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1.Bevezetés

A vesesejtes rdk (RCC) Kklasszifikicigja hagyoméanyosan a hematoxilin-eozinnal
megfestett szovettani metszetek mikroszkopikus képén alapszik. A sejtek citoldgiai
variabilitasan és novekedési formajan alapuld osztalyozasok utan a 80-as évek végén és
90-es évek elején egy paradigmavaltas tortént: az osztalyozast a tumorokban eléforduld
specifikus kromoszéma eltérésekre alapoztik (Kovacs, 1993 ab). A Heidelbergi
klasszifikaci6 a tumor-specifikus genetikai eltérésekre alapul, amik biztonsaggal
azonositjak a kiilonb6z0 vese tumorokat, még akkor is, ha szoOvettanilag nem
egyértelmiien korismézhetok (Kovacs et al., 1997). A papillaris vesetumorokra
szOvettanilag heterogén megjelenés jellemzd, azonban jol definidlt kromoszomalis és
genetikai elvéltozdsokat mutat. A carcinogenezis sordn elsOként a 7-es és a 17-es
kromoszoma tri-, illetve tetraszomidja jelenik meg, ezt kovetheti az Y kromoszéma
elvesztése. KésObb a 3q, 8-as, 12-es, 16-as és a 20-as kromoszOma triszOmidja is
megjelenhet, ami az agresszivabb viselkedésé daganatok irdnydba vald progresszidt
jelezheti (Kovacs 1993a, Szponar et al., 2009). Ezeknek az eredményeknek kiilonos
jelentdsége van a mai WHO osztalyozas tiikrében, ahol a papillaris adenoméat és
karcinomat a tumorok mérete alapjan kiilonitik el, azaz papillaris tumorok 15mm alatt
adenoméanak folotte karcindmanak korisméznek (Moch et al.,, 2016). A papilléris
adenoma és karcindma azonossagat igy elismerik, hiszen csak a méretiik kiilonb6z6. A
WHO és ISUP aéltal javasolt 15 mm-es hatir (amelyet néhany éve még 5 mm-ben
hataroztak meg) alkamazasa esetenként téves prondzis becsléshez vezet a papillaris vese
tumorok bioldgiai-klinikai tulajdonsdganak megitélésénél. A papillaris vesetumor
eredetérdl kétféle elképzelés van. A WHO és ISUP (International Society of Urological
Pathologists) szerint a papillaris veserdk, a konvenciondlis veserdkhoz hasonldan, a
felnottkori vese differencidlédott tubulusainak hamsejtjeibdl alakul ki (Moch et al.,
2016). A masik elképzelés szerint a papillaris vesetumor hisztoldgiailag pre-
neoplasztikus 1ézi6-adendma-karcinoma szekvenciat mutat (Kovacs, 1993 a,b), ahol
azonban az éles hatir az adenoma és karcindma kozott nem htizhaté meg, igy a
malignitds meghatarozasa differencidldiagnosztikai nehézséget jelent. A specifikus
citogenetikai/DNS elvaltozasok kimutatasan kiviil nincs més olyan eszkoz a keziinkben,

amellyel az adenomat és karcindmat meg tudjuk kiilonboztetni.
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2. Célkituzés

Hipotézisiink szerint a papillaris vesetumor nem, vagy csak részben differencialodott
perzisztilé embriondlis sejtcsoportokbdl indul ki, és ennek megfeleléen egy pre-
neoplasztikus  1ézi6-adendma-karcinoma fejlédési  szekvenciat mutat. Korabbi
eredmények azt mutatjak, hogy a papillaris vese tumorok korai fejlodési szakaszaban
megjelend, altalanos genomikus eltéréseknek (triszomia 7 és 17 és az Y kromoszoma
vesztése) és a hozzajuk kapcsolodd gének iddben és térben megvaltozott
expresszidjanak jelentds szerepe van az embriondlis sejtek differencialodasi zavardban
és igy a pre-neoplasztikus 1éziok majd feln6tt korban a papillaris vesetumor
kialakulasdban. A munka célja az, hogy a papillaris veserdkra jellemzd kezdeti
kromoszomalis elvéltozasokhoz kapcsolodd gének kifejezddését fotilis vesékben, a
papillaris vese tumorokhoz tarsuld, tobbnyire mikroszképos méretii pre-neoplasztikus
1éziokban és nagyszamu papillaris vesetumort tartalmaz6 tissue microarray-n
kimutassuk, €és igy a kozos génexpressziOk azonositdsaval alatimasszuk a papillaris
vesetumor embriondlis eredetét és igazoljuk a papillaris vesetumor megkiilonboztetd

bioldgiai és klinikai viselkedését.

3. Vizsgalati anyagok és modszerek

3.1. Szovetmintak

Az RNS alapi vizsgélatokra a friss fotalis veséket a Pécsi Tudoméanyegyetem
Nogyogyaszati Klinikdjan gytjtottiik, ezeket a feldolgozasig TRIzol-ban —80 C-on
taroltuk. Hasonléan a MET muticiéhoz kotddd orokletes normal vese és vese tumor
prekurzor 16zi6 mintakat (HD1651) TRIzol-ban fagyasztva taroltuk. Az oOrokletes
esetbdl szarmazd tumor mintadkat az RNS vizsgalatokhoz biztositott anyag biztositasa
utan 4%-os formaldehidben fixaltuk és rutin szdvettani feldolgozisnak vetettiik ala.

A prekurzor 1€zi6k €s papillaris vesetumor kozotti Osszefiiggés vizsgalatara 15 papillaris
vesetumor valamint 15 konvencionélis veserak miatt eltavolitott vesét a tumor diagndzis
biztositasa utan teljes mértékben, tobb szaz paraffin blokkban feldolgoztunk. Minden
blokkbdl tébb hematoxilin eozin (HE) festett metszet késziilt, amelyekben mikroszkép

alatt prekurzor 1ézidkat kerestiink.



A papilléris vese tumorok vizsgalatara a Pécsi Egyetem Uroldgiai Klinikan 2000 januér
€s 2014 december kozott radikalis vagy parciélis nephrectomian 4tesett betegek tumorai
koziil valogattuk ki a papillaris vesetumornak koérismézett eseteket. A paraffin
blokkokat, és HE festett metszeteket a Pécsi Egyetem Patoldgiai Intézete bocsajtotta
rendelkezésiinkre. A szovetmintak gytijtését és feldolgozasit a PTE AOK Etikai
Bizottsag engedélyének birtokdban végeztiikk (Etikai engedély szama: 5343/2014). A
szovettani diagn6zis minden esetben uropatoldgus (K.Gy.) altal feliilvizsgalatra keriilt a

heidelbergi klasszifikacids rendszernek megfeleléen (Kovacs et al., 1997).

3.2. A MET tirozin kinaz domén mutacio analizise

A MET tirozin kindz domén 16, 17, 18, és 19 exonjat amplifikaltuk (Fischer et al.,
1998). A PCR termékeket IR800 és IR700 jelolt primerrel szekvenéltuk
Thermosequenase Cycle Sequencing kit segitségével (Amersham Pharmacia, Freiburg,
Germany) a gyartd utasitisai szerint. A jelolt PCR terméket mindkét iranybdl kettds
lézer detektoros LICOR Long Readlr 4200 szekvenalé géppel (MWG-Biotech,
Ebersberg, Germany) a BaselmagelR software csomag segitségével vizsgaltuk A
muticiok kimutatdsara osszehasonlitottuk az igy kapott szekvencidkat a vad tipusu

szekvenciaval (J02958).

3.3. A 19-es exon mutaciéo SSCP (Egyszali DNS Konformaciés Polimorfizmus)

vizsgalata

A genomikus AC004416 MET szekvencia felhasznilasdval az exon 19 melletti
régidhoz kapcsolddo primerokat készitettiink, amelynek segitségével egy olyan 198bp
fragmentumot tudtunk amplifikdlni, melynek ko6zépsdé része tartalmazta az A3954C
muticiét. Kombinéltuk a K2d (nt:24839-24860) “cca cgg gta ata att ttg tcc” intron
primert a Klr (nt:25019-25036) “cca cat ctg act tgg tgg tgg” primerrel, ami az exon 19
3’ végén taldlhat6. A 20 pl PCR-reakcié 100 ng DNS-t, 200 uM dNTP-t, 1,5 mM
MgCl%-t, mindegyik primerbdl 2 pmol-t (a K2d radioaktivan jelslt) és 0,5 ng Tag-
polimerazt tartalmazott. 2 percig tartd kezdeti denaturalast hajtottunk végre 94 ° C-on,
ezt 27 ciklus kovette (30sec 94C-on, 30sec 55C-on és 40sec 72C-on). A végso fazis 5
percig tartott 72 ° C-on. Minden PCR-reakci6hoz 20 pl futtatépuffert, 2 ul 1M NaOH-t



€és 2 ul 20 mM EDTA-t adtunk. A mintékat 2 percig 94 °C-on denaturaltuk, majd 3 pl —t
10%-o0s glicerolos MDE gélre toltottik. Az elektroforézist 6 W-on allando
homérsékleten, éjszakan keresztiil végeztiik. Ezt kovetden a gélt megszaritottuk és egy

éjszakan at rontgenfilmre exponaltuk.

3.4. A mutalt és a vad tipusi MET RT-PCR analizise

Gyorsfagyasztott szovetmintakbol, vagy sejtkultirakbol TRIzol (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Germany) segitségével RNS-t izolaltunk a gyart6 utasitdsa szerint. A cDNS
elsé szalanak szintézisét 2ug teljes RNA mintabol, Superscript Il reverz transzkriptaz
(Invitrogen) felhasznalasaval a gyartd protokollja alapjan végeztiik el. A valds idejii
PCR reakciot a DNA Engine Opticon rendszerrel (MJ Research Inc., Watertown, USA),
Platinum SYBRGreen qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) végeztiik el, kontrolként [
aktint hasznaltunk. Az Osszes reakciot kétszeresen hajtottuk végre, a végeredményeket a
két reakcio eredményeibdl atlagolva kaptuk.

A 3.2-34 pontban felsorolt vizsgalatok a Heidelbergi Ruprecht-Karls Egyetem
Molekularis Onkolégiai Laboratériumaban torténtek tudoményos egylittmiikodés

keretében.

3.5. Tissue microarray (TMA) készitése

A TMA készitéséhez paraffinba dgyazott szovetmintakat hasznaltunk fel. HE metszetek
részletes kiértékelésével valasztottunk ki megfeleld mintavételi helyeket. A blokkokbdl
Manual Tissue Arrayer (MTA1, Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, USA) eszkozzel
0,6 mm atméréjii szovethengereket vettiink ki. Papillaris vesetumorokat, és a festés
ellendrzéséhez fotalis veseszovetet és felndtt normél veseszovetet is felhasznaltunk a
tissue microarray (TMA) készitéséhez. Eltér6 morfologidju és gradusu részeket
tartalmaz6 tumorokbdl tobb mintét vettiink. Az igy kivalasztott mintdkat egy kombinalt
paraffin blokkba helyeztiik, igy akar 150 kiilonb6z6 minta is vizsgalhatd egy

mikroszkopos metszeten.



3.6. Immunhisztokémia

Az immunhisztologiai vizsgalatokra fotalis és felnOttkori veséket, pre-neoplasztikus
1ézidkat tartalmazéd szovetmintdkat és papillaris vesetumorokat tartalmazé TMA-t
hasznaltunk fel. A sorozatmetszetekben késziilt 4 um vastagsagu lemezeket alacsony

forraspontu paraffinba méartottuk az epitdp megorzésére.

A paraffinba martott metszeteket xilollal deparaffinaltuk, és leszallé etil-alkohol
sorozatban rehidraltuk. Az antigén feltarast 10 mM nétrium-citrat pufferben (pH 6,0)
torténd forralassal értiikk el, a 2100-Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amszterdam,
Hollandia) késziilék segitségével. A nem specifikus kotohelyek és az endogén peroxidiz
aktivitds blokkoldsa normél 16 szérummal kevert (1%) hidrogén peroxidban (0,3%)
tortént szobahdmérsékleten 10 percig. Ezutdn a metszeteket a primer antitesttel fedtiik
le, és nedves kamrdban inkubaltuk egy éjszakan keresztiill 4°C-on. A felhasznalt
antitestek jegyzékét az 1. tdblazat tartalmazza. Harminc percig torténd HRP konjugélt
anti nydl masodlagos antitest (DAKO) alkalmazisat kovetden az eldhivas AEC (3-
amino-9-etilkarbazol) szubsztrit segitségével tortént, majd a metszeteket Mayer
hematoxilinnel festettiik. A kiértékelést Leica LaborluxS mikroszkdppal végeztiik a

fotokat Leitz DMRBE mikroszképra helyezett ProgRes C14 kameraval készitettiik.

Antitest Eredet Termékkod Puffer pH Higitas
anti-HNF1B nyul HPA002083 citrat pH 6.0 1:200
anti-MET nyul SC-12 citrat pH 6.0 1:100
anti-KRT17 nyul PA5-29919 citrat pH 6.0 1:200
anti-PCDHI11Y nyul PAS5-38781 citrat pH 6.0 1:50

1. Tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalatok sordn hasznalt antitestek



4. Eredmények

4.1. A papillaris pre-neoplasztikus 1ézi6k gyakorisaga és szovettana

A kiilonboz6 tipusud veserdkot tartalmazéd vesék teljes feldolgozasa sordn tobb sziz
metszetet néztiink at a feltételezett pre-neoplasztikus 1€zidk felismerésére. Amint az
elozetes megfigyelésekbdl varhaté volt, a papillaris vese tumort hordozé vesékben
talaltuk meg a legtobb mikroszkopos méretli, néha 1-2 mm atmérdjli tubulo-papillaris
1ézidkat. 15 papillaris vesetumort hordoz6 vesében éatlagosan 42 1€zi6t figyeltiink meg.
Ezekben a kis ,,kék” sejtektdl a magasabb hammal boritott papillaris struktirakig
minden dtmenet megtalalhat6 volt. Ez a fokozatos atmenet a ,,kis” sejttdl a ,,nagy” sejtig
utdnozza az embrionalis vesefejlodés differencialodasi fazisait, azaz tubuléris epithel
kialakulasat metanephrogén blasztémabol. Egyes szubkapszularis 1€zidk regressziv
valtozason mentek keresztiil, ami a stroma fibrozisat, az epithelidlis sejtek regresszidjat
és elmeszedését jelentheti. A konvenciondlis veserdkot tartalmazé vesékben csak
atlagosan 0.4 1éziot figyeltink meg, mig a vese onkocytoméval atlagban 0.8 1€zi6
tarsult. A kromoféb veserak mellett egyetlen esetben sem taladltunk tubulo-papillaris
prekurzor 1€ziét (2. tablazat). Egy korabbi, herediter papillaris tumort feldolgozé
tanulmanyban vesénként tobb, mint 1000 pre-neoplasztikus 1€ziét talaltak (Ornstein et

al., 2000).

Tumor tipusa PNL/vese
Konvencionalis veserak 0.4
Kromofob veserak 0.0

Vese onkocytoma 0.8
Sporadikus papilléris veserdk 42.0
Familiaris papillaris veserak >1000*

2. Téblazat. Mikroszkopikus prekurzor 1éziok (PNL) szdma tumoros vesében (*Ornstein

et al. 2000)



4.2. A papillaris vese tumorok szovettani heterogenitasa

A papillaris vese tumorok szovettani képe nagyfokid heterogenitist mutatott. A
papillaris tumorok sok esetben hasonld szovettani képet mutattak, mint az azonos
vesében talalt pre neoplasztikus 1€zidk legnagyobb része. Sok esetben azonban egyetlen
tumoron beliil is megfigyelhetd volt a tumor sejtek novekedési forméjanak a
heterogenitasa. A jOl differencialt, tisztan papillaris novekedésli tumor szabdlytalan
stroman iil0 kozepes gradusu sejteket mutatott, masik teriileten vilagossejtes papilléris
novekedés valamint kromofdb veserdkra emlékeztetd szerkezetek voltak felismerhetdk.
Idonként szabalytalan papillaris stroméan iil6, magas eozinofil sejtekbdl all6 tumort
figyeltiink meg, amelyek sejtmagja a sejtek felszinén helyezkedett el. Ugyanez a tumor
mas teriileteken tobbmagsoros hammal boritott papillakat és cisztikus struktirikat
mutatott. Egy esetben a tobbmagsoros magas, bazofil sejtes primer tumor nyirokcsoméd
attétében kissejtes forma fordult el6. A papillaris vese tumor, amennyiben jol
differencialt kis sejtekbdl all, az évek soran nagyobb meéretet is elérhet és vastag falu
cisztaként korismézhetd. Azonban évek utan szarkomatézus atalakulds mehet végbe,
amely a gyors lefolyasu és a beteg halalat okozza.

A bemutatott példdk diagndzisat minden esetben kromoszéma vizsgédlat vagy array-

CGH segitségével biztositottuk.

4.3. A kromoszoma 7 duplikaciéja és a MET alteracija familiaris vesetumorban

A MET tirozin kindz receptor szerepének igazoldasara médunkban allt egy csirasejtes
MET mutéaciét hordoz6 37 éves férfi multiplex tumoranak vizsgalatat elvégezni. A MET
szekvenaldsa soran egy kontroll, vad tipusi vese mintdhoz képest a betegnél mind a
normadlis veseszovetben €s tumorokban egy A-C mutacidt talaltunk. Mutécié specifikus
primerek segitségével kimutattuk, hogy a beteg nem tumoros vesesejtjeiben és a
tumorokban a vad tipusi €s muticidét hordozé allél is kifejezddott. SSCP vizsgalat
egyértelmiien megmutatta, hogy minden egyes tumorban a muticiét hordozé allél

duplikalodott.



4.4. A MET Kkifejezodése fotalis vesében, pre-neoplasztikus 1ézioban és papillaris

vese tumorban

Immunhisztokémiai vizsgélattal MET expressziot lattunk a fotalis vesében az
ureterbimbdban, a cap metanephrikus mesenchymaban (CMM), a kialakul6 vese
vezikuldban (comma shape body, CB) valamint az S-forma disztalis kompartmentjében.
Ezt a kifejezett expresszidt megtartottak csirasejtes MET-muticidhoz tarsuld papillaris
prekurzor 1€zidk csak gy, mint azok, amelyeket sporadikus papillaris veserdk kapcsan
figyeltiink meg. Felnottkori vesében csak a disztalis vese csatorndkban fordult el6 MET
immun-reakcid. A vizsgalat sordan 76 papillaris vese tumor koziil kozepes intenzitasu

MET expressziot talaltunk 43 esetben (56,6%).

4.5. A 17-es kromoszoma duplikacidjahoz és amplifikaciojahoz tarsulo HNF1B

kifejezodése fotalis vesében, prekurzor 1ézioban és tumorban

Figyelembe véve a 17-es kromoszéma duplikaciéjat, megvizsgaltuk a HNFIB (TCF2)
transzkripcios factor kifejez0dését ugyanezen szoveti anyagon. Fotalis vesében az ureter
bimb6 végén valamint a komma- és S-forma disztalis kompartmentjében, valamint a
differencialodé disztalis tubulusokban volt erds immun-reakcid, mig a proximalis
tubulusok €s Henle kacs sejtjei csak gyenge sejtmag pozitivitast mutattak. Mind a MET
mutacidhoz tarsul6 mind a sporadikus esetekbdl szdrmazé PPL erdteljes sejtmag
pozitivitast mutatott a HNF1B antitesttel. A felndttkori vesében a proximalis és disztlis
tubulusokban figyeltiink meg gyenge sejtmag pozitivitast.

A papilléris vese tumorok 75%-a (n=57) mutatott pozitiv sejtmag festddést a HNF1B
antitesttel. Pozitiv reakcid volt megfigyelhetd mind a szolid és papillarisan novekvo
tumorokban is. A pozitivitds sokkal er6sebb volt a papillaris vese tumorok periférias,
u.n. novekedési zondjaban, €és sok esetben a tumor kozepén csak elvétve lehetett egy-
egy tumorsejtben magfestést latni.

A MET és a HNFIB gén ko-expresszidja 76-bol 32 esetben (42,1%) volt
megfigyelhetd. A MET és HNF1B szerepére a papillaris vese tumorok kialakuldsanak
korai szakaszara utal az a megfigyelés, hogy mig a prekurzor 1éziokban mindkét gén

kifejezett expresszidja volt megfigyelhetd, addig a tumorok centralis részein az immun-
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pozitivitas altalaban gyengébb volt, mint a tumor sz€li részén, az u.n. proliferacios

zOnaban.

4.6. A 17-es kromoszoma duplikacidjahoz tarsulé KRT17 kifejezodése normal

vesében, prekurzor léziéban és papillaris vesetumorban

A KRT17 elsOként a fotalis vesében az ureterbimboban és a gylijtdcsatornaban jelenik
meg. Az ureterbimbd végénél az S-alaku test disztalis részéhez csatlakozva lattunk
gyenge festddést, de a jel a medullaris gylijtdcsatorna mentén a vesepapilla irdnyaba
er6sodik. A gyljtocsatorna és az ureterbimbd sejtjeinek mindegyike festddik, ami
megfelel a fotalis sejtek proliferdcids allapotanak. A felndtt vesében, az Osszekotd
csatorndban membran-attenualt és szelektiv (a sejtek tobbsége, de nem minden sejt)
festodést mutat. A medullaris gytijtécsatorndk sejtjeinek tobbsége hasonld szelektiv
festodést mutat. A KRT17 pozitiv sejtek vélhetden a principélis sejtek az 6sszekotd
csatorndkban és gylijtdcsatornikban.

A KRT17 expressziojat papillaris vesetumorokban egy 151 daganatos mintat tartalmaz6
TMA segitségével vizsgéltuk. Ezen kiviil 17 sporadikus papillaris vesetumor mellett
jelentkezd papillaris prekurzor 1€zidt vizsgéltunk, ezek kozott 8 olyat, ahol a betegnél
ismert volt germ line MET mutaci6. A KRT17 mind a 17 vizsgalt 1-3mm-es papillaris
1ézidban kifejez6dott. A 151 vizsgdlt papillaris vesetumor koziil 116 esetben diffuz
citoplazmatikus festddést észleltiink, ami a membran alatti részeken kifejezettebb volt.
felszinén, néhol erds membrian pozitivitassal. A papillaris vese tumorok Osszesen
76,8%-a (n=116) bizonyult pozitivnak KRT17 immunhosztokémia soran, fiiggetleniil a

sejtek méretétdl, amit I-es tipusuy, II-es tipusu és kevert tipusuként is klasszifikalnak.

4.7. Az X és Y kromoszoma elvaltozasa papillaris vese tumorokban

4.7.1. Az Y kromoszoma vesztése familiaris papillaris vesetumorokban

Az Y kromoszéma vesztését papillaris vesetumorokban mar kordbban kimutattdk mind
kromoszéma, Southern-blot és BAC-array vizsgélatokkal (Kovacs et al., 1994; Szponar

et al.,, 2011). A fentebb targyalt familiaris papillaris tumor miatt vizsgalt egyénnél, a
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multiplex tumorok és pre-neoplasztikus 1€ziok részletes genomikus vizsgalata soran
mind a kilenc 1ézioban eldéfordult a 7-es és 17-es kromoszoémak duplikacidjara utald
DNS elvaltozas. Ezenkiviil egy tumorban a 10-es kromoszéma és két tovabbi tumorban
a 12-es kromoszoma duplikaciéja fordult eld. Ezek az eredmények egyértelmiien
igazoljak a papillaris vese tumor diagndzisat. A tézisben targyalt, a papillaris
vesetumorokban el0szor megjelend, alapvetd genetikai elvaltozasok szempontjabol

fontos elvaltozas volt tovabbi az Y kromoszéma hianya.

4.7.2. A PCDH11XY gén kifejezédése fotalis vesében, pre-neoplasztikus 1éziokban

és papillaris vesetumorokban

Kordbban az Ypl1.2 régidhoz lokalizalt legkisebb genomikus régioban két gén, a
PCDHI11Y és a homeobox gén TGIF2LY taldlhatd, amelyek koziil karcinogenezis
szempontjabol elsosorban a PCDH11Y-nak lehet jelentosége. A PCDHI11Y az X
kromoszéman eléforduld6 homolég PCDH11X génhez képest egy 13 bazis par (bp)
deléciot mutat, ami megvaltozott peptid szignalt eredményez. Ezt a 13 bp kiilonbséget
fel tudtuk hasznalni az X és Y specifikus PCDHI11 szekvencidk kimutatdsara PCR
reakcioval. Mind a PCDHI11Y és PCDHI11X génnek szdmos izoforméaja ismert. Az 'Y
kromoszoma hidnya mellett az X kromoszéman elhelyezked6 PCDH11X gén 4-es
izoforma kifejez6désének hianyat taldltuk papillaris vesetumorokban, mig ez az
izoforma az egészséges veseszovet mellett a placentdban, f{otilis agyban, és
hereszdvetben magas fokon kifejez6dott. Az 1-es, 2-es és 3-as izoformak a legtobb
papillaris vese tumorban is pozitiv reakciét adnak.

Immunhisztokémiai vizsgalattal a fotalis vese kéregdllomanyaban jelentés PCDH11XY
kifejez0dést talaltunk. A PCDHI11XY protein az elagaz6dé ureterbimbé sejtek felszinén
differencialodott kivezetd csatornak sejtjeiben hianyzik a PCDH11XY protein. Feltind
az ureterbimbd koriil tomoriilt blasztémalis sejteknek, azaz a CMM sejteknek a
citoplazmajaban lathat6 PCDH11XY pozitivitdsa, ami a rendlis vezikula (az S-forma
eldalakja) kialakuldsa, azaz a mesenchyma-epithelium-transzformacié utdn mar
nagyrészt a sejtek felszinén jelenik meg. Az S-forméban, kiilondsen a disztalis

kompartmentben a PCDH11XY protein szintén tobbségében a sejtek felszinén talalhato
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meg. A PCDH11XY kifejlodo tubularis rendszerben elsdsorban a lenytlé Henle kacs és
disztélis tubulus kezdeményekben fejezddik ki, a proximalis tubulus kezdemények csak
gyenge pozitivitdst mutatnak. A felszall6 Henle kacs és a disztalis tubulusok pozitiv
festodése kovetkeztében a macula densa sejtjei is pozitiv reakcidt adnak.

A munkéba bevont dsszes preneoplasztikus 1€zi6 és papillaris vesetumor a PCDH11XY

immunhisztokémiaval negativ reakciot mutatott.
5. Megbeszélés

5.1. Papillaris vesetumor eredete

Mintegy 25 évvel ezeldtt javaslat sziiletett a papillaris vese tumorok embriondlis
maradvanyokbdl val6 kiindulasara (Kovacs és Kovacs, 1993; Kovacs 1993a,b).
Kordbban kozolték, hogy a csirasejtes MET mutiaciohoz tarsuld familiaris papillaris
veserakhoz akar tobb ezer mikroszképos méretli papillaris prekurzor 1€zi6 tarsul
(Ornstein et al., 2000). Mi kimutattuk, hogy a sporadikus papillaris vese tumorok
mellett is vesénként atlagban 42 hasonl6 prekurzor 1€zi6 fordul elé (Béanyai, Sarlos et
al., 2018). Ennek a jelentdségét alatamasztja az a tény, hogy a konvenciondlis veserdkot
tartalmaz6 vesékben atlagosan csak 0.4 hasonl6 jellegli PNL fordul elé (Béanyai, Sarlds
et al., 2018). A differenciélatlan epithelilis sejtekbdl allé prekurzor 1€zidk morfoldgiaja
sok esetben hasonlit a Wilms tumorhoz tarsul6 nephrogén maradvanyok (NR)
szovettani képére. A papillaris vese tumorhoz tarsuld 1€éziok eloszldsa hasonlé a
perilobularis NR-hez. A papillaris veserakot tartalmazd vesékben elsOsorban a
perilobuléaris 1éziok dominélnak. Ezzel kapcsolatban érdemes megemliteni, hogy mind a
szovettani megfigyelések, gén expresszios és genetikai vizsgilatok alapjan a Wilms
tumorhoz tarsul6 perilobularis NR és interlobuldris NR szoveti form4ja meghatarozza a
beldliik kiindulé6 WT morfologidjat (Beckwith et al., 1990; Fukuzawa et al., 2008).

Eredményeink alapjan tgy véljiik, hogy bizonyitottnak tekintheté a papillaris vese
tumorok keletkezése és az embriondlis szoveti differencidlédasanak zavara kozti
Osszefiiggés. Korabbi eredmények alapjan mar az 1-2 mm nagysagui papilléris pre-
neoplasztikus 1ézidkban minden esetben megtalalhat6 7-es €s 17-es egyiittes triszOmidja
(Kovacs, 1989). A tilnyomdan férfiakban kiindul6 papillaris vese tumorok 85%-aban a
7-es és 17-es kromoszémak triszomidjahoz az Y kromoszéma vesztése jarul (Kovacs et

al., 1994). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a két kromoszOdménak és a rajtuk
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elhelyezkedd gének elvaltozdsainak valamint az Y kromoszéma vesztésének a tumor

kialakulasanak korai fazisaban van szerepe.

A részletes szovettani vizsgalatok eredménye, és a papillaris vesetumorokhoz tarsuld
pre-neoplasztikus 1éziok magas szama a két elvaltozas kozotti szoros Osszefiiggésre utal.
Tovibba nem hanyagolhaté el a pre-neoplasztikus 1éziok és a klinikailag észlelt
tumorok hasonl6 citoldgiai megjelenése. A vizsgéalatok soran tett fontos megfigyelés
volt, hogy a tumorokhoz tarsulé pre-neoplasztikus 1éziok minden esetben a tumorral
azonos immunreakciot mutattak. A MET, HNFIB és KRT17 immunhisztol6gia mind a

papillaris vesetumorban és a hozza kapcsolddo pre-neoplasztikus 1ézidban pozitiv volt.

Az irodalomban kordbban leirt u.n. kortikalis adenomék tulajdonképpen a prekurzor
1ézi6k mar makroszkoposan is észlelheté forméjanak felel meg. Keyes (1890) tobb,
mint 100 éve utalt ezen 1éziok gyakorisdgara “we do not regard it as extremely rare,
since, owing the small size and inoffensive character of the growths, they are liable to
be passed over without notice”. Cristol és mtsai (1946) 22 veserdk miatt eltavolitott
vese részletes vizsgalataval 37 papillaris szerkezetli “adenomét” figyeltek meg. Apitz
(1944) tobb mint 4000 boncolasbol 725 makroszkdposan észlelhetd “adenomat”™ irt le.
Mivel a papilléris veserak el6forduldsa férfiakban 5-10-szer gyakoribb, mint ndkben, és
a férfiak és nok ardnya Cristol és Apitz vizsgalatiban 10:1 illetve 4.2:1 volt,
feltételezhetjiilk, hogy mindkét széridban az ‘“adenomdk™ papillaris vesetumorhoz
tarsultak.

Ezek az adatok megerdsitik a prekurzor 1ézidk és tumorok kozti kapcsolatot, azt a
feltevésiinket, hogy a papillaris vesetumor embriondlis eredetli prekurzor 1€zidkbol
indul ki. Mindezek ellenére, a nemzetkozi irodalomban a papillaris vese tumorok és
tarsuld pre-neoplasztikus 1€zidk szoros kapcsolatit figyelmen kiviill hagyjak és a
papilléris vesetumor eredetét a vese differencialt tubulus sejtjeiben jelolik meg (Moch et
al., 2016).

5.2. A 7-es kromoszéoma duplikaciéja/amplifikacioja valamint a MET gén

expresszioja a papillaris vesetumor kialakulasaban

A MET szekvenalasa vezetett a csirasejtes mutacié €és a familiaris papillaris vese tumor

kozotti Osszefiiggés felismerésére (Bentz et al. 1996; Schmidt et al., 1997). Mind a
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famili4ris mind a sporadikus papilléris vesetumorokban alapveto elvaltozas a MET gén
kopia szdmanak valtozasa és fokozott kifejez0dése. A MET csirasejtes mutacidja
prekurzor 1€zidk ezreinek, és papillaris vesetumoroknak a keletkezésével jar, amely
fiatal korban, 30-40 éves hordozdkban jelentkezik (Ornstein et al., 2000, Schmidt et al.,
1997, Fischer et al. 1998). A vizsgalatainkba bevont csirasejtes MET mutéciét hordozo
egyén 37 éves koraban Kkeriilt miitétre multiplex kétoldali vese folyamat miatt. A
klinikailag észlelt tumorok mellett szamos mikroszkdpos nagysagu papillaris 1ézidkat
talaltunk. A fenti adatok arra utalnak, hogy a 7-es kromoszéman lokalizalt MET 16kusz
duplikacidjahoz, amplifikaci6jahoz tarsulé fokozott gén expresszionak valoszinlileg
fontos szerepe van az embriondlis vese differencialodasi zavaraban és a papilléris
prekurzor 1€éziok kialakuldsdban. A papillaris vesetumorokhoz hasonléan a MET
muikodésének zavardat a Wilms® tumor kialakuldsaval is Osszefiliggésbe hoztik. A
nephrogén restek 22%-4ban és a beldliik kialakuld Wilms* tumorok 54%-4ban a MET
expresszid novekedését észlelték (Vuononvirta et al., 2009). A HGF génje szintén a 7.
kromoszoman taldlhat6é (7q21.11). Eddig nem mutattak ki HGF lokusz amplifikécigjat,
igy valdsziniileg a papillaris vesetumorban, a 7. kromoszéma szambeli novekedésével
»csak” egy extra HGF gén koépia fordul eld. Viszont a MET vad typusd allél
amplifikicidja sporddikus tumorokban felveti annak a lehetdségét, hogy a nagy
sejtfelszini denzitdsa miatt a MET receptor kindiz a HGF interakcidja nélkiil is
autofoszforilalodik és aktivalodik (Fischer et al., 1998; Zhuang et al., 1998; Glukhova et
al., 2000). Immunhisztokémidval MET pozitivitds igazolodott a prekurzor 1ézidkban és
a tumorokban egyarint. Kifejezett expresszid6 mutatkozott a periféridn, a tubularis-

papillaris struktirdk €s a normal vesesejtek hataran.

5.3. A 17-es kromoszéma duplikacioja és a HNF1B (TCF2) transzKkripcios faktor

a papillaris vese tumorok kialakulasaban

A HNFIB (TCF2) gén a 17-es kromoszéma hosszu karjan a q12 regioban egy 58.817
bazisparnak megfeleld DNS szegmentben helyezkedik el. Ennek a koriilirt DNS
régionak a papillaris vesetumorban felfedezett amplifikicidja vezetett a gén
felismeréséhez (Szponar et al., 2011). A HNFI1B vese fejlédése soran az ureterbimbd
elagazddasiban, a nephronok kialakuldsanak inicialasdban fontos szerepet jatszik

(Massa et al., 2013). A HNF1B felndttekben kizardlag a polarizalt epithelialis sejtekben
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fejezddik ki (Fisher és Pontoglio, 2008). A vese tubuléris rendszer, a nefron a
mesodermélis blasztémabdl fejlddik ki és az ureter bimb0d hatasara alakul ki a tubularis
sejtek polarizacigja. A HNFI1B inaktividldsa vagy a HNF1B domindns negativ
formajanak fokozott kifejez6dése a vese tubulusok cisztikus kialakuldsahoz vezet
(Gresh et al., 2004; Hiesberger et al., 2004). A HNF1B funkci6janak kiesése a vese és a
hugyutrendszer komoly kongenitalis fejlodési rendellenességet okozhatja (Nakayama et
al.,, 2010). Vizsgalataink szerint a HNFIB el6szor az epitelizicié sordn a renélis
vezikuldban és az S forma disztalis kompartmentjében valamint a disztalis tubulusokban
mutat erdteljes kifejezddést, mig az urterbimbd és a proximaélis tubulusok csak enyhe
reakciot adnak a HNFIB antitesttel. A prekurzor 1éziok a mesenchyma epithelidlis
tranzicion atment polarizalt embriondlis képletekbdl indulnak ki. Vizsgélataink soran a
csirasejtes MET mutacidhoz valamint a sporadikus papillaris vesetumorokhoz tarsult

epithelialis prekurzor 1éziokban kifejezett HNF1B pozitivitast talaltunk.

54. A 17-es kromoszoma duplikacioja és a KRT17 expresszioja a pre-

neoplasztikus léziokban és papillaris vesetumorokban

A keratinok intermedier filamentumok, amik a sejt integritisaban és stabilitisaban
kulcsfontossagu szerepet jatszanak. A KRT17 expressziojat kimutattdk gyomor
adenocarcinoméban, petefészek- és emld carcinomaban, papillaris pajzsmirigy rakban,
de e szervek ép szoveti koriilményei kozott a KRT17 nem fejezddik ki. Ezek alapjan a
daganatok progressziojaval és metasztazis hajlaméaval hozhat6 osszefiiggésbe. A KRT17
kifejez0dése a daganat progresszidjaval és metasztatizalo hajlaméval korrelal. (van de
Rijn et al., 1996; Ide et al., 2012; Escobar-Hoyos et al., 2014; Mockler et al., 2011;
Wang et al., 2011; Kim et al., 2015; Hu et al., 2018). Kimutattuk, hogy a KRT17
megtaldlhat6 az ureterbimboban €s a fotalis vese gytijtdcsatorndjaban és a felnott vese
0sszekotd csatorndjaban. Elsd alkalommal keriilt leirdsra egyszerli (egy sejtsoros)
epitheliumban a KRT17 jelenléte. A papillaris tumorok 77%-ban megtalalhat6 volt a
KRT17, sejt morfoldgiatdl fiiggetleniil. Figyelembe véve, hogy a papillaris vese
tumorok dontd tobbségében megtaldlhatd a KRT17, és, hogy ezen daganatok
minddsszesen 6%-es mutatott metasztazis hajlamot 5 éves utankovetési id0 soran, a

KRT17 papillaris vese tumorok progresszidjaban jatszott szerepe kétséges.
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A KRT17-nek, mint a basalis epithelialis és myoepithelialis sejtek specifikus
markerének kifejezodése egy egyszerll, egy rétegli epitheliumban a fotilis és felnott
vesében, onmagéaban érdekes felfedezés. Ez mellett a KRT17 folyamatos kifejezddése a
fejlodé vesében, a prekurzor 1ézidkban és a papillaris vese tumorok kozel 80%-aban
arra enged kovetkeztetni, hogy a KRT17 a papillaris vesedaganatok karcinogenezisében

1s szerepet jatszhat.

5.5. Az Y kromoszéma hianya és a PCDH11XY expresszioja prekurzor 1éziokban

és papillaris vesetumorban

A PCDHI11Y csakigy, mint az Xq21.3 régidban lokalizalt PCDH11X gén a
protokadherin gének csaladjaba tartozik, amelyeknek fontos szerepe van a sejt-sejt
kapcsolatban €s az agy szegmentalis kifejlodésében és funkciéjaban (Hirano et al.,
1999; Blanco et al., 2000). Immunhisztolégiai vizsgéalatunk arra utal, hogy a PCDH11Y
génnek jelentds szerepe van a vese fejlodés korai szakaszdban. A mar kondenzalodott
blasztémalis sejtekben jelenik meg eloszor és a mesenchyma epithelidlis tranzicidja
soran egyre fokozott kifejezddését figyeltiik meg. Ez arra utal, hogy a protocadherin
PCDHI11Y expresszidja fontos a blasztémalis sejtek epitelizacigjahoz, a disztélis
tubularis rendszer normalis kifejlodéséhez. Feltételezésiink szerint a PCDH11Y hidnya

c 20z

differencial6dési zavardhoz €s igy a prekurzor 1€zidk kialakulasdhoz vezet.

5.6. Modell a papillaris vesetumor kialakulasara

A papillaris vese tumor embriondlis eredete, a normélis vesefejlodés soran lokalisan
kialakult differencidlédasi zavar, a prekurzor 1€zidk perzisztildsa az é€let folyaman és
joéindulatd és azon tdlmenden rosszindulati tumor kialakuldsdhoz vezetd késObbi
proliferacidja alapjan javasoljuk a differencialédasi zavar - prekurzor 1€zi6 - adenéma-
karcindma szekvenciat a papillaris vese tumorok kialakuldsara (Kovacs, 1993; Banyai,
Sarlos et al., 2018). Ezeket a morfoldgiai/bioldgiai megjelenési formakat a papillaris
1ézidkban kialakul6 genetikai elvaltozasokkal tudjuk alatdmasztani. Az u.n. klonélis

tumor fejlodés szerint nagyobb proliferacios képességgel rendelkezd klonok tilnovik a
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tobbi sejtek és a késdbbiekben meghatirozzak az egész tumor genetikai karakterét és
bioldgiai viselkedését.

Molekularis patologiai szemlélet alapjan helytelen, hogy a jelenleg érvényes tumor
klasszifikaci6 szerint a jéindulati adenomét €s a rosszindulati daganatot csupan mérete
kiillonbozteti meg egymastél (Moch et al.,, 2016). Ha kovetkezetesen a papillaris
vesedaganat kifejezést hasznaljuk, az mind az adenomat, mind a karcindmét magaba
foglalja. Kordabban a genetikai vizsgalatokra alapozva papillaris vese tumorok
osztalyozasara adendma-karcindma szekvencia volt javasolva (Szponar et al., 2009). Ez
szerint az adenoma a 7-es és 17-es kromoszOmdak triszomidjaval tarsul, mig
karcinébmaban 8-as, 16-o0s és 20-as kromoszOmak triszomidja, majd tovabbi aberrdciok
jelennek meg. A HNF1B és MET expresszidja embrionéalis vesében, prekurzor 1€zidban
és papillaris vesetumorban, ennek Osszefliggése a 7-es és 17-es kromoszomak
triszOmidjaval, és a csirasejtes MET mutacios kromoszoma duplikicigjaval arra utal,

hogy Osszefiiggés van a megnovekedett gén-dozis €s a génexpresszio kozt.

6. Kovetkeztetések

A WHO és ISUP Kklasszifikicigja szerint a papillaris vese karcindma a az epitheliélis
vese tubulusokbdl indul ki és az adenéma és karcindma kozott csak a tumor mérete
dont:

“Papillary adenomas are uncapsulated tumours with papillary or tubular architecture
of low grade (ISUP) and a diameter <15 mm” (WHO, 2016).

“Papillary renal cell carcinoma is a malignant tumour derived from renal tubular

epithelium. It has papillary or tubulopapillary architecture”. (WHO, 2016)

A vizsgélataink célja volt a papillaris vese tumorok eredetének tisztazésa. Figyelembe
véve a legkorabbi genetikai eltéréseket, azaz a 7-es és 17-es kromoszoémak duplikacidjat
és amplifikacidjat és a véaltozdsokba bevont gének, mint a MET, HNF1B, KRT17
folyamatos kifejez0dését fotalis vesékben, prekurzor 1ézidkban és papillaris
vesetumorokban, bizonyitottnak tekintjiilk a papillaris vese tumorok embrionalis

differencialodasi zavaron alapul6 eredetét. ElIméletiinket tamogatja a PCDH11XY gén
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fokozott, idoben és térben meghatarozott kifejezddése az embryinalis vesefejlodés
sordan, amely a differencidlédott nefronban és papillaris vesetumorban mar nem
mutathaté ki. Osszefoglalva, véleményiink szerint a papillaris vesetumor specifikus
genomikus és génexpresszios elvaltozasokon alapulé embriondlis differencialodasi

zavar, prekurzor 1€zi6, adenoma és karcinoma fejlodési szekvenciat mutat.
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Heidelbergi Egyetem Molekularis Onkoldgiai Labor munkatarsait kutatasunk tobb,
fontos vizsgalatanak elvégzéséért. Koszondom a PTE KK Pathologiai Intézet
munkatarsainak (Dr. Tornéczki Tamés, Dr. Kalméan Endre, Dr. Semjén David, Dr. Pap
Anita, Dr. Fincsur Andras, Dr. Gyomorei Csaba, Halas Zsuzsanna, Szilagyi Imréné
Judit) kutatasunkhoz nyujtott onzetlen segitségét. Koszonom korabbi témavezetdimnek,
Prof. Dr. Czirjdk Laszlonak, Prof. Dr. Balogh Péternek, Dr. Vastyan Attilanak hogy
munkdjukkal nagyban hozzajarultak tudoményos fejlddésemhez. Koszonom a PTE KK
Urolégiai Klinika minden munkatarsanak a kutatasban, és a betegellatisban nyujtott
segitségiiket.

K0szon0m csaladtagjaimnak, hogy mellettem alltak és szeretetiikkel timogattak.
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