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1. BEVEZETES

A gyulladasos mikrokornyezet szerepe a tumorok progresszidjaban

A tumorokhoz tarsuld gyulladasos folyamatra Rudolf Virchow mar 1863-ban felhivta a
figyelmet, aki a neoplasztikus szovetekben "lymphoreticularis infiltratum"-ot irt le
(Virchow, 1863). Az elmult két évtizedben a gyulladasos mikrokornyezet és tumor
progresszidjanak vizsgalata szamos 1) megfigyeléshez vezetett. Ezek alapjan
nyilvanvalova valt, hogy a tumor sejtekben létrejott gén elvaltozasok a gyulladasos
mikrokornyezet formalasaval elOsegitik a progressziot (Balkwill és Mantovani 2001;
Mantovani és mtsai, 2008; Allavena 2010.). A tumor sejtek a kiilonboz6 jelatviteli
rendszereken keresztiil, mint az NFkB, STAT3, HIF-1a fokozzdk a gyulladést eldsegitd
gének, mint a citokinek, kemokinek termelését. A tumorsejtek altal secernalt kemokinek
¢s citokinek a tumor kornyezetében gyulladasos sejtek toborzasdhoz vezetnek, amelyek
transkripcids faktorokat termelnek, amelyek ismét a kemokinek €s citokinek termeléséhez
vezetnek és igy a gyulladasos folyamat amplifikdcidja jon létre. Ez a tumorhoz
kapcsolodo gyulladas végiil is a tumorokra jellemz6 korlatlan sejtproliferaciohoz, a
daganatsejtek fokozott taléléséhez, angiogenezishez, tumorsejt-migracidhoz, invaziohoz,
metasztazishoz, az adoptiv immunreakcid gatlasahoz és a tumorsejtek hormonokra és
kemoterapids szerekre adott megvaltozott valaszdhoz vezet (Mantovani, 2008).

A kemotaktikus citokinek, kemokinek els6sorban a TNFalpha, IL-6, CSF2 fontos
szerepet jatszanak az immunsejtek toborozasaban €s igy befolyasolhatjak a daganat sejtek
tulélését, szerepet jatszhatnak az angiogenezis szabalyozasaban és az attétek
kialakuldsdban (Allavena és mtsai 2010). A tumor invaziv képessége nagymértékben attol
fiigg, hogy képes-e lebontani az extracelluldris matrixot és ezzel lehetévé tegye a

terjeszkedését. A gyulladasos citokinek aktivaljak a TAM sejtek altal termelt matrix



metalloprotedzokat (MMP), amelyek a tumort koriilvevd extracellularis matrix
emésztésével megnyitjak az utat az invazidhoz.
Az utobbi idében egyre tobb olyan véletlenszertien felfedezett pT1, pT2 vagy pT3
stddiumt veserak keriil felismerésre és miitétre, amely a vesére korlatozott és a
rendelkezésre allo vizsgalati modszerekkel még nem tudtunk progresszidt kimutatni.
Ezeknek az eseteknek mintegy 15-20%-a a kedvezo kiindulasi parameterek ellenére a
mitét utan progressziot mutat. A TNM klasszifikacio, kiillondsen a pT1 és pT2 tumorok
Azok a tobbnyire acut fazisu gyulladasos folyamatok, amelyek a daganatok invaziv és
metasztatikus novekedését tdmogatjak elkiilonitendék azoktdl a kronikus gyulladasos
folyamatoktol, amelyek a daganatok kialakulasat segitik eld. Az elsdsorban heveny fazist
gyulladdsos folyamat a tumorsejtekben végbement gén elvaltozasok kdvetkezménye,
amely a gyulladas tovabbi fokozasdhoz és a tumor ndvekedéséhez €s terjedéséhez vezet.

crer

metasztatikus képességéhez tarsuld gének elvaltozasaval foglalkoztam.

2. Célkitiizés

Egy kordbban elvégzett Affymetrix vizsgalat sordan olyan gének keriiltek felismerésre,
amelyek a tumor progresszidjaval hozhatok osszefliggésbe. Az Affymetrix array a gének
kifejez0dését csak az RNS szinten adta meg, amely sok esetben nem egyezik meg a
bioldgiailag aktiv fehérje kifejezédésével. Ezért az eldzetes RNS adatok megerdsitésére
elvégeztik a tumor szovetek immunhisztologiai vizsgalatait és az eredményeket
Osszehasonlitottuk a tumorok patoldgiai €s klinikai jellemzdivel valamint a betegség

lefolyasaval.



A, A tézis témajaul eldszor egy acut fazis fehérjét, az LBP gént valasztottuk ki. A
kérdésiink az volt, hogy van-e dsszefiiggés az LBP tumorsejtekben valo kifejezodése és
a tumorok progresszidja kozott?

B, A maésik gén, a RARRES1 egy karboxypeptidaze gatld, amely az AGBL2
karboxypeptidaze génnel komplexumot képezve befolyasolja a miktotubulusok
C, Az AXL gént a RARRES1-el val6 osszefiiggése, de elsdsorban a legujabb AXL gatlo

therapias eljarasok figyelembevételével valasztottuk ki.

3. Vizsgalati anyag és modszerek

3.1. Betegek és szovetmintak

A Pécsi Tudomanyegyetem Uroldgiai Klinikdjan 2000. januar és 2013. december kdzott
konvencionalis veserak miatt operalt betegek koziil kivalasztottuk azokat az eseteket,
amelyek a miitét idején még nem mutattak attétet és jO nyomonkdvetési adatokkal
rendelkeztek. Staging céljabol a miitét elott minden esetben mellkas RTG, has és
kismedencei CT vizsgalat tortént. Agyi vagy csont metasztazis jelenlétére utald klinikai
tiinetek fennalldsa esetén csontscintigrafia és koponya CT vizsgalatot is végeztettiink.
Nyirokcsom6 érintettség megallapitasanal a szovettani eredményt, tavoli attéteknél a
képalkotd vizsgalatok eredményeit vettiik alapul. A miitétet kovetd nyomonkovetés soran
hathavonta végeztiink hasi ultrahang vizsgalatot, mellkas rontgent és laborvizsgalatot,
évente hasi és kismedence CT vizsgalatot. A szovettani diagnozis minden esetben a
témavezetOm altal kertilt feliilvizsgalatra a Heidelbergi Klasszifikdcionak megfeleléen
[Kovacs és mtsai. 1997]. A TNM stadium megallapitasat a 2016-0s TNM klasszifikacio
[Brierly és mtsai, 2016] szerint végeztiik. A nukledris gradus meghatarozésa a témavezetd

altal t6bb mint 30 éve hasznalt haromfokozat( rendszer alkalmazasaval tortént. A



szovetmintak gytijtését és feldolgozasat a PTE AOK Etikai Bizottsdg engedélyének

birtokaban végeztiik (Etikai engedély szama: 5343/2014).

3.2. Tissue microarray és immunhisztokémia

A vizsgalatokhoz fotalis és feln6tt egészséges veseszovetet, valamint konvencionalis
veserakot tartalmazé tissue microarray (TMA) hasznaltunk, amelyet a Manual Tissue
Arrayer (MTAL, Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, Michigan, USA) késziilék
segitségével készitettiink el. A TMA-kbdl készitett 4 um vastagsagi metszetekbol a
paraffint xilol segitségével eltavolitottuk, majd a metszeteket leszallo alkohol sorozatban
rehidraltuk. Ezt kdvetéen az antigén feltaras 10 pM natrium-citrat pufferben (pH 6,0)
vagy TE pufferben (pH 9,0) a 2100-Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam,
Hollandia) késziilékben tortént. Az endogen peroxidaz és a nem specifikus kotéhelyek
blokkoldsa 1% normal 16 szérumot tartalmaz6d 3%-os hydrogénperoxidban tortént
szobahdmérsékleten 10 percig. A lemezeket lefedtiik az elére kiprobalt higitash antitesttel
majd a lemezeket ¢éjszakan at nedves kamraban 4°C-on inkubaltuk. A kovetkezd
antitesteket hasznaltuk fel: polyklonalis nyul anti-LBP antitest (HPA 001508, Atlas
Antibodies, Stockholm, Sweden) 1:250 higitasban;

polyklonalis nyul anti- RARRESL1 antitest (HPA 001508, Atlas Antibodies, Stockholm,
Sweden) 1:250 higitasban;

polyklonalis nyul anti-CCP2 (AGBL2) antitest (PA5-22310, Thermo Fisher Scientific,
Budapest, Hungary), 1:200 higitasban;

polyklonalis nyal anti-AXL antitest (PA5-39124, Thermo Fisher, Budapest, Hungary)
1:200 higitasban.

Harminc percig torténé HRP conjugalt anti-nyal masodlagos antitest (MACH4 Universal

HRP-Polymer, Biocare Medical, Concord, USA) alkalmazasat kovetden az el6hivas AEC



szubsztrat ¢s DAB (DAKO, Glostrup, Denmark) segitségével tortént, majd a metszeteket
Mayer hematoxilinnel festettilk. Végiil a metszetek kiilonbozé idépontban torténd

kétszeres kiértékelése tortént a klinikai adatok ismerete nélkiil.

3.4. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai feldolgozasa az SPSS Statistics szoftver 23.0 verzio (IBM,35
Armonk, NY, USA) segitségével tortént. A vizsgalt gének expresszidja és a
klinikopatologiai paraméterek kozti 6sszefiiggéseket a khi-négyzet proba alkalmazasaval
elemeztilk. A kiilonbozé valtozok (életkor, nem, tumor méret, TNM klasszifikacio,
nukledris grad, stadium, metasztazis jelenléte és a vizsgalt gén expresszidja) talélési idére
gyakorolt hatasat Kaplan-Meier analizis segitségével mértiik fel, a talélési gorbék
Osszehasonlitasat log-rank teszt alkalmazasaval végeztiik. A tulélésre gyakorolt hatés
egyvaltozos és tobbvaltozos analyzise a Cox regresszids modell segitségével tortént. A
vizsgalat lezarultakor €letben 1évo és tumormentes betegeket cenzoraltuk. A kiilonbséget

0,05-nél kisebb p érték esetén tekintettiik szignifikansnak.

4. Eredmények

41.LBP

4.1.1. Az LBP kifejezodése normal vesében és konvencionalis veserakban

Az Affymetrix array az LBP fokozott kifejezddését két gyermekkori daganat kivételével
kizarolag a progressziot mutatdé konventiondlis vesetumorokban jelezte. Az
immunhisztologiai vizsgalat soran az LBP protein kifejez6dését a fotalis és felnott
vesében kizarolag a kialakuld proximdlis tubulus sejtjeiben észleltik. Az

immunhisztokémiai vizsgalat nem mutatott pozitiv reakciot az LBP antitesttel 588 (85%)



konventionalis veserakban, mig 103 (15%) tumorban kiilonb6z6 erésségii LBP positivitas
volt megfigyelhetd. Mivel az LBP kifejezddése a tumor progressidjaval mutatott
Osszefiiggést, azokban az esetekben, ahol a multiplex biopszidk koziil egy-vagy kettd
negativ, de a harmadik biopszia pozitiv volt vagy ha az azonos tumorbdl szarmazé
biopszidk kozott kiilonbozo intenzitasu LBP festddést észleltiink, minden esetben a
legerételjesebb kifejezddést mutatd biopszat vettikk figyelembe. Az eldzetes Kaplan
Meier analysis soran nem taldltunk jelentds kiilonbséget a gyenge és erds
immunhisztologiai szignalt mutaté tumorok és a betegek tulélése kozt, ezért a gyenge
valamint erGs festédést egyarant mint pozitiv eredményt értékeltik ki. A negativ
esetekben gyakran észleltiink positiv festddést a kapillarisokat kitolté szérumban. Egyes
tumorokban, kiilonésen a rhabdoid megjelenésii konvenciondlis veserakok
citoplasmajaban “zarvanyszer” erés pozitivitas volt lathatd. Szamos esetben az Gsszes

tumorsejt cytoplazméja erdteljes immunreakciot mutatott.

4.1.2. Az LBP expresszio o6sszehasonlitasa a klinikopatoldgiai jellemzékkel

Az LBP expresszio €s a klinikai-patologiai mutatdk, mint a daganatspecifikus halalozas,
a tumor mérete, a nukledris gradusa és a T-stadiuma kozotti viszony statisztikai elemzése
soran mindegyik paraméter tekintetében szignifikdns Osszefiiggés volt kimutathato (p
<0,001). A log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier talélési analizis az LBP
antitesttel pozitivan festddé tumorok esetén lényegesen rovidebb daganatspecifikus
tulélést mutatott ki. Az 5-éves tumor spezifikus talélési id6 az LBP negativ tumora
betegek esetében 92.6%, mig az LBP pozitiv tumora betegek esetében csak 62.5% volt.
Az atlagos talélés pozitiv esetekben 83 (72-93) + 6 honap, negativ esetekben 179 (169-

188) + 5 volt, mig a teljes talélés 158 (148-168) + 5 volt.



Egyvaltozos analizis alapjan a T-stadium, tumor grade, tumor stage és a tumour mérete,
valamint LBP pozitivitas szignifikdns dsszefiiggést mutattak (p<0.001). Az LBP pozitiv
esetekben a daganatspecifikus halalozas kockazata szignifikansan magasabb volt (RR
7.287 95% CIl — 4.97-10.66; <0.001). Az LBP pozitivitas fiiggetlen prognosztikai
értékének meghatarozasa érdekében elvégeztik a tobbvaltozds analizist az ismert
klinikopatoldgiai prognosztikai valtozokat figyelembe véve. Tobbvaltozos analizis sordn
az LBP expresszid - a nukledris gradus mellett - filiggetlen prognosztikai faktornak

bizonyult (RR-2.37; 95% CI- 1.50-3.73; p>0,001).

4.2. RARRES1

4.2.1. ARARRESI1 RNS kifejezodése progressziv konvencionalis veserakban

Egy korabban a Heidelbergi Molekuldris Onkoldgian elvégzett 12 gyors progressziot
mutatd conventiondlis veserak (minden beteg daganatos progresszid miatt haron éven
beliil meghalt), valamint nyolc éven beliill nem progrediald 12 veserak dsszehasonlitd
globalis gén expresszidos vizsgalatabol kiemeltik a RARRESI1 génre vonatkozo
eredményeket. Az Affymetrix génexpresszids array a RARRES1 fokozott kifejezddését

mutatta a gyors progresszioju konventionalis veserakok legnagyobb részében.

4.2.2. A RARRESI Kkifejezodésének megerdsitése immunhisztologiaval

Az immunhisztologiai vizsgalat soran a RARRES] fehérje a fotalis és felndttkori vesében
kizarolag a proximalis tubulus sejtjeinek luminaris felszinén volt kimutathat6. Mas nefron
szakaszokban nem taladltunk RARRES] positivitast sem a fotalis sem a felndttkori
vesében. A konvencionalis veserakok koziil 454 tubularis-trabekularis novekedést mutato
tumorban a normal proximalis tubulusokhaz hasonléan tubularis felszinen vagy az annak
megfeleld membran teriiletén lattunk RARRES] pozitivitdst. Az immunhisztokémiai

vizsgalat nem mutatott pozitiv reakciét a RARRESI antitesttel 106 konventionalis
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veserakban. A normal vese tubulusoktdl és a tumorok egy részétdl eltéréen, 131 tumorban
intenziv cytoplasmatikus RARRES] reakciot figyeltink meg. igy a tovabbiakban
megkiilonboztettiink membranhoz kotott és cytoplazmatikus pozitivitast valamint negativ
festédést. Az ennek alapjan elvégzett Kaplan-Meier analyzis joval rovidebb talélést
mutatott azokban az esetekben, ahol a pozitiv reakcid a cytoplasmaban volt lathato. Ezért
azokat az eseteket, ahol a multiplex biopsziak koziil legalabb egy cytoplasmatikus
reakciot mutatott, cytoplasma pozitiv tumornak értékeltiik ki. A kiilonb6z6 megjelenésii
RARRES1 immunreakciét 691 konvencionalis veserakban értékeltik ki. A
cytoplasmatikus RARRESI1 pozitivitds valamint a tumorok mérete, gradusa, T
klasszifikacidja és staging valamint a tumor specifikus tulélés kozott szignifikans

Osszefiiggést talaltunk (mind p<0.001).

4.2.3. RARRESI lokalizaciéja és magas recidiva kockazat kozotti osszefiiggés.

Egyvaltozos analizis alapjan a tumor mérete, tumor gradus, T-stadium és tumor stage
valamint RARRES]1 kiilonb6z6 sejtstruktirakon észlelt pozitivitas kozott szignifikans
Osszefiiggés volt (RR 10.391, 95% CI — 5.466-19.753; <0.001 ill. RR 20.688, 95% CI —
11.607-36.871; <0.001). A RARRESI negativ ill. cytoplasmatikus pozitiv esetekben a
postoperativ tumor progresszid ¢és igy a daganatspecifikus haldlozas kockézata
szignifikdnsan magasabb volt. A RARRESI kifejezddés fiiggetlen prognosztikai
értekének meghatarozasara elvégeztik a tobbvaltozos analizist az ismert
klinikopatologiai prognosztikai valtozokat figyelembe véve. Tobbvaltozds analizis soran
a RARRESI expresszid hianya ill cytoplasmatikus expresszidja - a nukledris gradus
mellett - fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult (RR-8.402; 95% CI- 4.245-16.631;

p>0,001, ill. RR-7.570; 95% ClI- 3.880-14.772; p>0,001).



4.3. Az AGBL2 kifejezédése konvencionalis veserakban

Az immunhisztoldogiai vizsgalat soran az AGBL2 expresszidja csak a citoplasmaban volt
megfigyelhetd vagy nem kaptunk pozitiv reakciot. Pozitiv reakcid esetén az 0sszes tumor
sejt pozitiv volt. A 691 tumor koziil 215-ben figyeltink meg a tumorsejtek
cytoplasmajaban pozitiv reakciot, mig 572 tumor még a multiplex biopsziakban sem
mutatott AGBL2 immunreakciot. A klinikai és patoldgiai parameterek és AGBL2
pozitivitas Osszehasonlitasa soran csak a tumor gradussal (p=0.007) és a tumor
stadiummal (p=0.033) talaltunk szignifikans 0sszefiiggést. A konvencionalis veserakok

mérete €s az AGBL2 kifejezddése kozott nem volt szignifikans dsszefiiggés (p=0.082).

Kaplan-Meier vizsgalat (Log rank (Mantel-Cox) nem mutatott szignifikans 6sszefliggést
a betegség progresszidja ¢s AGBL2 pozitiv immunhisztologia kozott. Az 5 éves talélés
az AGBL2 negativ tumorok esetén 153 (139-167) + 7 honap. mig az AGBL2 pozitiv
tumorok esetén 147 (136-157) £ 6 honap volt. A tobbvaltozods vizsgalat szerint csak a
tumor gradus mutatott szignifikans osszefiiggést (p<0.001) az AGBL2 pozitivitassal. Az
AGBL2 pozitiv tumorok és postoperative progresszio kozott nem talaltunk szignifikans

ssszefiiggést (RR=1.081 (0.700-1.669) p=0.726).

4.4. A RARRESI és AGBL2 ko-expresszioja

Meghataroztuk a RARRESI expresszio kiillonbozé formai valamint az AGBL2
kifejezOdése kozotti Osszefiiggést. A 691 tumorbol 454 (66%) mutatott RARRES1
membran pozitivitast, ezek koziil 110 tumorban az AGBL2 is pozitiv volt ami az AGBL2
pozitiv esetek 61%-at teszi ki. A 106 RARRESI negativ tumorbol csak 7 tumor mutatott
AGBL2 immunreakciot, mig a 132 RARRESI cytoplamatikus pozitiv esetbdl 63

tumorban talaltunk AGBL2 pozitivitast is (1. Tablazat).
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Eset RARRESI expresszio
szam | membran negativ cytoplasma | p-value
(691) (454) (106) (132)
AGBL2 <0.001
negativ | 512 344 99 69
pozitiv 180 110 7 63

1. Tablazat. A RARRESI és az AGBL2 expresszio kozotti osszefliggés. (Pearson Chi-Square
test (p<0.001)

Meghataroztuk a RARRES] és AGBL2 kifejezddésének kiilonbozd megjelenési formaja
¢és a tumorok progresszidja kozotti Osszefliggést Kaplan-Meier analyzis segitségével.
Talan a legfontosabb megfigyelés, amit a Kaplan-Meier mutat, hogy a 110 RARRES1
membran pozitiv és egytttal AGBL2 pozitiv eset koziil minddssze egyetlen betegben

fordult eld posztoperativ tumor progresszi6 az atlagosan 60 honapos utdnkdvetés soran.

4.5. Az AXL

4.5.1. Az AXL kifejezodése konvencionalis veserakban

Az AXL gén immunhisztologiai vizsgalata 4 kiilonboz6 kort fotalis vesében (11-23 hét)
¢és 4 felndttkori vesében sem adott pozitiv reakciot. Membranhoz kotott immunreakcid
fordult el6 327 (41%) konvenciondlis veserakban, mig 218 (27.4%) tumorban a
cytoplasmaban figyeltiink meg RARRES]1 pozitiv reakciét. A konvenciondlis veserakok

koziil 252-ben (31.6%) nem talaltunk pozitiv festédést egyetlen biopszias anyagban sem.
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4.5.2. Az AXL expresszio 0sszehasonlitiasa a klinikopatologiai jellemzékkel

A kiilonboz6é sejtkomponensekben észlelt illetve negativ. AXL expresszio és a
daganatspecifikus halalozas, a tumor mérete, a nuklearis gradusa és a T-stadiuma kozotti
viszony statisztikai elemzése soran mindegyik paraméter tekintetében szignifikans
Osszefliggés volt kimutathato (p <0,001). A log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-
Meier tulélési analizis az AXL antitesttel pozitivan festddé tumorok esetén 1ényegesen
rovidebb daganatspecifikus tulélést mutatott ki. A szamitott median ttlélési id6 az AXL
pozitiv tumort betegeknél 74 honap (33-82, 95% CI), mig az altalanos tulélési idé 142
honap volt.

Egyvaltozds analizis alapjan a T-stadium, tumor gradus, tumor stage €s a tumor mérete,
valamint a cytoplasmatikus AXL pozitivitds szignifikans 0sszefliggést mutattak (mind
p<0.001). Az AXL cytoplasma pozitiv esetekben a daganatspecifikus halalozas kockazata
szignifikansan magasabb volt (RR 7,8 95% CI — 4.90-12.42; <0.001). A kiilonb6z6
cellularis AXL kifejezodés fliggetlen prognosztikai értékének meghatarozasa érdekében
elvégeztiik a tobbvaltozos analizist az ismert klinikai patologiai prognosztikai valtozokat
figyelembe véve. Tobbvaltozos analizis soran a cytoplasmatikus AXL expresszio - a T-
stadium és a tumor gradus mellett - fiiggetlen negativ prognosztikai faktornak bizonyult,
az AXL pozitiv tumorok esetében a betegeknek kozel négyszeres rizikdja volt a daganat
spezifikus elhalalozasra (RR=3.60; 95% CI=2.64-4.92; p<0.001). Az atlagosan 60
honapos kovetési id6 alatt membran pozitiv esetekben a betegek 96,6% volt életben, az
AXL negativ tumorok eseten a betegek 77,4%-a mig az cytoplasmatikus AXL kifejezédés

esetén a betegeknek csak 38.1%-a volt €letben.
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5.Megbeszélés
5.1.LBP

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az LBP gén expressidja szignifikdns Osszefliggést
mutat a konvencionalis veserak postoperativ progressziojaval. Az LBP az akut-fazis
fehérjék csoportjaba tartozik és fontos szerepe van az endotoxinokra adott immunvalasz
szabalyozasaban (Schumann és mtsai, 1990). Normal koriilmények kozt az LBP a
majsejtekben fiziologias szinten képzodik, de akut-fazis reakciokban, mint a tumorok
gyulladasis mikrokornyezete, a makrofagok €s monocytak altal secernalt IL-1 és IL-6
jelentés mértékben fokozhatja az LBP szintézisét (Schumann és mtsai, 1996). Normal
konstitutiv koncentracioban az LBP megkdti a kiilonb6zo bakterialis komponenseket
mint lipopolyszacharidakat (LPS) és peptidoglykanokat és a CD14 valamint TLR4
receptor komplexen keresztiil a pro-inflammacios cytokinek, mint az IL-6 fokozott
kifejezédéséhez vezet, amely viszont az LBP szintézisét fokozza (Faure és mtsai, 2000;
Kitchens és mtsai 2005). A TLR4 az exogén bakterialis komponenseken kiviil endogen
ligandokat is felismer, mint pl. heat-shock proteineket, valamint szdvetsériilés soran
megjelend extracellularis matrix (ECM) komponenseket, mint fibronectin és

heparinszulfat (Akira és Takeda, 2000).

Mai tudasunk szerint a konvecionalis veserdk a proximalis tubulus sejtjeibdl indul ki. Az
LBP fehérje kizarolag a fotalis és felnbttkori vesék proximalis tubulus sejtjeiben
fejezddik ki. A proximalis tubulus sejtjei kiilondsen érzékenyek hypoxids és toxicus
artalmakra és acut tubuldris sériilés esetén gyulladaskeltd cytokineket és kemokineket
szecernadknak, igy jelentds szerepliik van a vese bamilyen jellegli hypoxemids,
metabolikus, toxicus sériilését kiséré gyulladasok kialakulasaban (Daha és van Kooten,

2000).
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Az LPS-LBP-CD14-TLR4 jelatvivd rendszer fontos szerepet jatszik a beteg
immunszisztémajanak és a  konvencionalis  veserak  mikrokdrnyezetének
megvaltoztatasaban. A TLR aktivalas altal a tumor sejtek cytokineket secernalnak, ezaltal
ujabb immunsejteket toboroznak amelyek képesek cytokineket, pro-angiogén és
novekedési faktorokat kibocsatani és 1igy tovabb erdsitik a megvaltoztatott
stimulacidja az LBP-CD14 komplex altal az NF-kB-fiiggé metalloproteinaz-2 és beta-
integrin fokozott kifejez0dését és ezaltal a tumor sejtek invasiv novekedését is eldsegiti
(Harmey és mtsai, 2002). A tumor mikrokdrnyezetének megvaltozott immunreakcioja
hozzéjarul a tumorsejtek proliferacidjahoz, a fokozott angiogenezishez, attétképzodéshez
¢s terapia rezisztenciahoz is (Huang és mtsai, 2005; Mantovani és mtsai 2008).

Korabban 06sszefliggést talaltak tobb acute fazis protein (APP) szekrécidja és a tumor
progresszio kozt (Orr és mtsai, 2011). A C-reaktiv fehérje és az SAA1 gén fokozott
expresszidja €s a tumoros betegek tilélése kozotti megfigyelést tobb kdzleményben
leirtak (Wood és mtsai, 2010; Engwegen és mtsai, 2007; Jagdev és mtsai, 2010). Azonban
az APP serum koncentracidja nem specifikus egy adott tumor tipusra és baktrialis
infekcid vagy barmilyen mas gyulladas esetében is emelkedett lehet. Leirtak veserak
progressziojat elore jelz emelkedett neutrophil-lymfocita aranyt, de a neutrofilia mogott
barmilyen gyulladasos folyamat is el6fordulhat (Fox és mtsai, 2013). Viszont egy korabbi
kozlemény csak ugy mint a jelen munka egyértelmiien azonositotta a konvencionalis
veserakok egy csoportjat, ahol maguk a tumorsejtek fejeznek ki APP-t, azaz SAA1 és
LBP proteineket (Paret és mtsai, 2010). Mind az SAA1 és LBP fokozott kifejezddése a
konvencionalis veserakok postoperative progresszidjanak magas rizikdjaval all

Osszefiiggésben.
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5.2. RARRES1 és AGBL2

Annak ellenére, hogy a vizsgéalatokba bevont 691 vesére lokalizalt konventiondlis
veserakok koziil 511 a pTla ill. pT1b stddiumhoz tartozott, 107 tumor progressziot
mutatott a postoperative kdvetési ido alatt és igy a target terapas kezelés ellenére a beteg
halaldhoz vezetett ill. fog vezetni. A Kaplan-Meier vizsgalat szerint a RARRES] fehérje
kifejezodése tumor sejtek felszinén meghatarozott egy alacsony risikdji csoportot a
betegség rendkiviil kedvezd lefolydsaval. A RARRESI cytoplasmatikus kifejezddése
valamint a protein teljes hianya viszont egy rossz progn6zisu betegcsoportot azonositott.
A RARRESI (retinoic acid receptor responder 1) gént elészor Tazarotene kezelt
sejtekben irtak le, innen a masik szokasos neve TIG1 (Tazarotene-induced gene 1)
(Nagpal et al. 1996). RARRES1 6 exonbol all, és két alternativ splice variansa ismert
amelyek a 3’ regioban kiilonboznek. Az aminosav szekvencia alapjan a RARRES]1 gént
transzmembran fehérjének tartjak amely egy nagy extraellularis regiobol, “single pass”
transzmembran régiobol és egy rovid N-termindlis intracellularis regiobol all.
Osszehasonlito kristéalyszerkezete alapjan feltételezik, hogy a TIG1 membranhoz kotott
(Aagaard és mtsai, 2005). Ezenkiviil feltételezik, hogy a RARRES1 mas membranon is
lokalizalodik, mint pl. a Golgi-apparatus vagy az endoplasmas reticulum felszinén, amely
magyarazatot adhat a konvencionalis veserakok egy részében megfigyelt citoplazmatikus
expressziora. RARRES1-el transzfektalt PC3 sejtek frakciondldsa soran a RARRES1
proteint csak a cytoplazmatikus de nem a sejtmembran frakcidoban talaltak meg (Oldridge
és mtsai, 2013 ). EQy masik frakciondlasi kisérlet a teljes hosszusagu 38 kDa RARRESI
izoformat a sejtmembranhoz lokalizalta (Shahab és mtsai, 2011). Ugyanezek a szerzok a
sejtmag-cytosol debris poolban egy kb 50 kDa RARRESL proteint azonositottak. Shahab

€s munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a RARRES1 C-terminalis regioja a
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glykolizacios szigndllal cytoplasmatikus elhelyezkedésii és igy a RARRESI egy III
typusu transmembran protein.

RARRESI kiilonb6z6 normal szovetekben, mint prosztata, tiido, maj, sziv és vastagbél is
kifejez6dik. Mi immunhisztologiai vizsgalattal mind a fotalis mind a felndttkori vesében
a sejtek lumindris membranjan figyeltiink meg pozitiv RARRESI] immunreakciot. A
RARRESI1 csokkent kifejezddését vagy hidnyat a promotor régié hypermethylacidja
miatt nemcsak kiilonb6z6é sejtvonalakban, hanem a prosztata, endometrium, fej-nyaki
régid, vastagbél és gyomor tumor szovetben is leirtak (Jing et al. 2002; Zhang et al. 2004;
Takai et al., 2005; Tokumaru et al. 2005; Kwong et al. 2005; Kwok et al. 2009; Peng et
al. 2013; Son et al. 2009). Ennek alapjan a RARRES1 génnek tumor szuppresszor
funkciot tulajdonitottak (Jing és mtsai, 2002; Takai és mtsai 2005). Masrészrol, a
gyulladdsos emldrakban a RARRESI kifejezett expresszidja a betegek rdovidebb
tumormentes talélésével tarsult. In vitro koriilmények kozott a RARRES1 gén deplécidja
csokkent sejtproliferaciéval, migracidos és invazids képességgel tarsult és in vivo
csokkentette a xenograft tumorok névekedést (Wang és mtsai, 2013).

RARRESL annak a protein komplexnek az egyik tagja, amely a tubulus tyrozinacios
cyklust szabalyozza €s ebben a komplexben a RARRES1-nek gatlo hatdsa van. Yeast
two-hybrid technika alkalmazisaval kimutattdk, hogy a RARRESI kotédik a
transzmembran fehérje 192-vel (TMEM192) és a RARRES] expresszioja a TMEM192
szovetben kozottiik a vesében is kifejezddik. In vitro kisérlet soran a RARRES]1 fokozott
kifejez0dése prostata karcindma sejtekben a beclin és ATG3 genekhez kotddo autofagiat
okoz (Roy és mtsai 2017)

A RARRESI funkcidja a kiilonb6z6 tipusti tumorokban csakugy mint a konvencionalis

veserakban nem ismert. A RARRES]1 C-termindlis regidja 30% hasonlésagot mutat a
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latexinnel, amely ismert karboxypeptidaz inhibitor. A RARRESI szintén
karboxypeptidaz inhibitor, amelyik kotédik az ATP/GTP binding protein-like 2
(AGBL2)-hoz (Sahab és mtsai, 2015). Az AGBL2 gén az a-tubulin detyrozinaciojaban
vesz részt és ilyen modon segiti a tumor kialakulasat és progresszidjat. Majrakban az
AGBL2 fokozott expresszidja a tumorok méretével, és az eldrehaladott klinikali
stddiummal mutatott szignifikdns korrelaciot. Az AGBL2 szabalyozza az autofagiat, a

TPX2 és az Aurora A aktivitasat és igy eldsegiti a majrak progressziojat.

Az AGBL2 szerepe a konventionalis veserakban még nem ismert, a legtobb klinikai és
patologiai paraméterrel gyakorlatilag nem lehetett 6sszefliggést kimutatni, az AGBL2
kifejezodése csak a tumor gradussal mutatott korrelaciot. Az AGBL2 pozitiv esetek
viszonylagos rizikéja a postoperative progressziora rendkiviil alacsonynak bizonyult
(RR=1.081 (0.700-1.669) p=0.726). Viszont érdekes megfigyelést tettiink a RARRESI
¢s az AGBL2 ko-expressio kozotti osszefliggésrol, amelynek a molekularis hatterét még
nem ismerjiik. A RARRES1 membranhoz kotott kifejez6dése az AGBL2 egyidejli
kifejezddésével a konvencionalis veserakok rendkiviil kedvezd lefolydsaval tarsult,

amennyiben ebben a tumorcsoportban csak egyetlen tumor progredialt.

5.3. AXL

Wang és mtsai (2013) experimentalis vizsgalatuk alapjan utaltak arra, hogy RARRES1
valoszintileg szerepet jatszik a tumor sejtek invaziv ndvekedésében az AXL szignalatvivo
rendszerén keresztiil. Ezért dontottiink gy, hogy megvizsgaljuk az AXL gén expressioja
¢és a konventiondlis veserdk progresszidja kozotti 6sszefiiggést.

Az AXL, a Tyro3-Axl-Mer (TAM) receptor tyrozin kinaz (RTK) enzym csoport tagja.
Az AXL kifejez6dését szamos tumorban, mint myeloid leukemia, glioblastoma,

prosztata, tiidd, vastagbél, gyomor, pankredsz ¢és emld rakban, leirtdk. Az AXL

17



kifejezddése a leirt esetekben a tumorok invaziv novekedésével €s metasztazis képzésével
mutatott 0sszefiiggést. Az AXL expresszio jelentdsége konvencionalis veserakokban még
nem ismert. Vizsgalataink soran az AXL protein kifejez6dése és tumorsejten beliili
lokalizacioja alapjan megkiilonboztettiink harom tumor csoportot: membranhoz kotott és
citoplazmatikus AXL pozitiv és AXL negativ tumorok. A Kaplan-Meier vizsgalat szerint
az AXL membranhoz kotott kifejezddése kedezd prognosztikai jelnek tekinthetd. Azok a
betegek, amelyek tumordban az AXL protein a citoplasmaban jelenik meg, kozel

négyszeres a rizikdja a postoperativ tumor progressziora.

Az AXL gen altal kodolt fehérje az N-terminalis végén két immunoglobulin-szerii, két
fibronectin 1ll-tipust motivumbol, egy single pass transzmembran doménbdl és
citoplazmatikus tyrosin kinaz doménbdl all [Lemke, 2013]. A TAM proteinek szamos

biologiai folyamatban jatszanak szerepet. Az AXL aktivaldsa kiillonb6zé onkogén

rrrrrrrr
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fibronectin motivuma az immunoglobulin és cadherin adhéziés mulekuldk integralt
motivuma, ami arra utal, hogy az AXL a sejtadhéziot is szabalyozhatja (Xe és mtsai,
2010). Az AXL a tumort infiltrald makrofagok és dendritikus sejtek felszinén is

kifejezodik és akadalyozza az immunvalaszt (Rothlin 2007).

Az AXL aktivalasaban szamos mechanizmus vesz részt. A “gowth arrest-specific 6”
(Gas6) kotodése az AXL-hez a receptor AXL dimerizaciojahoz, tyrozin-
foszforilacigjahoz vezet és igy a jelatvitel utjan aktivalja az AXL ala rendelt gének
expressziojat (Lemke, 2013). Phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) kotédése az AXL-hez
aktivalja az AKT kindzt (protein B kinaz) amely kozponti helyet foglal el a ndvekedési
faktorok, gyulladast eldidéz6 cytokinek és egyéb sejt folyamatok szabalyozasaban (Wu

¢s mtsai, 2018). A Fra-1 (Fos-szerii antigén 1) htigyhoélyag tumor sejtekben az AXL direkt
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transzkriptionalis aktivatora (Konishi és mtsai, 2004). A 786-O konvencionalis veserak
sejvonal talélése az AXL protein expresszidjahoz kotott, de a sejtvonal nem fejezi ki az
AXL ligand Gas6-ot (Yu és mtsai, 2015). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az AXL a
ligand hianyaban is kdzvetiti a jelatvitelt. A ligandtdl fiiggetlen AXL activalast vagy Mer
vagy Tyro3 vagy nem-TAM fehérjék heterofil aktivalast is leirtak (Lemke és Rothlin,
2008; Ruan és Kazlauskas, 2012; Bellosta és mtsai, 1995). Az AXL protein felépitésébdl
adodoan eléfordul a ligandtol fiiggetlen AXL aktivalas homofil sejtadhézié utjan, amely

magasfoki AXL kinaz aktivitashoz vezet (Zhang és mtsai, 2008; Rankin és mtsai, 2010).

crer

kiilonosen a rezisztencia kialakuldsdban, szdmos terapias lehetdséget dolgoztak ki az
AXL jelatvivés gatlasara. Az uj modszerek megprobaljak az AXL aktivitast az AXL
ellenes antitestekkel, szolubilis AXL ektodomén molekulakkal, és inhibitorokkal
akadalyozni (Yu és mtsai, 2015; Ye és mtsai, 2010; Zhang és mtsai, 2008; Holland és
mtsai, 2010; Rankin és mtsai, 2010). Legujabban kinaz gatlok mar klinikai kiprobalasra
keriiltek (Sheridan, 2013). A METEOR nevii klinikai vizsgalat szerint a Cabozantinib,
egy AXL, MET és VEGFR2 gatlo az attétes veserdkok progresszidjanak lassuldasahoz
vezetett és Osszehasonlitva az everolimussal jobb eredményt adott (Ye és mtsai, 2010).
Ennek alapjan bevezették a cabozantinib therapiat az attétes vesetumorok kezelésébe. Itt
érdemes megemliteni, hogy METEOR vizsgélatban nem talaltak dsszefliggést egy masik
tirozin kindz, a MET expresszidja és a klinikai eredmények kozt. Az AXL

tumorspezifikus kifejezddését nem vizsgaltak meg.
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6. Kovetkeztetések

Az altalunk vizsgalt a miitét soran csak a vesére korlatozott 691 konvencionalis veserak
jelentds része a pTla és pT1b stadiumba tartozott, de 107 tumor progresszidt mutatott,
attétet adott az atlagosan 60 honap postoperativ kovetés alatt. Bar a TNM osztalyozas az
altalunk hasznalt harmas gradust beosztas segitségével jol konvencionalis veserakokat
meghatarozott rizikdcsoportokra osztja, egy-egy csoporton beliil sziikség van a tumor
progresszio rizikojanak pontositdsdhoz a tumor biologiai viselkedését eldrejelz6
biomarkerekre. Ennek érdekében, az Uroldgiai Klinikan mar elkezdett prognosztika
marker kutatds folytatdsaval harom twjabb gén kifejez0dését és a tumoros betegség

lefolyasat vizsgaltuk meg.

Az LBP protein cytoplasmatikus kifejez6dése szignifikans Osszefiiggést mutatott ezen
tumorok prostoperativ progressziojaval és igy meghatarozott egy rizikd csoportot. Az
LBP immunhisztologia alkalmas egy magas és alacsony rizikdji betegcsoport
elkiilonitésére.

A RARRESI gén sejtmembranhoz kotott kifejezddése a konvenciondlis veserakok
rendkiviil j6 progndzisaval fligg 6ssze. Azoknak a betegeknek, amelyeknek a tumorabol
hidanyzik a RARRESI expresszio vagy citoplazmatikus expresszio figyelhetd meg, a
postoperative progresszié rizikdja 7-8-szor magasabb, mint azoknak, akiknek a
tumordban a RARRESI a sejtmembranon fejezddik ki. A membranhoz kotott RARRES1
expresszio és AGBL2 ko-expresszio a 691 tumorbdl egy olyan 110 fés betegcsoportot
jelolt meg, amelyek az atlag 60 honapos postoperativ megfigyelés soran nem mutattak
progressziot.

Az AXL gén a RARRESI génhez hasonldan, membranhoz kotott, negativ és
citoplazmatikus expressziot mutatott. A progresszio megitélése szempontjabol a

cytoplasmatikus AXL expresszionak van jelentosége, amennyiben a postoperativ tumor
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attét risikoja kozel négyszeres ebben a betegcsoprtban. Az AXL positivitas sejten beliili
elhelyezkedésének a megallapitdsa a tumoros betegek AXL kindz gatldo kezelésének
meghatarozasaban is jelentosége lehet.

Osszefoglalva, hirom olyan biomarkert sikeriilt azonositani, amelyek immunhisztologiai
vizsgalataval egy magas illetve alacsony rizikdju betegcsoport elkiilonitésére van

lehetdség.
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