoz kotott, linearis volt.

KOVETKEZTETESEK

— A Barrett-metaplasidban és nyel6cs6-adenocarcinoma-
ban - els6ként — kimutatott fokozott CLDN2 mRNS- és
CLDN3 fehérje- és mRNS-expresszid a két elvalto-
zas kozotti Osszefliggésrdl szolod elméletet tdmasztja
ald. Az eredmények demonstraljak, hogy a Barrett-
metaplasia és a foveolaris ham eltérései a T] moleku-
laris megvaltozasaval jarnak és feltételezhetéen a ham
dysplasids, daganatos elvaltozdsaiban szerepiik van.

- Els6ként igazoltuk, hogy coeliakidban a CLDN2
expresszidja fokozott a normadlis hamhoz képest. A
distalis duodenumban szignifikdnsan fokozottabbak
a CLDN2 és -3 expresszidjanak eltérései a bulbushoz
és a normalis kontrollhoz képest. Ennek és a distalis
duodenumban a hamon beliili lymphocytdk szdma-
nak emelkedd tendencidja alapjan biopszia vételének
optimalis helye is a mély duodenumban jel6lhetd ki.

— Az antrum és a kordbban vizsgdlt cardia foveolaris
hamjdnak CLDN-mintdzata hasonlo, nem expresszal
CLDN2-t. A gyomor intestinalis metaplasidja és a
vékonybél hamja hasonldéan viselkedik a Barrett-
oesophagus intestinalis metaplasidjahoz, miszerint
a foveolaris hamhoz képest fokozottan expresszal
CLDN2-t és -3-at. Az intestinalis metaplasidkban
és a vékonybél normadlis hamjaban észlelt claudin-
expresszios jellegzetességek felvetik a CLDN2 és -3
szerepét az intestinalis irdnyu differencialédasban.

— A lagyrésztumorok és GIST tobb féle claudin fehérjét
tartalmaznak, és e claudinrajzolat jellemzé a vizsgalt
lagyrésztumorokra. A GIST és LS CLDN-expresszios
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mintazatanak hasonldsaga a két daganat kozot-
ti hisztogenetikai kapcsolatot veti fel. A kiilonbozd
dignitast angiogén és leiomiogén daganatok kozott
kiilonbség tehetd a claudinexpressziés mintazatuk
alapjan is.
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