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INTRODUCTION
End-stage renal disease and its significance

The term end-stage renal disease’ (ESRD) reflecighecal condition in which there has been an
irreversible loss of endogenous renal function, aofdegree sufficient to render the patient
permanently dependent upon renal replacement théRRT) - dialysis or kidney transplantation -
in order to avoid life-threatening uremia. ESRMaisubstantial burden on health care systems, the
associated high morbidity and mortality rates aigthimedical expenditures make it important from

a public health perspective.

The prevalence of ESRD still increases worldwidkisTis influenced by several factors (e.g.
improved overall survival of patients at highekrier ESRD, more liberal entry into and better
survival on RRT), of which the global epidemic gp¢ 2 diabetes mellitus, the increasing tendency
of hypertension and the ageing of the general @tioul are especially emphasized. The growth
rates in dialysis and transplant patient number8-6% were observed for years of the 2000s and
significantly exceeded the annual growth rate @P4d .of general world population. In the United
States, the number of patients treated with RRT m&egly 500.000 in 2005 (approximately 1.9
million worldwide) and based on estimations of @ditStates Renal Data System (USRDS) it is

projected to increase to more than 750.000 by 2020.

Morphological features of ESRD kidneys

The progressive structural changes of the charatitadly shrunken end-stage kidneys as tubular
atrophy, interstitial inflammation and fibrosis,veee arterial, arteriolar and glomerular sclerosis
and widespraed deposition of calcium, calcium aeata calcium phosphat crystals have already
been mentioned by Heptinstall in 1968. The RRTqggs and improves the life of ESRD patients,
especially when their disease is limited to thenkid and results in a novel type of renal histology

that have rarely been seen before.

The unique morphologic changes were describedtaildsy McManus and Hughson in a series of
papers more than 35 years ago. They have repoitgdsoopic cellular nodules of smooth muscle
cell proliferation arising around arterial and adkar necrosis as well as the increase in arterial
intimal thickness due the increased growth of emel@l and smooth muscle cells. The diverse
forms of tubules of end-stage kidneys were classifinto ,classic” atrophic tubules, tubules
showing ,thyroidization”, ,endocrine” tubules anduper” tubules. The latter ones are enlarged and

dilated and lined with hyperplastic/hypertrophidgtieglium.



Fibrotic renal interstitium may harbour isolatedgie cells or loosely organized small groups of
cells (clusters) with epithelial characteristicsiethare not surrounded by a visible basement
membran at the light microscopic level. In spiteatfophic, scarred structures, end-stage kidney
shows a remarkable proliferative activity, espdgial the epithelium of ,classic” atrophic and
.super” tubules. The unusual high proliferative gty has also been observed in papillary

proliferation of cells lining dilated tubules or alhmicroscopic cysts.

Acquired cystic renal disease (ACRD)

ACRD is a bilateral disorder characterized by teealopment of multiple renal cysts in uremic
patients with initial cyst-unrelated renal disea$bere is no uniform diagnostic criteria in the
literature, the diagnosis of ACRD accepted gengraluires the presence of more than 3 cysts or
more than 25% of tissue involvement in each kidaeg the exclusion of hereditary cystic kidney
diseases. The multiple, bilateral thinwalled cydisorganize the architecture of renal parenchyma.
They predominate in the cortex, but occur alschanrenal medulla or at corticomedullary junction.
The cysts contain typically clear or straw-coloufedd into which bleeding is not uncommon.
Deposition of oxalate crystals is typical of ACRBdamanifests often in the walls or cavities of the

cysts or within the tubules or interstitium.

The cysts are lined by simple monolayer eosinoplapithelium, sometimes higher hobnail-like
cells. The proliferative cysts display in most caaepapillary growth of eosinophilic cells. In some
cysts proliferation of large eosinophilic cells vivacuolated cytoplasm may be observed, which
corresponds to precursor lesions of ESRD-assocedsithophilic tumours. Microdissection studies
have demonstrated continuity between cysts anddstauggesting that cysts begin as outpouching
of any of the tubular segments and develop intascygough continuous proliferation of tubular
cells. Although cysts in ACRD may originate fromffeient segments of nephron, lectin and
immunhistochemical studies suggested that the magbrity of cysts are derived from proximal
tubules. The similarity of marker distribution imet,,super” tubules and cysts in ACRD also favours

the assumption that cysts may originate from theiseles.

The occurrence of ACRD and the extent of cysticedegation correlate consistently with the
duration of dialysis confirming its progressiveurat The occurrence is reported from 30% to 95%
in various populations of dialysis patients studiptesenting an overall rate of around 45% and
reaching virtually 100% after 10 years of dialysihe high occurrence of ACRD in those
undergoing long-term dialysis suggest that its tgyeent is a natural consequence and the final
fate of end-stage kidneys resulting from variodgide renal parenchymal diseases.



Renal cell tumours in ESRD/ACRD

Renal cell tumours (RCTs) develop in patients VEBRD/ACRD at higher frequency than in the
general population and RCT also occur frequentlgative kidneys of renal transplant recipients.
Of interest, RCTs develop 5-7 times more frequeintlsnales, which is higher male predominance
than the occurrence of ESRD/ACRD itself. Approxietatl0% of ESRD/ACRD-associated RCTs
are bilateral and around 30% of tumours are muaifoHowever, the vast majority of tumours are

less then 3 cm in diameter and remain asymptomatic.

Nearly 50% of the neoplasm in ESRD/ACRD displayiltey or tubular-papillary growth pattern,
whereas papillary RCT make up only 10% of casethéngeneral population. Recently, tumours
with unusual histological pattern and DNA alteratioccurring in ESRD/ACRD have been
published. A wunique type of ESRD/ACRD-associatedmdur is characterized by
solid/papillary/cystic growth of large eosinophilicells having large cytoplasmic vacuoles.
Moreover, intra-tumour calcium oxalate depositinriumours composed of large eosinophilic cells
with occasional cytoplasmic vacuolization and tunsowith cribriform growth pattern or ,clear cell

papillary” renal cell carcinoma (RCC) have beencdesd.

In addition to unique phenotypic features the genainstitution of RCTs arising from end-stage
kidneys may also differ from those known to be ekteristic for sporadic cases. Based on
molecular genetic analysis, the genetic alteratiorsome ESRD/ACRD tumours correspond with
those characteristic in RCTs occurring in the ganpopulation but others just fail to present —
partly or totally - the most typical chromosomahnohges, may have distinct genetic changes or do
not show any alterations. In the case of unusuabtu morphology, the diagnosis and biological
behaviour of some of the ESRD/ACRD tumours remamceutain even after molecular
characterization. Although further studies are ssagy, the available data suggest that the initial
developmental step for RCC associated with ESRD/BCGRght be slightly different from those
occurring in the general population.

Pathogenesis of ACRD and the related tumours

An increased rate of cell division has been foundells of atrophic tubules as well as in stromal
cells suggesting that end-stage kidney is not assaemet organ. In spite of histochemical and
molecular genetic studies, the biology of parenchlyamd interstitial cells as well as the molecular
mechanisms leading to formation of multiple cystsmodelling the kidney parenchyma and

development of unique type of tumours remains unkno



Toxic effects because of the retention of potelytiaixic uremic compounds may have pathological
consequences as increased genomic damage whichekasshown in uremic patients such as
elevated rate of sister chromatid exchange or foamaof micronuclei. The efficiency of DNA

repair is decreased to about 60% in uremic patiemtsemained nearly normal in patients having a

maintenance dialysis.

The mitochondrial DNA (mtDNA) is more vulnerable genotoxic agents and has a considerable
higher mutational rate than that of nuclear DNAIdlien of a 4977 bp segment known as the most
common large-scale deletion of mtDNA in various lammissues have been described to occur in
the skeletal muscle, in hair follicles and in pbepal blood cells of ESRD patients with a
significantly higher incidence than in those of -@gatched controls. Damage to mtDNA can
accumulate and mutations may cause alterationsercomponents of the respiratory chain with
decreased enzymatic activities resulting in inadageneration and accumulation of intracellular
reactive oxygen species (ROS). Mitochondria aresiciemed to be the main source of intracellular
oxidative stress by generation of ROS and theiewvatéd level could further injure important
proteins, interfere with metabolic pathways, cdnites to nuclear genome damage and cancer
initiation.

The role of growth factors and their receptors sashhepatocyte growth factodGF) and its
receptor c-met MIET), epidermal growth factorEGF), insulin-like growth factor-1 IGF-1),
hypoxia-inducible protein 2ZHIG-2) and hypoxia-inducible factorel(HIF-1a), a specific renal cell
growth factor, mitogen substances or activatiosighal transduction molecules (eayclic AMB

in cystic fluid has also been suggested to be rain ESRD/ACRD biology. Altered expression
of proto-oncogene or amplification af-erbB2, activation of qun and hypermethylation of
connexin 32 have been published. The role of cyedsuch as interleukin-al(-6), interleukin-8
(IL-8) and vascular endothelial growth fact&/EHGF) accumulating in acquired cysts was also
proposed. It was also suggested that possible meethaeffect of calcium oxalate monohydrate

crystals deposited in renal epithelial cells majuice proliferation by altering their gene expressio

The aforementioned studies have analysed only ometwo genes or one kind of genomic
alteration, but no systematic analysis of the mal&r microenvironment of ESRD/ACRD

kidneys have been carried out.



AIMS OF THE STUDY

Based on the dynamic structural changes in ESRDAGRd because the phenotype and genotype

of RCTs developing in ESRD/ACRD may differ from #sigooccurring in the general population, an

alternative pathway of tumour development reflagtithe special microenvironment in
ESRD/ACRD has been proposed.

The following issues have been raised:

Are genotoxic effects of uremic milieu in ESRD patis responsible for genetic instability and
subsequently for development of tumours?

Which genes and mechanisms are involved in hyps&rplaystic remodelling and/or strong
predisposition for tumorous process of end-stagadys?

Does this remodelling resemble a disorganized eamaty development or regeneration of
kidneys, or correspond to a novel type of disease?

Is there a common factor relevant to both the higk of renal cell tumours and the increased

overall cancer risk in ESRD?

In an attempt to clarify these problems, my work amed to:

. sequence the entire mitochondrial genome in remaénthymal cells from patients with

ESRD/ACRD and in RCCs arising in end-stage kidneys.

sequence theHL andMET genes and analyse the genomic changes in ESRD/A&3Rariated
tumours.

establish the global gene expression profile in BR¥®RD kidneys and compare to that of
embryonal and adult normal kidneys and distinctesymf renal cell tumours by using
Affymetrix oligonucleotide microarray.

improve the expression of the selected genes analpf cDNA samples of the aforementioned
tissues by quantitative RT-PCR.

determine the cellular localisation of the encodpmbteins in embryonal, adult and
ESRD/ACRD kidneys as well as in distinct types o&nal cell tumours by

immunohistochemistry.



PATIENTS AND METHODS
Sample collection and histological diagnosis

Fresh kidney specimens and renal cell tumours fpatients with ESRD/ACRD as well as
specimens of a large number of adult kidneys astingdi types of renal cell tumours were obtained
from the Urological Departments in Germany (Heigeth Bad-Hersfeld), United Kingdom
(Oxford Radcliffe Hospital), Hungary (Budapest), sl (Linz) and Slovenia (Ljubljana). In end-
stage kidneys, ACRD was diagnosed when the secpmyatic changes replaced at least 40% of
the kidney parenchyma. The histopathological diagnof tumours arising in ESRD and non-
ESRD kidneys was established according to the Hmdg Classification and to Tickoo et al.
(2006).

After nephrectomy, one part of fresh renal paren@iytissue and of tumour tissue - beside a part
of tumour tissue used for cell culture and cytogieranalysis - was snap-frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C for DNA, RNA and protein anglyShe rest of tumour tissue and the
remaining nephrectomy specimen were fixed in 4%fedoafl formaldehyde for histological
examination. Paraffin embedded samples from 21 HBRRD cases were also available for
histological analysis. Fetal kidneys from 13, 1& d® weeks of pregnancy were obtained after

legal abortus at the Department of Gynecology, Brrsity of Pecs, Hungary.

Mitochondrial and genomic DNA analysis

Genomic DNA from tumour tissues of end-stage kigneyas extracted by phenol-chloroform
according to standard procedures. The tumour eed® carefully scraped off or pushed out to
separate them from stromal tissue under an invemédoscope by a pathologist (Professor
Kovacs) experienced in this technique. Control DWAs extracted from corresponding kidney

parenchymal specimens by the same method.

We have designed 24 pairs of primers that amphiriapping fragments of approximately 900 bp
of the complete 16 569 bp of mtDNA. The forward aederse primers were tailed at their 5’ ends
with the sequences of universal primers UP21 fowdod and RP29 for reverse one, to allow direct
sequencing of the PCR (polymerase chain reactiooguyets. The PCR products was sequenced
with universal primers UP21 labelled with IRD70@drRP29 labelled with IRD800 fluorescent dye
by using the SequiTherm EXCEL Il Long-Read DNA Sequencing Kit according to the
manufacturer’s instructions. Direct sequencing@hs samples gave illegible sequences from the

poly(C) tract of the D-loop region onwards, requiyithese samples to clone into vector. PCR



fragments were ligated and transformed into XL1eBkupercompetent cells, then the plasmid

DNA was sequenced with the appropriate IRD700-I&12B00-labelled primers.

For separation of sequencing products, the eldotn@sis was performed on a 66 cm
polyacrylamide gel using a LI-COR Long Reati#®200 Automated DNA Sequencer, which works
with dual-laser system detecting IRD700 and IRD&3@s. The raw data were collected and
analysed with the eSeg2.0 Software creating twepeddent image files with information from the
700 nm and 800 nm channel and read sequences lofréxal parenchymal cells and renal cell

tumours were compared with those of the Mitomaploge (http://www.mitomap.org

Sequence analysis of th¢HL and MET

The three exons of théHL (von Hippel-Lindau) gene were sequenced from gead@iNA of 11
ESRD/ACRD tumours (6 conventional and 4 papillar¢ & and one oncocytoma) and 128
conventional RCCs from the general population. $ages of exons 16-19 of the proteine kinase
domain of theMET gene were also analysed in five (4 papillary andA@RD-associated
eosinophilic type) ESRD/ACRD tumours. For both geradter an amplification with nested and a
re-amplification with tailed (UP21 and RP29) copassding primers, samples were directly
sequenced with the IRD700 and IRD800-labelled prise¢ of the Thermo Sequenaseluorescent
Labelled Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaz@T®& according to the manufacturer’s
instructions. Polyacrylamide gel electrophoresis ywarformed on a 41 cm gel using a LI-COR
Long ReadIR 4200 Automated DNA Sequencer. Data were analysede%®eq2.0 \(HL) or
BaselmagIRNET) software and compared to the reference sequences.

CGH (Comparative Genomic Hybridization)

Twenty tumours from 11 ESRD/ACRD patients were gswd for genomic DNA alterations by
applying the Agilent Oligonucleotide Array-Based BG1igh molecular weight DNA was isolated
from short term cell-culture, whereas a pool of seatched DNA isolated by phenol-chloroform
method from five normal parenchymal kidneys wasduas a reference for array CGH. DNA
fragmentation and labelling were performed accaydmthe Agilent Oligonucleotide Array-Based
CGH for Genomic DNA Analysis user guide (v. 3.1lurtRer hybridization to 4x44K array

(AMADID 014950), washing and scanning proceduresemearried out at the Genomics Core

Facility, EMBL (Heidelberg, Germany) according teetmanufacturers’ protocol.

Data were further extracted from the scanned micagamage (.tif), filtered and normalized by the
Agilent Feature Extraction software (v. 9.5), anthlszed using the Agilent CGH Analytics

software (shot time free trial v. 3.4). Statistigaignificant regions of aberration in a given e



were determined by the ADM-2 algorithm accordinghe sensitivity threshold at 6.0 and a moving
average window of 1 Mb. A copy number gain wasrdfias a logratio >0.3 and a copy number

loss was defined as a logatio <-0. 3.

Gene expression analysis

For expression analysis, total ribonucleic acid Nvas isolated from ESRD/ACRD kidneys,
embryonal and adult kidneys as well as from distitypes of renal cell tumours including

embryonal ones with TRIZBIreagent according to standard procedures.

Global gene expression analysis using Affymetrix ptform. For microarray analysis, total RNA
samples were purified by using the RNeasy Mini e have pooled RNA of best quality from six
ESRD/ACRD kidneys, adult kidneys, tumours, papyl®&CCs and conventional RCC samples
with and without progression of the disease as @alfrom renal oncocytoma and chromophobe
RCC.

The complementary RNA (cRNA) synthesis and arrayrigyzation were performed by the
Affymetrix Screening Service at the German Resoeamter for Genome Research in Berlin
(RZPD, http://www.rzpd.de Each sample of high quality cRNA was hybridizeate using the
Affymetrix Human Genome U133 A and B array set. Boanned image files were converted by

the GeneChiP Operating Software. The intensity data (44,92&ersets) were normalized using

default settings in MicroArray Suite software (vers5.1) and further processed using Microsoft
Excel. The gene expression was correlated to thbg®oled normal adult kidneys as a baseline
reference and relative expression values in paolewur samples were calculated.

We used correspondence analysis to explore théoredhips between the samples in a low-
dimensional projectiorof expression data. Genes showing a signal lo@ rasier 2 in ESRD
samples and under O in nearly all other samplels @atresponding detection and change call, i.e.
specifically up-regulated in ESRD and down-regulaite other type of tissues, were selected for
gRT-PCR. In addition, genes showing an increasgutession in one type of RCTs besides
ESRD/ACRD samples were also selected. To definetiiumally related genes among those
specifically expressed in ESRD/ACRD kidneys anda atsdistinct types of renal cell tumours we
applied the web-based DAVID Gene Functional Classtibn Tool
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/gene2gene)jsp

Quantitative reverse transcription polymerase chainreaction (qRT-PCR). As first-strand
complementary DNA (cDNA) synthesis, total RNA waaniscribed with SuperScriptll Reverse

Transcriptase Kit and 3" one-base-anchored oligg-piimers. For primer design, sequences of the



selected Affymetrix probes were obtained through NetAffx™ Analysis Center. Primer pairs for
the represented human genes and ESTs were cogdtiiytthe help of the Primer3 primer design
software considering optimal parameters and inftona of NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Reference Sequences §Bgf and Human BLAT Search. Primers
were synthetized by MWG Biotech AG.

A representing cDNA fragment of the selected huigames and ESTs was amplified in a series of
1:8 diluted cDNA originating from 2 normal foetuglikeys (13 and 19 weeks old), 5 normal adult
kidneys, 8 ESRD/ACKD kidneys, 5 conventional RC&gapillary RCTs, 5 chromophobe RCCs
and 5 renal oncocytomas with the PlatinuBYBR" Green qPCR SuperMix UDG Kit using a
DNA Engine Opticon Real-Time System. Samples were parallel amplified p-actin, as a
reference (housekeeping) gene. The assays wergsadaWith the Opticon Monitor Software

package (v. 1.4).

Immunohistochemistry (IHC)

Tissue sections from original formalin-fixed, pdiafembedded archival tissue blocks containing
fetal, adult and ESRD/ACRD kidneys as well as TMAssue Microarray) including one with
ESRD/ACRD associated tumours, one with papillaryTR@nd another one with conventional
RCCs were analysed by IHC. TMAs were constructenfroriginal formalin-fixed, paraffin-
embedded material of ESRD/ACRD associated tumouwrswall as from Wilms' tumours,
conventional, papillary and chromophobe RCCs andlrencocytomas from the general population
using a Manual Tissue Arrayer 1.

After dewaxing, rehydration, treating in antigermasking solution of pH 9.0 and pH 6.0 in an
2100 Antigen Retriever, blocking the endogen peatase activity and nonspecific binding sites, the
slides were incubated overnight at 4°C with primantiserum at the indicated dilution. HRP
(Horseradish Peroxidase) conjugated anti-rabbit anttmouse secondary antibody (MACH 4
Universal HRP-Polymer) was applied for 30 minuted bound antibody was visualized with AEC
(amino-ethyl-carbazol) or DAB plus (diaminobenzlirchromogen solution. The sections were

counterstained with Mayer’'s Hematoxylin and covesgller with Ultramount or Pertex.
RESULTS

Pertinent clinical and histological data of ESRDT cases and their tumours are listed in the

Thesis.
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Morphology of ESRD/ACRD kidney

The morphology of ESRD as well as of ACRD kidnegsrespond to that was described in the
Introduction with diffuse hyalinisation (glomerutybular basement and arteries), proliferation of
smooth muscle and endothelial cells and large aredhyroidisation” composed of dilated tubules

filled with eosinophilic fluid. In ACRD kidneys, &éhvast majority of cysts are lined by a single
layer of epithelium composed of flat or small cudadicells and large columnar epithelium in some
cysts. ACRD kidneys displayed frequently atypicalliferative cysts, which are possible precursor

lesions for ACRD-associated tumours.

Morphology of microscopic lesions and tumours

Working up 12 entire kidneys obtained from patiewith ESRD/ACRD in 393 paraffin blocks

revealed 65 small papillary precursor lesions oélsmr medium sized cells, 42 precursor lesions
with chromophobe RCC-like pattern, 24 small soéidibns with large eosinophil cells containing
large vacuoles. As a strong correlation between nhmmber and type of precursor lesions of
microscopic size and tumours, precursor lesions emdesponding tumours showed similar
histology in ESRD/ACRD kidneys. We detected sevaraiours of unusual morphology, e.g. the
clear cell papillary RCC. Some papillary RCTs weoeposed of large eosinophil cells displaying
cytoplamic vacuoles or exhibited large eosinopaliscintermingled with clear cell like structures.

Some tumours contained large oxalate crystalsraih@e cytoplasm or in stroma.

Mitochondrial DNA alterations in ESRD/ACRD kidneys and tumours

New sequence variants identified in the mitochondal genome.Sequence variants detected in
both normal and tumour DNA were classified as pagphisms. We found 94 mtDNA

polymorphisms (4-27 per individual) in the kidneyfsthe six patients. From these, 20 alterations
were new polymorphisms and have not yet been redoirdthe Mitomap database. Nearly half of
the polymorphisms (44 of 94) were A to G substing. Nearly all of the polymorphic variants

occurred in homoplasmic form (100% variants), butne of them were in heteroplasmic form,
making up approximately 50-75% of the mtDNA. Only & the 69 different sequence variants
occurred in the protein coding region and of th&9e(56%) resulted in alteration of the amino acid

sequences.

Alteration in the D-loop region. Two tumour samples showed a consistent T deletiohvarying
sizes of poly (C) tract between 9 and 11 C nudliesti(nt) in heteroplasmic form in the mtDNA

control region. We found a C deletion at anothdy §8) site at position nt303—-309 in two cases.
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There were one and two CA insertions in two ofshenormal kidneys, respectively, at nt514 in a
region of a (CA) repeat with normally five haplotypes, but no atiatariation in the corresponding

tumour cells.

Somatic mtDNA mutations in ESRD/ACRD associated tumurs. We identified 9 somatic
nucleotide changes in 7 tumours occurring excligivia tumour cells, eight of them in
homoplasmic form (listed in the Thesis). The muotati were nucleotide substitutions in 6 tumours
(4 G—A, 1 A—G and 1 FC substitutions). In addition, there were a C afdiasertions and an
A deletion detectable in three cases, respecti@he of the G>A substitutions occurring in the
MT-ND2 (mitochondria encoded NADH dehydrogenase 2) codegjon leaded to an alanin-
threonin (Ala—Thr) exchange in the amino acid seqae whereas the C insertion and the A
deletion resulted in a frameshift mutationMimT-ND4 and MT-ND%enes, respectively.

Mutations of VHL and MET in ESRD/ACRD tumours

In the coding region of the BHL exons, 82 mutations occurring in 71 (55.5%) of 1B8 cRCCs
from the general population were detected: 45 pointations (54.9%), 30 deletions (36.6%) and 7
insertions (8.5%). There were 2 mutations in seasth 3 mutations (in two codons) in two cases.
Analysis of 11 ESRD/ACRD tumours revealed mutatiexslusively in conventional RCCs. There
were 5 mutations in 5 of six CRCCs (83%): 3 poinitations resulted in missense mutations with
alteration in amino acid sequence and 2 deleticnssing frameshift with early termination.
Mutations of theVHL gene seems to be higher (83%) in cRCCs from eagkdtidneys comparing
to those from the general population (55%). Theezewno any mutations in exon 16-19MET

proto-oncogene of the five analysed ESRD/ACRD tursou

Genomic alterations in ESRD/ACRD tumours

Each of the 7 conventional RCCs displayed the dbaratic copy number loss at chromosome 3p.
However, only 2 of the 5 papillary RCTs showed tharacteristic chromosomal gains, whereas
two of them displayed copy number gains only atootosome 3 or 7 and 16. The ACRD-
associated eosinophilic tumour showed similar afiens to the latter 2 pRCT. Loss of
chromosome 17p occurred frequently in chromophdteeRCCs. No alterations were seen on the

renal oncocytoma and clear cell papillary RCC.

Expression signature of end-stage kidneys

Correspondence analysis.Correspondence analysis of normal foetal, adutt BSRD/ACRD

kidneys and distinct types of kidney tumours regdd sample clusters. Samples 17-22 in cluster 1
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corresponding to ESRD/ACRD are far from the cedtianid well separated from the other clusters
containing normal kidneys and tumours of the kidriyis indicates a unique expression signature
(Figure 1.).

We have selected 69 genes, which are specificghggulated in ESRD/ACRD against normal
adult kidneys. Quantitative RT-PCR analysis usingpanel of cDNA from normal and
ESRD/ACRD kidneys and distinct type of RCTs conédrthe prominent expression of 47 genes,
of which 21 were expressed exclusively in end-stddaeys and 9 exclusively in ESRD/ACRD
samples and in papillary RCCs suggesting an aggmtibetween the two diseases. The highest
expression in end-stage kidneys was seen foLIRE00973RNA (Long Intergenic Non-Protein
Coding RNA 973), followed by theCSF2, SCELand GPR87 genes, of whichSCEL was

overexpressed in papillary RCTs as well.
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Figure 1. Correspondence analysis of the microarray expetsnen
cRCC: conventional, pRCC: papillary and chRCC: awphobe RCC; RO: renal oncocytoma;
CCSK: clear cell sarcoma of the kidney

Unsupervised hierarchical clustering After normalizing the data to the expression lenaglormal
kidneys, unsupervised analysis revealed distincobal gene expression patterns of
ESRD/ACRD/papillary RCC, chromophobe RCC/renal @ytema, conventional RCC, and foetal
kidneys together with the childhood tumours as glyoseparated clusters. The SAM analysis with
the available number of permutations and fold-clkeaRd was performed to estimate a statistical

significance of the probe sets manually selectettasscripts associated with ESRD/ACRD and
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ESRD/ACRD and papillary RCC. As result, 54 and 4anscripts were upregulated in
ESRD/ACRD and ESRD/ACRD and papillary RCC, respetyi, as compared to other samples.

Analysis of most prominently expressed genes

LINC00973 (Hs.307772)LINC00973is an RNA gene (Long Intergenic Non-Protein CodrRigA
973) located on the positive strand of chromosoraelase pairs 98699902-987019UMNC00973
belongs to the non-coding RNAs. Its function is yet known, no data on its involvement in any
biological functions has been published. We fouinel éxpression oEINC00973exclusively in
ESRD/ACRD kidney, however, its high expression wasected in 5 of the 10 ESRD/ACRD-

associated tumours.

Colony Stimulating Factor 2 (CSF2). The granulocyte-macrophage colony stimulating fa&o
(GM-CSF or CSF2 has a cytokine function controlling the differatibn and function of
granulocytes and macrophages. Our gRT-PCR reve@®H2 expression exclusively in the
ESRD/ACRD kidneys without expression in tumour sksgrom the general population. Diffuse

expression of the CSF2 protein was seen in atropdacranged and cystic dilated tubuli.

Sciellin (SCEL)

Expression of SCEL in ESRD/ACRD kidneys and tumoufkhe protein encoded b§CELIis a
precursor protein to the cornified envelope of ieally differentiated keratinocytes and may
function in the assembly or regulation of protamshis envelope. It is expressed only in cornified
epithelial cells of the skin, vagina, esophagus andours arising from such cells, but is not
expected in parenchymal organs. Nevertheless,stthathird most prominently expressed gene in
ESRD/ACRD kidneys and there was a conseq&&iEL expression in papillary RCTs but not in
the other types of RCTs of the general population.

Compared with extremly low expression in the norifiatal and adult) kidneys, high copies of
SCELmolecules were detected in 10 of the 12 ESRD/AGRIDeys and in 5 of the 11 associated
tumours including ACRD-associated papillary cleatl cumour and also a tumour with large
vacuolized eosinophilic cells. These data sugdestpossible role oECEL in the proliferative
processes playing a role in development of ESRD/B@Rd associated tumours.

We have also analysed the expression of the twicesphriants of theSCEL by RT-PCR and
visualised them on agarose gel. Both splice vasiardre detected with a strong predominance of
the longer transcript variant 2 (with insertion @fon 12) in each ESRD/ACRD kidneys and
papillary RCTs, but no visible expression was séennormal kidneys, Wilms' tumours,
conventional and chromophobe RCCs and renal onco@g obtained from the general population.
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Expression of sciellin protein in ESRD/ARCD and rahcell tumours.In adult kidneys a positive

staining was seen exclusively in distal convoluteuli. In scarring end-stage kidney single or
clustered epitheloid cells, small tubules and al$ated tubules containing a papillary growthe of
cells were positive. We found positivity in papilaRCCs and small papillary precursor lesions
arising in ESRD/ARCD. Conventional and chromoph®&eCs, renal oncocytomas and Wilms’

tumors arising in the general population were riggdor SC4 antibody.

Expression of SCEL and VDUP1 (Vitamin D upregulategrotein 1) genes in ESRD/ACRD
kidneys.Because of the interaction between sciellin andJYD as well as the low serum level of
la, 25(0OHYD3 (active Vitamin D) in ESRD patients, we have atswmlysed the same panel of
normal and ESRD kidneys and distinct types of R&@&F3/DUP1 by gRT-PCR just aSCEL.We
found aVDUP1expression in all normal kidneys and also distigpes of renal cell tumours but no

or very low expression in ESRD/ACRD kidneys andiél tumours.

G Protein-Coupled Receptor 87 GPR87. GPR87was one of the most prominently expressed
gene in ESRD/ACRD kidneys compared to normal anmibua tumorous kidney samples in our
panel. Besides of end-stage kidneys, only a aawilg duct carcinoma showed similar and some
oncocytomas a weak expression. By IHC with GPRS8iibady, the vas afferens of cortical
glomeruli presented an explicit reaction in aduald @ells of outer medullary collecting duct showed
a slight reaction in fetal and adult kidneys. Aosgy positivity was seen in small proliferating
arterioles correponding to the outer medullary argin ESRD/ACRD kidneys and also in

chromophobe RCC-like precursor lesions and tumours.

Functional classification of selected genes

To define functionally related genes among thosifipally expressed in ESRD/ACRD kidneys
we used web-based DAVID Gene Functional Classifioaiool. We identified two clusters of

functionally related genes among the 47 genesoafl by gRT-PCR.

Group 1: Inflammation related genes.Five genes of chemokine§€XCL1, CXCL3, CXCLS5,
CXCL6 from the C-X-C subfamily and CCL20, a member of tB-C subfamily were clustered
together with a high enrichment scores when classibn stringency was set as “highest”. In
addition,CXCL8 (IL8)was also assigned to the cluster of “high” strirgyelevel. Two of the 47
genes overexpressed in end-stage kidneys basedRo+PGR analysisCSF2 and IL6 can be
referred here as well, which encode also protegisnging to the large group of cytokines. No or

only minimal expression was detected in normal,-B&RD/ACRD kidneys. These data suggest
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that inflammatory cytokines may play a seminal rimiethe remodelling processes in end-stage

kidneys and also in development of ACRD.

Expression and cellular localisation of CXCL8 and XC€R2. We have analysed the receptor
protein CXCR2 (IL-8R2 together with one of its ligand§€XCL8 cytokine in the same slides by
IHC in ESRD/ACRD kidneys and associated tumourse Tast majority of small “atrophic”
tubules in sclerotic areas, small tubular and tbphpillary lesions, ESRD/ACRD-associated
precursor lesions as well as small tumors resemldimomophobe RCC showed positive staining
for both antibodies. Smaller or larger cysts in ATRidneys lined with single or multilayered
epithelial cells were strongly positive. Adult afetal kidneys were negative faZXCL8 In
summary, similar structures were stained with batiibodies presenting a generally weaker
staining intensity foCXCR2than for its ligandCXCL8

Expression of acute phase proteins SAAL and LB¥ acute phase response genes may be also
important transducer of inflammatory signals, weéhanalysed serum amyloid ASAA] also
identified by the SAM analysis above), and lipopalgchride binding proteirLBP, expressed in
invasive cRCCs) for protein expression. Acute phasponsive proteinSAAland LBP were
strongly expressed in the vast majority of smalldidated tubular cells of ESRD/ACRD kidneys.
The LBP protein was highly expressed in the fibrotic steoof ESRD kidney, whereas ti$AAl
expression was less intensive in stromal areas.eAkveytoplasmic reaction with attenuated cell
membraneSAA1 staining was seen in several ESRD/ACRD-associattetburs. Conventional
RCCs as well as chromophobe-like carcinomas deedldap ESRD/ACRD kidneys revealed
moderate to strongBP staining.

Group 2: Altered cytokeratin assembly.Another cluster was made up by keratikRT7, KRT19,
KRT81 (KRTHB1)and KRT23 at “highest” clustering stringency settings, aRRTAP2-2at a
stringency set to “high”KRTAP2-2, KRT81 and KRT2®ere overexpressed exclusively in
ESRD/ACRD kidneys, whilkKRT19andKRT7expressed in papillary RCTs as well. Based on the
role of encoded proteins in epidermal developmedtraaintenance, tfeCELas well as C150rf48
(NMES1 normal mucosa of oesophagus specific 1) mightt ésordered to this functional group.
The genéAREGencodes an autocrin growth factor promoting tleeviin of normal epithelial cells.
Single layered epithelial cells express normallgaér of keratin type | and Il such &RT8and
KRT18 which form heterodimer. The functional analysispecifically expressed genes indicated,
that proliferating cells in ESRD/ACRD kidneys shifteir keratin profile by expressingRT7,
KRT19and KRT23 In normal kidneysKRT7 and KRT19 proteins are expressed in cells of the

collecting duct and in thin ascending loop of Henle
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We found a diffusé&RT7staining in nearly all areas of ESRD/ACRD kidnagpssmall atrophic or
in dilated tubules, definitely in latter ones wiplapillary growth within their lumen as well as in
ESRD/ACRD-associated papillary RCTs. KRT7 immunapoty was demonstrated in papillary
as well as in chromophobe-like precursor lesiorsiafESRD/ACRD-associated chromophobe-like
RCC. As with theKRT7 staining, diffuseKRT19 positivity was detected in the overwhelming
majority of small atrophic, normal looking or diat tubules in ESRD/ACRD kidneys. All cells of
tubulary or papillary growing tumours exhibited #&osg positive KRT19 immunostaining.
Conventional RCCs were consequently negativ K®T7 but showed scattered positivity for
KRT19

DISCUSSION
Are toxic effects responsible for increased risk alumour?

Mutation of mtDNA. Our study presented a higher mutational rate of tHiBNA in ESRD
tumours (9 somatic mutations in 7 of the 9 RCTantfound generally (23-70%) in other types of
malignancies. This may correspond to the incredseel of ROS in renal parenchymal cells in
ESRD/ACRD thought to be caused by uremic statusmamtenance dialysis. Most somatic
mutations described in the mitochondrial genomerargeotide transitions which correspond to
ROS-induced nucleotide changes and are homoplagrggesting a selective replication advantage
of mutant mtDNA. We suggest that the somatic numeochanges in ESRD tumours occur at a
very early stage of tumourigenesis, probably ingprotor cells and are selected during tumour

progression as a homoplasmic mutation.

During cystic remodelling characterized by a higkerof cell proliferation, cells are activated by
distinct stimuli, they produce ROS which can acaa®cond messenger and stimulate other cellular
signalling pathways. There is a cross talk betwtbercellular redox status and signalling pathways
which may lead to programmed cell death or cellifm@tion, both necessary for cystic remodeling
processes. It is likely, that endogenic or exogeoiic effects through increased levels of ROS
promote a cell proliferation and in this complexyw@ntribute to the development of tumours
which have a high rate of ROS-specific mtDNA mutas.

Genomic instability, mutation of the VHL gene.Although, only few tumours from ESRD/ARCD
cases have been subjected to mutation analysiee®HL gene, the high frequency (83%) against
those of observed in conventional RCCs in the géngopulation (55%) may suggest a causal
association of uremic- toxic status and mutatiothefVHL gene. The increased level of ROS and
hypoxemic microenvironment in ESRD/ARCD may be ategsponsible for the higher rate of
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mutation and the increased proliferation of celksyrfix the mutations in the starting population of

tumorigenic cells.

Recalling Virchows hypothesis: the inflammatory micoenvironment

Our systematic analysis identified a functionalugref signature genes belonging to the chemokine
family which are specifically expressed in ESRD/AT.R hese chemokines compose a cell-surface
signalling assembly with CXCL8IL8) receptorsCXCR1 and CXCR2 Based on previous
observations, these participants mediate chemotatl angiogenic activity on different cells types
or have stimulatory effects on growth or differatibn (e.g.CCL20, IL6or CSF2) might trigger
neoplastic cell transformation (e.g. CXCR2 actma}i and can play a significant role in

proliferation or invasion of tumour cells (as IL8).

The inflammatory microenvironment in end-stage kyins formed by stromal and infiltrating
immune cells and this changes activate the hostimensystem including the acute phase response.
On the other hand, cancer cells may shape theirrigroenvironment by de novo production of
inflammatory mediators and acute phase proteinsnéhstage kidneys and associated tumours both
acute phase response protefBdAlandLBP are expressed.BP catalyzes a signal via a CD14-
enhanced mechanism to a receptor complex includiltig4 (Toll-like receptor 4) leading to the
release of pro-inflammatory cytokines suchla$. Cytokines such aBNF-alphaandIL6 may also
play crucial role. BothiTNF-alphaandIL6 induce free radicals or can synergistically triggee
TGF-betasignalling pathway and thus promoting epithel@ahtesenchymal transition and tumour

invasiveness.

Our findings recall Virchow’s observation that carg occur preferentially at sites of chronic
inflammation. The finding that several genes areressed exclusively in ESRD/ACRD and
associated tumors also suggests that the inflanmpnatecroenvironment in ESRD/ACRD can be
connected to tumor development. This observatiemseto improve our hypothesis on the role of
specific molecular microenvironment in the develemin of unusual types of tumors in
ESRD/ACRD, which replaces the specific genomicratiens occurring in RCTs in the general

population.

Increased plasticity of kidney cells during remodding

The cells of the nephron in chronic renal diseaselgplly loss their normal function and suspend
their program of terminal differentiation. Proxinmabular cells of the kidney, as highly specialized
parenchymatous epithelial cells express dRRT8 and KRT18in their normal state, this may

change dramatically in reactive conditions suchirdammation or atrophy. The homeostatic
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response features major alterations in keratin gapeession. The cells can switch KRT7 and
KRT19 sometimes alsgRT17and thus express four or five instead of two kesafThis increased

keratin expression appears to parallel the reduatialegree of differentiation.

In normal kidney,KRT19 similarly to KRT7 is expressed by IHC in the principal cells of the
collecting duct. Our finding tha€RT7especialllKRT19is expressed in nearly all tubular structures
in ESRD/ACRD kidneys can not be interpreted asaiusive proliferation of principal cells of
collecting duct but rather reflect the shift of &&n pattern of all types of tubular cells frdaRT8
and KRT18to KRT7 and KRT19 This shift in keratin expression profile enabtesform new
cytoskeletal proteins resulting in altered shapiaoreased plasticity necessary for the remodeling

process and tumour development.

Several other overexpressed and selected gengdazaa seminal role in remodelling and tumour
developmentLAMAS3 LAMB3 andLAMC2 are the three components of the laminin332 whibi -
interacting with other extracellular matrix compatse - mediates the attachment and migration
during regeneration, tumorigenesis and metastBsidiferation and migration of cells is necessary
for reorganising the normal structure in end-stkigmeys and in development of ESRD/ACRD-
associated tumours. The protein encode®6¥BLD2 (ESDN, endothelial and smooth muscle cell-
derived neuropilin-like protein) modulates vascigarooth muscle cell growth and is a marker of

vascular remodelling.

VDUP1/TXNIP, tissue remodelling and increased risk of tumour

The VDUPL1/TXNIP which is expressed under normal conditions in idvéissues, is a
multifunctional protein involved in maintaining tlvellular homeostasis. Increasing number of data
suggest tha¥ DUP1/TXNIPcontrol the cell proliferation and possible thel ceigration in tumour
cells as well. The low level 6fDUP1 and suspended interaction with tREELmay contribute to
the remodeling process and intensive proliferatibdistal convoluted tubuli. In addition, it can be
linked to the observation, that ESRD patients showgeneral, an increased risk for cancer

involving not all but a number of organs.

Most patients with end stage kidneys have a deedeasrum level of d,25(OH)D3; and, as we
presented, a decreased expression lev&YdP27Bland a substantially decreased expression of
VDUPL1/TXNIPwhich indicate the involvement of these factorsextiensive remodelling process
occurring in ESRD/ARCD and possible, in the higigirency of RCT development.
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CONCLUSIONS

Our study provides first time evidence that:

1.

2.

Remodeling of kidney parenchyma in ESRD/ACRD isoasged with a unique gene
expression signature. The specific inflammatoryrogavironment, altered plasticity and
proliferation rate of cells may be responsible tleg structural changes in non-functioning
kidneys and for the high frequency of developmehtR&€T with unique pheno- and
genotype.

The continous expression of inflammatory cytokigietding high level of free radicals may
cause mitochondrial and genomic DNA damage and trouagawhich can lead to tumour
development.

Decreased expression of the multifunctional proddUP1/TXNIP in kidneys and other
organs of patients with end stage renal diseasetarglispended interaction with several
molecular pathways may lead to impaired cellulanbostasis and trigger cell proliferation

and tumour development.

To characterize the unusual morphology of kidneygE $RD/ACRD, Heptinstall applied the term

“trans-Stygian pathology” referring to life beyotite mythical river. Our study indicates that the

long survival of patients with chronic renal diseadlows the kidneys to enter a "new molecular

life" different from the previous one. Taking irdgcount that an increasing number of patients are

being alive "beyond the Styx" due to improved RRi@ éhat an increasing number of these patients

may develop cancer, the signaling pathways instriahein the biology of ESRD/ACRD and

related tumors merits further investigation.
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BEVEZETES
Végstadiumu veseelégtelenség és annak jelésgge

A végstadiumu veseelégtelenség (ESRD, end-stage desease) kifejezés egy klinikai allapotot
tukroz, melyben a vesefunkcio irreverzibilis kardgsasa oly mérték hogy a betegnek az életet
veszélyeztét urémia elkerliléséhez vesepotld kezelésre — dimdiatagy transzplantaciéra - van
sziksége. Az ESRD jeldist terhet r6 az egészségiigyi rendszerekre, a hézzald@ magas
morbiditasi és mortalitasi rata és magas egészgedimpasok teszik fontossa az egészségugyi

ellatas szempontjabdl.

Az ESRD prevalenciaja jelenleg is vilagszerte néedk Ezt szamos tényébefolyasolja (pl. az
ESRD-re fokozottabb rizikéju betegek hosszabb a#atjilélése, a vesepdtld kezelésre bejutas
szélesebb lehé&tége, ezen betegek jobb tulélése), melyek kozilea Hpusu cukorbetegség
globdlis epidémidja, a magas vérnyomas noéédkmdenciaja és az altalanos populacio eléregedése
kulondsen hangsulyos. A vesepotld kezelésre s2082000-es években megfigyelbidd-7%-0s évi
novekedési ratja szignifikansan meghaladta anpgsség 1.2%-0s évi novekedését. Az Egyesult
Allamokban 2005-ben kozel 500 ezren részesiiltekpd kezelésben (vilagszerte korulbeliil 1.9
milliéan), mely a Egyesult Allamok Vese Adatrendgreek (USRDS, United States Renal Data
System) becslései szerint 2020-ra tbbb, mint 780rezd.

A végstadiumu vesék morfologiai jelleméi

A jellemzéen zsugorodott végstadiumu vesékben lathatdé pregjresstrukturalis valtozasokat,
ugymint a tubularis atrofiat, intersticidlis gyulkst és fibrozist, sulyos artérias, arteriolas és
glomerularis szklerézist, valamint a kélcium, a @alat és Ca-foszfat kristalyok Kkiterjedt
lerakédasat Heptinstall mar 1968-ban lejegyezteesepoitld kezelés meghosszabbitja és javitja a
végstadiumu vesebetegek életkilatasait, kulonosen, betegségiik €lsorban csak a vesére

korlatozodik. Mindez Uj tipusu, korabban ritkarotdielvaltozasokkal is jar a vese szdvettanaban.

A sajatos morfoldgiai elvaltozasokat részleteiberiMdnus és Hughson tobb, mint 35 évvel éttel
egy kozleménysorozatban leirta. Beszamoltak a kévil artérias és arteriolas nekrézisban a
simaizom sejtek proliferacioja altal keletkezmikroszkopikus sejtnodulusokrol, valamint a
megnovekedett endothelidlis és simaizom sejtek @yommegvastagodott artérias intimardl. A
végstadiumu vese kulonb®zatrofias tubulusait klasszikus® atréfids, thydaiaciot* mutato,
.endokrin“ és ,szuper® tubulusokként osztdlyoztédkz utObbiak megvastagodott és tagult,

hiperplasztikus/hipertrofias hamréteggel bélelutubok.
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A fibrotikus veseallomanyban olyan, epithelialidiggi izolalt sejtek vagy laza szerketet
sejtcsoportok (,cluster®) lelhék fel, melyeket fénymikroszkdpos szinten lathat@dbmembran
nem vesz korul. Az atréfias, heges strukturak éllera végstadiumu vese jelémsejtproliferacios
aktivitast mutat, kilénoésen a ,klasszikus* és ,satiptubulusok hdmjaban. A szokatlan magas
sejtosztodasi aktivitas a tagult tubulusokat vaigyrkikroszkopikus cisztakat bééeham papillaris

sejtszaporulataiban is megfigyeltet

Szerzett cisztas vesebetegség (ACRD, acquired cgsenal disease)

Az ACRD az eredetileg cisztakéfaiest| fliggetlen alapbetegségben szerivattmias betegekben
kialakul6 kétoldali elvaltozas, mely multiplex vesztak kifejpdésével jellemezhét A
szakirodalomban nincs egységes diagnosztikai kritéx, altalanosan elfogadott, hogy
fennalldsardél mindegyik vesében 3 vagy tbbb cigdenléte, ill. a parenchyma tébb, mint 25%-0s
érintettsége esetén beszélhetiink, orokletes vespdet kizardsa mellett. A multiplex, kétoldali,
vékonyfalu cisztak deformaljak a veseparenchymakszetét. El§sorban a kéregben, de akéar a
velballomanyban, ill. a kéreg- és wallomany kapcsolodasanal is elhelyezkedhetnek kiigain
szintelen vagy szalmasarga folyadékot tartalmazmekyben vérzés sem szokatlan. Jellegzetes az
oxalat kristalyok lerakbédasa, gyakran a cisztailfah vagy dregében, a tubulusok lumenében vagy

az intersticiumban.

A cisztdk egyrétefy eozinofil, ill. néha magasabb bakancsszegsZeammal béleltek. A
proliferativ cisztdk legtébbszor az eozinofil skjtpapillaris névekedését mutatjdk. Néhany
cisztdban vakuolizalt citoplazmaju, nagy eozineéjtek proliferacidja észlelhgtmely megfelel a
végstadiumu vesékhez tarsult eozinofil tumorok pre&r I|ézidinak. Mikrodisszekcios
tanulmanyok folytonossagot mutattak a cisztak ésltisok kozott, mely szerint a cisztak barmely
tubulusszakasz tasaksizerkiboltosuldsaként ke#dhetnek és a tubularis sejtek folytonos
szaporulata soran alakulnak cisztava. Bar a nepkiiimb6® szakaszaibol eredhetnek, lektin és
immunhisztokémiai tanulmanyok alapjan a cisztak ynagbbsége a proximalis tubulusokbdl
szarmazhat. Ugyanezen feltételezést tamogatjaidmekflis markerek eloszlasanak hasonlésaga a

»szuper* tubulusokban és a cisztakban.

Az ACRD ebfordulasa és a cisztas elfajulas kiterjedése egyaményossagot mutat a dializis
idétartamaval, alatamasztva annak progressziv voBatdializisbetegek kulénb@z vizsgalt
populacidiban 30-95%-o0s dbrdulast kozoltek, mely egy 45% koruli atlagotejed és 10 év
dializiskezelés utan elérheti virtualisan a 100%At ACRD hosszutava dializisterapia alatti
nagyfoku ebfordulasa azt sugallja, hogy ez a kilénb@arenchymas vesebetegsédihkialakult

veégstadiumu vesék természetes éségssa.
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Végstadiumu/szerzett cisztds vesékben kialakult vesejtes tumorok

Vesesejtes tumorok (RCTs, renal cell tumors) nafgygyakorisaggal fordulnak &lvégstadiumu
veseelégteleirszerzett cisztas (ESRD/ACRD) betegekben, mint &talanos populacioban,
gyakoriak vesetranszplantaltak nativ veséiben &fi betegekben 5-7-szer gyakoribbak, mint
nékben, mely elfordulasi tulsuly kifejezettebb, mint maga a betap&ESRD/ACRD esetén. Az
tumorok megkozelileg 10%-a kétoldali €és kb. 30%-a multifokalis. Uggkkor a tumorok nagy

tobbsége kevesebb, mint 3 cm atép@&es tlinet nélkul marad.

Az ESRD/ACRD-hez kapcsolédd vesetumorok kozel 50%agillaris vagy tubulopapillaris
ndévekedést mutat, mig ez az altalanos populaciébak 10% korili. A kdzelmultban a szokottol
eltés szOvettani és DNS elvéltozdsokat mutatd vesetukndlroszamoltak be ESRD/ACRD
betegekben. Az egyik ilyen sajatos tipust nagy ptiizmatikus vakuoladkkal bird,
szolid/papillaris/cisztikus novekedésagy eozinofil sejtek jellemzik. Emellett leirtdka-oxalat
lerakédast nagy eozinofil sejtes, esetenként atophtikus vakuolizaciét mutatd tumorokban,
szitaszeit lyukacsos (,cribriform“) ndvekedést mutaté tumoabkiagy ,vilagos sejtes papillaris”

veserakot.

Az egyedi fenotipikus vonasok mellett a végstadiuwegék tumorainak genetikai 6sszetétele is
kulénbozhet a sporadikus esetekre ismerten jebeshzaviolekularis genetikai vizsgalatok alapjan
egyes ESRD/ACRD tumorok genetikai eltérései melyfeleaz altalanos populacié vesetumoraira
jellegzeteseknek, masok viszont nem mutatjak —be¥szvagy egyaltalan — a legtipikusabb
kromoszomalis elvaltozasokat, eliéggenetikai elvaltozassal birhatnak vagy nem mukaéfigrest.
Szokatlan tumormegjelenés esetén, egyes ESRD/AQRDrtdiagndzisa és bioldgiai viselkedése a
molekularis jellemzés ellenére is bizonytalan maidél még tovabbi vizsgalatok szikségesek, az
elérhet adatok alapjan feltehiet hogy az ESRD/ACRD-hez kapcsolédo veserak kiflgsenek

kezdeti lepése valamelyest kilénbozik az altalgogsilacioban kialakulé tumorétol.

Az ACRD és a vesetumorok patogenezise

Az atrofias tubulusokban, valamint a stroma sdjgai talalt megndvekedett aranyu sejtosztdédas
arra utal, hogy a végstadiumu vese nem egy inakivv. A hisztokémiai €s molekularis genetikai
vizsgalatok ellenére a parenchymalis és interdigciejtek biol6gidja éppugy, mint a multiplex
cisztdk kialakulasdhoz, a veseparenchyma atréddeghezés és sajatos tipusu tumorok

kifejl 6déséhez vezéimolekularis mechanizmus tovabbra is ismeretlen.

A potencidlisan toxikus urémias anyagok felgyllesalémiatti toxikus hatasoknak patolégiai

kovetkezményei lehetnek, mint a fokozott genomkadés, melyet kimutattak urémiés betegekben,
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pl. mint a testvérkromatid-kicseéélés fokozott aranya vagy mikronukleuszok formacigj@®NS-
javitas hatékonysaga 60% korilire csokkent urédmédsgekben, de kézel normalis maradt allandé

miivese kezelésen 18knél.

A mitokondridlis DNS (mtDNS) érzékenyebb genotosikuatasokra és szadmotiem magasabb
mutacios gyakorisagot mutat, mint a nuklearis DN®&I6nb6z6 human szovetekben felep
irtdak le ESRD betegek vazizomzataban, hajhagymadisaperiférias veérsejtjeiben szignifikansan
nagyobb gyakorisaggal, mint a korban megtelantrollokban. A mtDNS karosodas halmozédhat,
a mutéciok eltéréseket okozhatnak a légzési labkkent enzimaktivitdsu tagjaiban, ezzel az
intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok (RO%ctiwe oxygen species) fokozott képdesét és
felhalmozodasat eredmenyezve. A mitokondriumokaR@S képadés altal az intracellularis
oxidativ stressz le¢bb forrasanak tekintik, ezek emelkedett szintjetdenfehérjéket karosithat,
metabolikus utakkal interferélhat, hozz4jarulhatuklearis genom k&rosodasihoz és igy tumorok
elsidézésehez.

A végstadiumu cisztds vesék bioldgidjaban feltétéle mar novekedési faktoroknak eés
receptoraiknak, ugymint hepatocita novekedési faKtdGF) és receptora, a c-meMET),
epidermdlis ndvekedési faktoEGF), inzulinszeti ndvekedési faktor-1IGF-1), hypoxia-indukalt
fehérje 2 HIG-2), hypoxia indukalt faktor d (HIF-1a), egy specialis vese nodvekedési faktor,
tovabba mitogén anyagok vagy szignaltranszdukcié®lekaldk (pl. ciklikus AMP)
cisztafolyadékban val6 aktivaciojanak esetleges regé. Proto-onkogének megvaltozott
expresszigjat vagy a c-erbB2 amplifikacigjat, c-juaktivaciét és a connexin 32 gén
hipermetilaciojat is publikaltak. Feltételezték iokinek, mint interleukin-6 (IL-6), interleukin-8
(IL-8) és a szerzett cisztakban felhalmozodo vaszlauendothelidlis ndvekedési factor (VEGF)
szerepét. Felmerilt a vese epithelidlis sejtjeiberakdédd Ca-oxalat monohidrat kristalyok
lehetséges mechanikai hatasa, melyek a sejtek pegsszidjanak megvaltoztatasaval proliferaciot

indukalhatnak.
Az eddig emlitett tanulmanyok csak egy vagy kéttgésgy egyfajta genomeltérést vizsgaltak,

viszont nem tortént szisztémas elemzés a végstadiszerzett cisztds vesék molekularis

mikrokornyezetét illa¥en.
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CELKIT UZESEK

Az ESRD/ACRD-ben latott dinamikus strukturalis walisok alapjan €s mivel a végstadiumu

cisztas vesékben kialakulé vesetumorok geno- éstifarsa kilonb6zhet az altalanos populaciéban

eloéforduld esetekil, feltehet a tumorfejpdésnek egy, az ESRD/ACRD specialis mikrokdrnyezetét

tukr6zo, alternativ Utja.

A kovetkezo kérdések merdiltek fel:

1.

Az ESRD betegekben Iéwrémias kérnyezet genotoxikus hatdsai éslek-e a genetikai
instabilitasért és kovetkezésképp tumorok kitgiséért?

Mely gének és mechanizmusok jatszanak szerepegstagkumu vesék hiperplasztikus-
cisztikus atalakulasaban és/vagy a tumorkeletkezégdd eés hajlamaban?

Hasonlit-e ez az é&tlakulds egy szervezetlen emdlitonfejlodésre vagy a veseék
regeneracidjara, avagy egy Uj tipusu betegségneknieg?

Létezik-e egy kozos tenyézmind a veserakok kialakulasanak magas kockamaitad a
rakos megbetegedés kialakulasanak ESRD-ben tajpadltédanosan emelkedett rizikoja

tekintetében?

Mindezek tisztazasara, célunk volt:

1.

a teljes mitokondrialis genom szekvenadlasa ESRD/BCBetegek, ill. végstadiumu

vesékben kialakult veserakok veseparenchyma segtjei

. a VHL és MET gének szekvendlasa és genomi eltérések elemzé&D/ESRD

vesetumorokban.

az ESRD/ACRD vesék globalis génexpresszidés profkd meghatarozasa és annak
embriondlis és felftt normal vesékkel, ill. a kilénbézipusu sporadikus vesetumorokkal
val6 6sszehasonlitdsa Affymetrix oligonukleotid marray alkalmazasaval

a szelektalt gének expresszidjanak mégjese az ébb emlitett szovetek cDNS mintainak
paneljén kvantitativ RT-PCR altal

a gének altal kodolt fehérjék sejtstintokalizacidjanak meghatarozasa embrionalis és
feln6tt normal, ill. ESRD/ACRD vesékben, valamint kul@ab tipusu vesetumorokban

immunhisztokémia altal
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BETEGEK ES MODSZEREK
Minték gy ijtése és szOvettani diagnozis

ESRD/ACRD betegek veséjdbés vesesejtes tumoraibdl szarmazoé friss mintalgmint felrbtt

normal vesék és kulonb&zipusu sporadikus vesetumorok nagyszamu mintajéltkgyijtésre

urolégiai részlegeken Németorszagban (Heidelberag-Bersfeld), az Egyesilt Kiralysagban
(Oxford Radcliffe Hospital), Magyarorszagon (Budst)e Ausztriaban (Linz) és Szlovénidban
(Ljubljana). A végstadiumu vesékben az ACRD diaggéitzakkor éllitottuk fel, ha a szekunder
cisztas elvaltozasok a veseparenchyma legalabb atOétfoglaltak. Az ESRD és nem ESRD
vesetumorok hisztopatolégiai diagnozisat a HeidgibeKlasszifikacidé, valamint Tickoo és

munkatarsai (2006) munkdja alapjan hataroztuk meg.

Nefrektomiat koveien a friss veseparenchyma sztvet és a tumorsziygt része — a
tumorszovetnek egy, sejtkultirara és citogenetializisre hasznalt része mellett — folyékony
nitrogénben hirtelen fagyasztasra, majd -80°C-oaldara kerilt DNS-, RNS- és fehérjeanalizis
céljabol. A megmaradt tumorszOvetet é€s maradék ekEimids anyagot 4%-os pufferolt
formaldehidben fixaltuk szovettani vizsgalatokh®endelkezésre élltak még paraffinba dgyazott
mintak 21 ESRD/ACRD vesébszovettani elemzésre. A 13, 18 és 19 hetes te¢hés nyert
fotalis vesék mintai legalis abortust kodeh a Pécsi Tudomanyegyetemodyogyaszati

Klinikajarol szarmaztak.

Mitokondrialis és genomi DNS analizise

A végstadiumu vesékb kiinduld tumorok genomi DNS-ét a standard eljaszerinti fenol-
kloroform mddszerrel izolaltuk. A tumorsejteket alaban megfelél tapasztalattal biré patolégus
(Prof. Kovacs) szeparalta a stromalis seftekbvert mikroszkop alatt. A kontroll DNS-t a

megegyeé& normal veseparenchyma anyagbdl vontuk ki ugyaneraiszerrel.

Huszonnégy, a teljes 16 569 bazisparnyi mtDNS-ri@kilkeltl 900 bazisparnyi szakaszait atfed
primer part terveztiink. A ,forward” és ,reverse‘iperek 5’ végukon az UP21 (forward) és RP29
(reverse) univerzalis primerek szekvenciaival Joltaldottak, mely lehéwé tette a polimeraz
lancreakcd (PCR, polymerase chain reaction) teriknékeekt szekvenalasat. A PCR termékek
szekvenald reakcidjat az IRD700 festékkel jelolRWPvalamint az IRD800 festekkel jel6lt RP29
univerzalis primereket hasznélva a SequiTherm EXCHILong-Read DNA Sequencing Kit &ltal,
a gyartoi ebirasok szerint végeztik. Egyes mintak direkt sze&ldsa olvashatatlan szekvenciakat
adott a D-loop régi6 poly(C) szakaszatol kezdvelyregen mintak vektorba vald klénozasat tette

szikségessé. A PCR fragmentumokat ligaciot KaretXL1-Blue szuperkompetens sejtekbe
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transzformaltuk, majd a plazmid DNS-t a megfeleRDV00- és IRD800-jeldlt primerekkel

szekvenaltuk.

A szekvendlt DNS-szakaszok szeparéciojara 66 cpoleakrilamid gélen elektroforézist végeztink
a LI-COR Long ReadlR 4200 automata DNS szekvenal6 &ltal, mely az IRD&§0IRD800
festékeket detektalé ket lézerrendszerrel dolgozik. A @jfott adatokat az e-Seqsoftware
segitségével elemeztik két fliggetlen, a 700 ésn@@@meéteres csatorna adatait mutatd képfajlt
létrehozva. A veseparenchyma sejtek és a vesetlknobrasott mtDNS szekvenciait 6sszevetettik

a Mitomap adatb&zisbahtp://www.mitomap.orjymegadottal.

A VHL ésMET gének szekvencia analizise

A VHL (von Hippel-Lindau) gén 3 exonjat szekvenaltukEIRD/ACRD tumor (6 konvencionalis
és 4 papillaris veserak, 1 onkocitdma) és 128 slikua konvencionalis veserak genomi DNS$1éb
A MET gén proteinkindz doménje 16-19-es exonjanak srekd@ié hasonloan elemeztik 5 (4
papillaris és egy ACRD-hez tarsulé eozinofil tipuBSRD/ACRD tumorban. Mindkét esetben, az
amplifikaciot, majd a megfel&lUP21- és RP29-toldott primerekkel valé reamplitiké koveten a
mintakat direkt szekvenaltuk az IRD700 és IRD806ljeprimerekkel a Thermo Sequenase
Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kibaldah megadott Utmutatast kdvetve. A
poliakrilamid gélelektroforézist 41 cm-es gélen e#ijk LI-COR Long ReadiR4200 automata
DNS szekvenaldn. Az adatokat az eSeq¥iaL), ill. a BaselmagIRNIET) szoftverek segitségével
elemeztik, majd dsszevetettik a referencia szeldldda.

CGH (Comparative Genomic Hybridization)

Tizenegy ESRD/ACRD beteg 20 vesetumorat vizsgadugenomi DNS eltérései iranyaban az
Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH-t alkalmazw nagy molekulasulyt DNS-t rovid idej
sejtkulturabdl izolaltuk, mig 5 normal veseparemohpol fenol-kloroform mdédszerrel nyert,
nemben illesztett DNS pool-jat hasznaltuk, minterehciat. A DNS fragmentacié és jeldlés az
Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for GenonikdNA Analysis felhasznaléi atmutato
(versus 3.1) alapjan tortént. A tovabbi hibridiZaai 4x44K array-re (AMADID 014950), a mosas
és szkennél eljarasok a Genomics Core Facility-nél, az EMBIn-l{Eurpean Molecular Biology

Laboratory; Heidelberg, Németorszag) torténtek gy utmutatd szerint.

Az Agilent Feature Extraction software (v. 9.5)aélsZirt és normalizalt, valamint Agilent CGH
Analytics (shot time free trial v. 3.4) szoftverhfasznélasaval elemzett, beolvasott microarray
képfajlbdl (.tif) tovabbi adatok keriltek kivonasragy adott mintdban az eltérés statisztikailag

szignifikans régiéi az ADM-2 algoritmus altal ke meghatarozasra, 6.0 érié&rzékenyseégi
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kiiszbb és 1 Mb-os csusz6 atlagolasos ablak szérikGpiaszam nyerést mint lpgatio >0.3, a

képiaszam vesztést mint lpratio <-0. 3 definialtuk.

Génexpressziés analizis

Az expressziés analizishez ESRD/ACRD vegékimormal embrionalis és fedtt vesékidl,
valamint kidlénboé tipusu, embrionalist is tartalmazo vesetumoroktmbél RNS-t izolaltunk

TRIzol® reagenssel a standard eljaras szerint.

Globdlis génexpresszios analizis Affymetrix platfan hasznalatiaval. A total RNS mintakat az
RNeasy Mini Kit segitségével megtisztitottuk. H&RD/ACRD veséll, normal vesékél, Wilms’

tumorokbol, papillaris veseradkokbol és progressaiowagy aneélkil jar6 konvencionalis
veserakokbal, valamint vese onkocitomakbdl valgdely minssédi RNS-t a felsoroltak szerinti

pool-okba gwjtottuk.

A komplementer RNS szintézise és array hibridizacaz Affymetrix Screening Service éltal a
German Resource Center for Genome Research-nélniBanl tortént. A magas mntisédi
komplementer RNSd) mindegyik mintat egyszer hibridizaltdk az Affymgt Human Genome
U133 A és B array készletre. A leolvasott képféiole GeneChip Operating Software altal
konvertaltak. Az intenzitasi adatokat (44.928 psdedt) MicroArray Suite szoftverrel (v. 5.1) az
alapértelmezett beallitasokat hasznalva normadizadts a tovabbi feldologozas Microsoft Excel-
ben tortént. A génexpresszio értekét a normal ételrveséhez, mint alap referencidahoz

viszonyitottuk és a pool-ozott tumormintaknak rielaxpresszids értekeket kalkulaltunk.

Az expresszios adatok alacsony dimenzioju kive@illéa a mintak kézotti 6sszefiiggés felfedésére
a korrespondencia analizist hasznaltuk. Azon gemekyek az ESRD mintakban 2-nél magasabb
szignal log aranyt mutattak és nulla ala estekmsakminden mas mintdban a megfeleéetekcios

és valtozasi értékekkel, vagyis specifikusan upHd@tpk voltak ESRD-ben és down-reguléltak a
tobbi szovetben, kerlltek kivalasztasra qRT-PCRegsére. Ezenkivil szintén szelektéltuk azokat a
géneket, melyek az ESRD/ACRD mintak mellett mégomkt expressziot mutattak egy vesetumor
tipusban. Az ESRD/ACRD vesékben, ill. kulonb6dpust vesesejt tumorokban specifikusan
kifejez6d6 gének kozott a funkcionalisan kapcsolt gének mighaasara a web-alapu DAVID
Gene Functional Classification Tool-t alkalmaztuk.

Kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz lancreakcié (qRT-PCR). A komplementer DNS
(cDNS) szintézishez total RNS-t irtunk at SupenScrill Reverse Transcriptase Kit és oligogT
primerek hasznalataval. A primertervezéshez a &szibtt Affymetrix prébdk szekvenciaihoz a
NetAffx™ Analysis Centeren keresztil jutottunk. Arper parokat a képviselt human génekre és
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EST (expressed sequence tag) szekvenciakra a Bripramerterveéd szoftver segitségévek
terveztik, figyelembe véve az optimalis paramégteltalamint az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Reference Sequences3Bgf és a Human BLAT Search informéciéit.
A primereket az MWG Biotech AG szintetizalta.

A kivalasztott human géneket és EST szekvenciakpvikeb cDNA fragmentumokat 2 normal
fotalis (13 és 19 hetes) és 5 normal étivese, 8 ESRD/ACKD vese, 5 konvencionalis, 5 leas
eés 5 kromofob veserak és 5 vese onkocitoma 1:&abigicDNA sorozatan amplifikaltuk a
Platinum” SYBR" Green qPCR SuperMix UDG Kit hasznéalataval DNA BegDpticon' Real-
Time rendszerben. A mintakban parhuzamospsaktin gént, mint referencia gént is amplifikaltuk.

A vizsgalatokat az Opticon Monitor szoftverrel {v4) elemeztik.

Immunhisztokémia

Az eredetileg formalin-fixalt, paraffinba agyazatchivalt fotalis, normal felitt és ESRD/ACRD

veséket tartalmazd szovetblokkok, valamint TMA-kislie Microarray) szOvetmetszeteit
vizsgaltuk immunhisztokémiaval. A TMA-kat ESRD/ACRA3szocialt tumorok, valamint az
altalanos populaciobol szarmazé Wilms' tumorok, \ectiondlis, papillaris és kromofob
veserdkok és vese onkocitomak eredetileg formatatf paraffinba &gyazott anyagibol
szerkesztettiink Manual Tissue Arrayer 1 haszné&htav

Deparaffinizaciot, rehidraciot, 9-es és 6-os pHapligen feltaré oldatban 2100 Antigen Retriever
készulékben vald kezelést, az endogén peroxidavitakt és nem specifikus kittelyeket valo
blokkolast koveten a metszeteket egy éjszakan keresztil 4°C-orbatkuk a primer antiszérum
megfeleb higitasaval. HRP-vel (Horseradish Peroxidase) kgl nyal és egér ellenes szekunder
antitestet alkalmaztunk (MACH 4 Universal HRP-Pogmn30 percig €s a ko6tott antitestet AEC
(amino-ethyl-carbazol) vagy DAB (diaminobenzidingpmogén oldatokkal tettik lathatéva. A
metszeteket Mayer's hematoxylinnal ellenfestettigjdnUItramont anyaggal vagy Pertex-szel
fedtik.

EREDMENYEK

Az ESRD/ACRD esetekre és tumoraikra vonatkoz6 kiéiniés szOvettani adatokat az értekezés
tartalmazza.
Az ESRD/ACRD vesék morfoldgiaja

Az ESRD, valamint az ACRD vesék morfologiaja megitela Bevezetésben leirtaknak diffuz

hialinizacioval (glomerulus, tubularis bazalmembrartériak), a simaizom és endothelialis sejtek
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“ sz

terlletekkel. ACRD vesékben a cisztak tobbségeslaamy kis kobhamsejtekballé egyréted
laphammal, néhany ciszta magas hengerhammal vodit.b&yakran mutatkoztak atipusos,
proliferativ cisztak is, melyek lehetséges prekutépioi az ACRD-asszocialt tumoroknak.

A mikroszkopikus léziok és tumorok morfolégiaja

Tizenkét egész, ESRD/ACRD betegékbzarmazo6 vese 393 paraffinblokkba valé feldolgazé5
kis papillaris, kis és kozepes méretejtektdl allé prekurzor 1éziét, 42 kromofébveserak-szer
mintazattal biré prekurzor léziot, ill. 24 kis siblnagy vakuoldkat tartalmazé nagy eozinofil
sejteket mutatd léziot tart fel. Mintegy szoros zié$8gges a mikroszkopikus méreprekurzor
léziok szama és tipusa, valamint a tumorok kozbtprekurzor lézidk és a kialakuld tumorok
detektaltunk, mint pl. a vilagos sejtes papillangeserdk. Neéhany papillaris vesetumor
citoplazmatikus vakuolakat tartalmazo nagy eozinskjtekidl allt vagy vilagossejtes-szer
struktarakkal vegyid nagy eozinofil sejteket mutatott. Néhany tumoikaraa citoplazmaban, akar

a stromaban — nagy oxalat kristalyokat tartalmazott

Mitokondrialis DNS elvaltozasok ESRD/ACRD vesékbes tumorokban

A mitokondrialis genomban azonositott Uj szekvenciazariansok. A mind a normal és mind a
tumor DNS-ben talalt szekvencia variaciokat polifizonusként osztalyoztuk. A hat beteg veséiben
94 polimorfizmust talaltunk (személyenként 4-27.dbgekidl 20 elvaltozas Uj volt, melyet addig
meég nem rogzitettek a Mitomap adatbazisban. A pohizmusok kozel fele (944 44) A—G
szubsztitucid volt. A polimorf variansok csaknennohihomoplazmikus formaban (100% varians)
mutatkoztak, de volt néhany heteroplazmikus formébaahol a varians a mtDNS koérulbeltl 50-
75%-a. A 69 kilonbdg szekvencia variansbél cask 34 fordulb el fehérjekddol6 régidban, és

ezekldl 19 (56%) okozott eltérést az aminosav szekvemciab

Eltérések a D-loop régiobanKeét tumorminta egydz T deléciot és a poly (C) szakasz 9 és 11 C
nukleotid kozo6tt valtozd6 méretét mutatta heteroplids formaban a mtDNS kontroll régidjaban.
Két esetben talaltunk egy C deléciot egy masik gGlyhelynél a 303-309 nukleotid pozicidékban.
A 6 normal veséll egy normalisan 5 haplotipussal birdé (@A3métbdési szakaszban, az 514-es
nukleotid poziciéban volt két, egyenként egy, kiét CA inszerciot mutaté vese, de a megtelel

tumorsejtekben nem volt allélikus eltérés.

Szomatikus mtDNS mutaciok ESRD/ACRD-asszocialt tumorokban. A hét tumorban 9,

kizarolag a tumorsejtekbensérdulé szomatikus nukleotid elvaltozast azonosittk, melyekisl 8
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homoplazmikus forméaban volt (részletezve az Ertékleen). A mutaciok nukleotid szubsztitticiok
voltak 6 tumorban (4 &A, 1 A—G és 1 F>C szubsztiticid). Emellett 3 esetben detektaltugk e
egy C és egy T inszercitt, ill. egy A deléciot. Agyik, aMT-ND2 (mitochondrially encoded
NADH dehydrogenase 2) gén kodolé régidjdbaéfoetiuldé G—A szubsztiticio az aminosav
szekvenciaban egy alanin-threonin (Ala—Thr) cserélezetett, mig a C inszercio és az A delécio

kereteltolodasos ,frameshift” mutaciét okozotid-ND4 és MT-NDgénekben.

A VHL ésMET gének mutaciéi ESRD/ACRD tumorokban

A 3 VHL exon kodol6 régidjdban, a 128 altalanos wapiobdl szarmazd konvencionalis
veserakbdl 71-ben (55.5%) Osszesen 82 mutaciokiddtenk: 45 pontmutaciot (54.9%), 30
delécidt (36.6%) és 7 inszerciot (8.5%). Hét esethettss és 2 esetben harmas (két kodonban)
mutédcié volt. A 11 ESRD/ACRD vesetumort vizsgalvaalk konvenciondlis veserdkokban
igazolédott mutacio. A hatbdl 5 konvencionalis végban (83%) dsszesen 5 mutacio forduit 8l
pontmutacio, mely az aminosav szekvencia megvatvad jaré missense (masérté)nmutaciot
okozott, ill. 2 delécio, mely az olvasasi keretdiderminaciot okozo eltolodasaval jart\AIL gén
mutacidja nagyobb gyakorisaginak mutatkozik végstad vesékben (83%) kialakulo
konvencionalis veserdkokban az altalanos populaiofb5%) elfordulokhoz képest. Az 6t
vizsgalt ESRD/ACRD tumomMET proto-onkogénjének 16-19-es exonjaiban nem foredt

mutacio.
Genomikus eltérések ESRD/ACRD tumorokban

A 7 konvencionalis veserakbdl mindegyik mutatta ellegzetes kdépiaszam vesztést a 3p
kromoszomakaron. Ugyanakkor az dtlwsak 2 papillaris vesetumor mutatta a karaktgkisg
kromoszomalis nyerést, mig 2 kodzulik csak a 3-ap/\&a 7-es és 16-0s kromoszéman mutatott
képiaszam nyerést. Az ACRD-asszocialt eozinofil turhasonl6 elvaltozasokkal birt az utébbi 2
papillaris vesetumorhoz. A 17p kromoszOmakar veszigyakran fordult 8l kromofébveserak-

szefi tumorban. Nem volt eltérés a vese onkocitomabanuiiagos sejtes papillaris veserakban.

A végstadiumu vesék génexpresszios mintdzata

Korrespondencia elemzésA normal fotalis és felsit vesék, valamint ESRD/ACRD vesék és
kulonbo® tipusa sporadikus vesetumorok korrespondenciazéisena mintak 5 halmazat rajzolta
ki. Az ESRD/ACRD-nek megfelél1-es csoport mintai (17-22) messze esnek a centé&dzél és
jOl szepardltak a vese tdbbi, normal és tumorosdicdit képviseb halmazoktol. Mindez egy

sajatos expresszio mintazatot jelez (1. abra).
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Kivalasztottunk 69 gént, mely a normal féihvese ellenében spesifikusan fokozott kiféprst
mutatott. Ezek kozil a normal és ESRD/ACRD vesékamint kilonféle sporadikus vesetumorok
cDNA paneljén végzett kvantitativ  RT-PCR vizsg&katd7 gén kiemelkedl expressziojat
erssitették meg, melyekdb 21 kizardlag a végstadiumu vesékben, és 9 kiagra végstadiuma
vesékben és a papillaris veserakokban expresszglombitételezve a két betegség kozotti
0sszefuggést. A legmagasabb méit&kejezodést végstadiumu vesékber NC00973 mutatta,
ezt kovettek aCSF2, SCELand GPR87 gének (lasd alabb), melyek kozUISLCEL a papillaris
vesetumorokban is fokozottan expresszalodott.
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1 &bra. A microarray vizsgalat korrespondencia elemzése.

cRCC: konvencionalis, pRCC: papillaris, chRCC: koddt veserak; RO: vese onkocitéma;
CCSK: clear cell sarcoma of the kidney

Fuggetlen hierarhikus csoportba rendezés (clusterg). Az adatoknak a normal vese kifejeZsi
szintjére valé normalizalaséat kdgen a fuggetlen analyzis az ESRD/ACRD vesék és |papil
veserakok, a kromofob veserakok és vese onkocitpm&donvencionalis veserakok, valamint a
gyermekkori tumorokkal egyuttesen a fotalis veseint nagyban elkulondl csoportok (clusterek)
kilonb6d globdlis génexpressziés mintazatat tarta fel. SABignificance Analysis of
Microarrays) elemzés tortént az eléthpermutaciés szamokkal és fold-change 2.0 valtdzava
manualisan kivalasztott probakészletek, mint az BBARRD vesékkel, ill. az ESRD/ACRD

vesékkel és papillaris veserakokkal tarsitott zlriptek statisztikai szignifikanciajanak becslé&sér
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Eredményképpen, 54 (ESRD/ACRD vese), ill. 42 (ESRIRD vese és papillaris veserak)

transzkript mutatott fokozott kifejédést a tdbbi mintahoz viszonyitva.

A legmagasabb expressziot mutatdé gének elemzése

LINC00973 (Hs.307772) A LINC00973a 3-as kromoszoma pozitiv szalan a 98699902-981019
bazisparokra terjédszakasz (Long Intergenic Non-Protein Coding RNA&)9Tely egy RNS gén
és a fehérjéet nem kodolé RNS-ekhez tartozik. Fugcmeég nem ismert, biolégiai folyamatban
valo részvételét adatot meg nem publikaltak. Kizardlag a végstadiwesékben detektéltuk az
expresszidjat, emellett magas kifgjdést mutatott a tizth 5 ESRD/ACRD-asszocialt

vesetumorban.

Kolonia stimulalé faktor 2 (CSF2). A granulocita-makrofag kolonia stimulélo fakto(@M-CSF
vagy CSFJ a granulocitak és makrofagok differencialédasafunkciojat kontrollalo citokin. A
kvantitativ RT-PCR vizsgalat csak az ESRD/ACRD kbsé@ igazolta aCSF2 kifejezodését az
altalanos populaciébdl szarmazo tumormintakban ealdresszié nélkil. Immunhisztokémiaval a
CSF2 fehérje diffuz kifejeadését figyeltik meg az atréfias, atépllt és ciszthn dilatalt

tubulusokban.

Sciellin (SCEL)

A sciellin kifeje#dése ESRD/ACRD vesékben és tumorokbAnSCEL gén altal kodolt fehérje a
termindlisan differencialt keratinocitdk elszaru§osejtboritékanak (,cornified envelope”) egy
prekurzor fehérjéje és ezen sejtboritékban a fékéigszeallitdsaban vagy szabdalyozdsaban van
funkcidja. Csak a dr, a vagina és ny&tss elszarusodo epithelidlis sejtjeiben, ill. ezerteddp!
kialakul6 tumorokban fejéalik ki, de nem varhat6 parenchymas szervekben. keellenére ez volt

a harmadik legkifejezettebben expresszalodé genESBRD vesekben és egy konzekveSGEL
kifejezodés volt lathatd a papillaris vesetumorokban, maigléaldnos populéciobol szarmazé tobbi
tipusu vesetumorban nem.

A normal (fotalis és felptt) vesék extrém alacsony expressziéjahoz viszeaydSCEL molekulak
magas képiaszamat detektaltuk a B2-b0 ESRD/ACRD vesében és a 1d-5, ezen vesékben
kialakul6 tumorban, beleértve az ACRD-asszocialpilfiais vilagos sejtes tumort és a nagy
vakuolizalt eozinofil sejtekkel biré tumort is. Ezadatok alapjan a sciellinnek szerepe lehet az
ESRD/ACRD vesék és az abban kialakulo vesetumoifel ddésében szerepet jatszé proliferativ
folyamatokban.

Vizsgaltuk aSCELgén két splice variansanak expresszibjat is RT-BERzt kovét agardz gélen
val6é vizualizélas altal. Mindegyik ESRD/ACRD vesgbés sporadikus papillaris vesetumorban
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mindkét splice varians kifejédott a hosszabb, 2-es transzkript varians (12-es brékealdésével)
kifejezett tulsulyaval, de nem volt lathaté expedsa normal vesékben, Wilms’ tumorokban, ill. a

sporadikus konvencionalis és kromofdb veserakoldsarese onkocitomakban.

A sciellin fehérje expresszidja ESRD/ACRD vesékben vesetumorokbanA felnétt vesékben
pozitiv festdés csak a disztalis kanyarulatos csatornakbanlablato. A hegesédvegstadiumu
vesében egyes vagy csoportokba retdézepitheloid sejtek, kis tubulusok és a papillaris
sejtnovekedeést tartalmazo dilatalt tubulusok is ithamn fesédtek. Pozitivitast talaltunk a
sporadikus papillaris veserakokban és a végstadivesében kialakult kis papillaris prekurzor
léziokban. Az altaldnos populéacidébdl szarmazo kaoimnalis és kromoféb veserakok, vese

onkocitdmak és Wilms’ tumorok negativak voltak &4Santitestre.

A SCEL és VDUP1 (Vitamin D upregulated protein 1)émek expresszioja ESRD/ACRD
vesékbenA sciellin ésVDUP1 fehérjék interakciéjabdl és az ESRD betegek alacda, 25(0OH)

D3 (aktiv D-vitamin) szérum szintjébkiindulva, a sciellinhez hasonl6éan megvizsgakkukDUP1
kifejezodését is kvantitativ RT-PCR altal ugyanazon a nbrés végstadiumu veséakdb ill.
kulonbo® tipusu sporadikus vesetumorokbadl allo panelenoidl veséken és a kiulonkitpusu
vesetumorokon a VDUP1 &ltalanosan kifégitt, de a végstadiumu vesék és Wilms™ tumorok nem

vagy csak nagyon alacsony expressziot mutattak.

G Protein-Coupled Receptor 87 GPR87. A GPR87volt az egyik legfokozottabban kifej&dt

gén az ESRD/ACRD vesékben a normal és a kilonfétaortos vesékhez viszonyitva a
paneliinkben. A végstadiumu vesék mellett csakigt@psatorna karcinomaja mutatott hasonlo, ill.
néhany onkocitoma gyenge expressziét. Immunhisetékéal a kéregbeli glomerulusok vas
afferense mutatott hatarozott reakciot &tnill. a gyijtécsatorna kils6 medulléris sejtjeiben
latszott egy enyhen reakcio fotélis és &tnnormal vesében. Az ESRD/ACRD vesékben és
hasonloan a kromofébveserak-szgurekurzor léziokban és tumorokban egysemozitivitas

mutatkozott a kiiks medullaris régionak megfetekis proliferalo arteriolakban.

A kivélasztott gének funkciondlis klasszifikacidja

Az ESRD/ACRD vesékben specifikusan kifdjdtt 47, kvantitativ RT-PCR éaltal megsitett gén
kozott a web-alapu DAVID Gene Functional Classtima Tool hasznéalataval a funkcionalisan

kapcsolodo gének két csoportjat azonositottuk.

1. csoport: A gyulladas folyamataval kapcsolatos gék. Ot kemokin gén, &€£XCL1, CXCL3,
CXCL5, CXCL6a C-X-C tipusu és a CCL20 a C-C tipusu kemokineiilkek egy csoportba,

magas dusitasi pontszamokkal, amikor az osztalyezégrasagot a ,legmagasabb”-ra allitottuk.
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Emellett aCXCL8 (IL8)is e csoportban hatarozhaté meg ,magas” szigorisagten. Keib a
végstadiumu vesékben gRT-PCR alapjan fokozottameszpalt 47 gérdh CSF2ésIL6 is ide
rendelhet, melyek szintén a citokinek nagy csoportjdhozotaitfehérjéket kodolnak. Nem vagy
csak minimalis expressziot detektaltunk normal, ##HRD vesékben. Ezen adatok arra utalnak,
hogy a gyulladasos citokinek kdzponti szerepetzf@tak a végstadiumua vesékben zajlo

remodelling folyamatokban és az ACRD kialakulasaban

A CXCL8 eés aCXCR2 expresszidja és sejtszifit lokalizacidja. A CXCR2 (IL-8R2 receptor-
fehérje és egyik ligandja, £XCL8 citokin kifejezxidését immunhisztokémiaval, ugyanazon
metszeteken tanulmanyoztuk végstadiumu vesékben kégpcsoldoddé tumorokban. A szklerotikus
terlletek kis atréfias tubulusainak déntobbsége, kis tubularis és tubulopapillaris l€ziok
ESRD/ACRD-asszocialt prekurzor |ézidk, éppugy mantkromofob veserakkal hasonlatos kis
tumorok mindkét antitestre pozitiv fédést mutattak. Az egy- vagy tébbréiegpithéllel bélelt
kisebb vagy nagyobb cisztak az ACRD vesékbdisesr pozitivak voltak. A felitt és fotalis
normal vesék negativak voltaBXCL8ra. Osszefoglalva, hasonld struktirak mindkét testtiel
festbdést mutattak, mely altalanosan gyengébb intenkziéét a CXCR2 mint annak ligandja, a
CXCL8esetében.

Az SAAL és az LBP akut fazis proteinek expresszi®dfivel az akut fazis valasz génjei szintén
fontos atviwi lehetnek a gyulladasos szignaloknak, megvizsga@awSAAL(serum amyloid Al, a
fenti SAM analizisben szintén azonositott gén) 24.BP (lipopolysaccharide binding protein,
kifejezodik invaziv konvencionalis veserakokban) fehérjpregszidjat. Mindkét fehérje kifejezett
expressziot mutatott a végstadiumu vesék kis valgyatt tubularis sejtjeinek nagy tdbbségében.
Az LBP fehérje magasan kifejédott a végstadiumua vese fibrotikus stromajaban, ai@AAL
expresszio itt kevésbé volt intenziv. Egy gyengeptazmatikus reakcié volt lathatdo gyengult
sejtmembranSAAL festidéssel szamos ESRD/ACRD-asszocidlt tumorban. Az CESERD
vesékben kialakult konvencionalis veserakok, éppingyt a kromofobveserak-szekarcinomak
kozepesil erdsig terjed LBP festbdést mutattak.

2. csoport. Megvéltozott citokeratin 0sszetételEgy masik csoportot a keratinok alkottak, a
KRT7, KRT19, KRT81 (KRTHB#&ps aKRT23a ,legmagasabb”ra éskKRTAP2-2a ,magas”-ra
allitott szigorusagi szinten. KRTAP2-2, KRT8&s aKRT23csak a végstadiumu vesékben, mig a
KRT19és aKRT7a papillaris vestumorokban is fokozottan kiféj@att. A kodolt fehérjéknek az
epidermdlis feppdésben és fenntartasban jatszott szerepe alaB&ts ill. a C150rf48 NMES]
normal mucosa of oesophagus specific 1) is ehHamkionalis csoporthoz rendellietAiz AREG

gén egy, a normal epithelsejtek novekedését eliisegitokrin ndvekedési faktort kédol. Az
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egyréteg epithelsejtek normalisan egy par, egy-egy l-eslléss tipushoz tartozo Kkeratint
expresszalnak, mint KRT8 éskKRT18 melyek heterodimert alkotnak. A specifikusan jeédott
gének funkciondlis analizise azt jelzi, hogy az BFRCRD vesékben a proliferald sejtelK®T7,
KRT19ésKRT23expresszaldsaval megvaltoztatjdk keratin profiljukiormal vesékben a KRT7 és
a KRT19 fehérjék a dijtocsatorna sejtjeiben és a Henle-kacs vékony fetssatiraban fejéznek
Ki.

Diffuz KRT7festdést talaltunk az ESRD/ACRD vesék kdzel mindenlé¢e, a kis atrofikus és a
dilatalt tubulusokban, utébbiakban egyértéém a lumenikben Iév papillaris névekedéssel,
valamint az ESRD/ACRD-asszocialt papillaris veseaitokban. KRT7 immunopozitivitas
igazolodott a papillaris és a kromofébszgrrekurzor léziokban és az ESRD/ACRD-asszocialt
kromofobszei veserdkban. Mint a KRT7 esetében, diffiz KRT19ifpotAs volt detektalhatd az
ESRD/ACRD vesék kis atrofias, a normal kinézetagy dilatalt tubulusainak tdlnyomo
tobbségében. A tubularis vagy papillaris ndvekeslébirdé tumorok minden sejtje é&x pozitiv
KRT19 immunfesidést mutatott. A konvencionalis veserakok konzekeaennegativak voltak
KRT7-re, de elszort pozitivitast mutattak a KRT Ifitestre.

MEGBESZELES
A toxikus hatasok felebsek a tumorfejlédés megnovekedett kockazataért?

A mitokondrialis DNS mutécidja. Vizsgalataink a mtDNS magasabb mutaciés arany&attak a
végstadiumu vesek tumoraiban (9 vesetumorbdl hétissmesen 9 szomatikus mutacio), melyet
altalaban mas tipusu malignitasokban (23-70%) tedalEz megfelelhet a vese parenchymalis
sejtekben emelkedett ROS szintnek ESRD-ben, malyetrémiés allapot vagy fenntartott dializis
kovetkezményének gondolnak. A mitokondrialis genambeirt legtébb szomatikus mutécio
nukleotid tranzicid, mely megfelel a ROS-indukattakleotid valtozasoknak, és homoplazmikus,
mely a mutans mtDNS szelektiv replikacioéngét feltételezi. Ugy gondoljuk, hogy a szomatikus
nukleotid elvaltozds az ESRD tumorokban a tumoegen nagyon korai fazisdban torténik,
valoszirileg a progenitor sejtekben, és a tumorprogressatbszelektalodik, mint homoplazmikus
mMutacio.

A magas aranyu sejtosztédassal jaro cisztikus Eemlatt a sejtek kilonbézstimulusok altal
aktivalédnak, ROS-t termelnek, mely mint szekundeessenger mas sejtes jelatviteli utakat
stimulal. Van egyfajta kommunikéciéo a sejt redoatssza és a jelatviteli utak kozott, mely a
programozott sejthalalhoz vagy sejtproliferaciohezethet, a cisztikus atépulési folyamatokhoz

mindkett) sziikséges. Felteliethogy endogén vagy exogén toxikus hatasok a medpediett ROS
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szinten keresztil ésegitik a sejtproliferaciot és ezen 0Osszetett (tomzajarulnak a tumorok

kialakulasahoz, melyeknek magas aranyban lehet@ek-gpecifikus mtDNS mutacioik.

Genomikus instabilitas, a VHL gén mutacidja.Bar csak kevés ESRD/ARCD tumort tudtunk
alavetni avHL gén mutacios analizisének, a nagy mutacios gy=a®ii83%) szemben az altalanos
populacié konvencionalis veserakjaiban megfigyeB®%) az urémias toxikus allapot €3/alL

gén mutacidjanak okozati 6sszefliggésére utalhaE®RD/ARCD-ben megndvekedett ROS szint
és a hipoxids mikrokdrnyezet szintén fételehet a magasabb mutécios rataért, a sejtek dttkoz

Ve

A Virchows-féle hipotézis felidézése: a gyulladasasikrokdrnyezet

Szisztémas elemzésink a jellegzetes gének egy, mokike csaladhoz tartozé funkcionalis
csoportjat azonositotta, melyek specifikusan kd@jmek ESRD/ACRD-ben. Ezek a kemokinek
egy sejtfelszini jelatviteli egységet alkotnak a @8 (IL8) receptoraival, &£XCR1és CXCR2
receptorokkal. Kordbbi megfigyelések alapjan, edmatvevk kemotaktikus és angiogén aktivitast
kozvetitenek kulonbdz sejttipusokon vagy stimuldtor hatdsuk van a nédége vagy
differenciaciora (pICCL20, IL6vagy CSF2) neoplasztikus sejttranszformaciot idézhetnék(pl.
invazidjaban (mint ai_8).

A gyulladasos mikrokdrnyezetet a végstadiumu vasébestromalis és az infiltrald immunsejtek
alakitjak, és ezek a valtozasok aktivaljak a gazela®zet immunrednszerét, beleértve az akut fazis
valaszt. Masrészt, a raksejtek kialakitjak sajatrakiornyezetiket gyulladasos mediatorok és akut
fazis proteinek de novo termelésével. A végstadiuaaékben és tarsuld tumoraikban mindkét akut
fazis valasz protein, aBAAl és azLBP kifejezddik. Az LBP egy CD14 altal feldsitett
mechanizmuson keresztul katalizal egy jelet egy 44eR (Toll-like receptor 4) tartalmazo
receptorkomplexhez, mely proinflammatorikus cit@kn(mint azIL6) felszabadulasahoz vezet.
Egyes citokinek, mint &NF-alpha ésIL6 szintén Iényeges szerepet jatszhatnak. MinN&-
alpha, mind az IL6 szabad gyokoket indukal vagy szinergisztikusanndiga a TGF-béta
szignalizaciés utat és igy éehozditia az epithelidlis-mesenchymalis atalakulést tumor

invazivitast.

Eredményeink visszaidézik Virchow megfigyeléseiggh a rakos megbetegedések nagyobb
eshebséggel fordulnak éla kronikus gyulladas helyein. Annak megallapitds®y szamos gén
kizarolag ESRD/ACRD-ben és a tarsulé tumorokbarresgzalodik, arra utal, hogy a gyulladasos
mikrokdrnyezet ESRD/ACRD-ben kapcsolatba hozhatdummorfejlbdéssel. Ezen megfigyelés
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tovabb ebsiti feltevésiinket a specifikus molekularis mikrokgezet szerepéraz ESRD/ACRD-
ben latott szokatlan tipusu tumorok kialakulasabauely felllirja az altalanos populacioban

kialakul6 vesetumorokbandégbrduld specifikus genomi eltéréseket.

A vesesejtek megndvekedett képlékenysége a vesgiakése alatt

Krénikus vesebetegségben a nefron sejtjei fokoaatoglvesztik normal funkcidjukat és
felfiggesztik a terminalis differencialédas progi@mA vese proximalis tubularis sejtjei, mint
magasan specializalt parenchymat6zus epitheli&iieks normal allapotukban csakRT8at és
KRT18at expresszalnak, mely dramaian valtozhat rea&liapotokban, mint a gyulladas vagy
atrofia. A homeosztatikus valaszt a keratin génekraessziojaban valo jelgig valtozasok
jellemzik. A sejtekKRT7%re ésKRT19re - néhakKRT1%re is — atvalthatnak és igy kethelyett
négy- vagy otféle keratint expresszalnak. A meghkédett keratin kifejeadés parhuzamosnak
mutatkozik a differenciacio mértékének a csokkevgseé

Normalis vesében, &RT19 a KRT7#hez hasonléan immunhisztokémiaval aijgycsatorna
principalis sejtjeiben fejémik ki. Megfigyelésink, hogy a KRT7, és kulonésenK&T19
ESRD/ACRD-ben kbézel minden tubularis strukturabaiiejézédik, nem magyarazhaté a
gyijtécsatorna principalis sejtjeinek kizardlagos proéifadjaval, sokkal inkabb tikrézi az 6sszes
tipusu tubularis sejt keratinmintazatanak valt&&tT 8rol esKRT18r0l KRT7re ésKkRT19re. Ez

a valtas a keratin expresszios profilban léWétteszi () citoszkeletalis fehérjék formalasat, az
atépulési folyamathoz és tumortgjeshez szikséges megvaltozott alakzatot és megedetbk

plaszticitast eredményezve.

Szamos mas fokozottan expresszalt és szelektajatgahat |lényeges szerepet a remodellingben és
a tumorfejpdésben. ALAMA3 LAMB3 és aLAMC2 a 3 komponense a laminin332-nek, mely —
interakciéba lépve mas extracellularis matrix Otszékel — a sejttapadas és migracio
folyamatdban bir szereppel regeneracid, tumorigereszmetasztazis soran. A sejtek proliferacidja
€s migracidja szukséges vegstadiumu vesében a hosmwikezet atszervezéséhez és az
ESRD/ACRD-asszocialt tumorok kiféfléseéhez. ADCBLD2 (ESDN endothelial and smooth
muscle cell-derived neuropilin-like protein) altkbdolt fehérje a vaszkularis simaizomsejtek
novekedését szabalyozza és a vaszkularis remagleliiyik markere.

VDUPL/TXNIP, szoveti remodelling és megnédvekedett tumorrizikd

A VDUP1/TXNIR mely normal korilmények kozott szamos szoOvetbefejezodik, egy
multifunkcionalis fehérje, melynek része van auélis homeosztazis fenntartasdban. Novekv

szamu adat utal arra, hogWw®UP1/TXNIPa sejtproliferaciot és valdsiira sejtek migraciojat is
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kontrollalja tumorsejtekben. AVDUPL1 alacsony szintje és a scielinnel valo felfliggesztet
interakcidja hozzajarulhat a remodelling folyamatlés a disztalis kanyarulatos tubulusok intenziv
altaldnossagban emelkedett kockazatot mutatnaketégbégre nem minden, de szamos szervet

illetéen.

A legtobb végstadiumu vesévebdetegnek csokkent szérum,25(0OH)D; szintje és — ahogy mi

is kimutattuk — csOkkentCYP27B1 expresszidés szintje, valamint Iényegesen csokkent
VDUP1/TXNIP expresszios szintje van, mely ezen faktoroknak SRIEARCD-ben diforduld
kiterjedt remodelling folyamatban és valodgéy a vesetumorok kialakuldsanak magas

gyakorisagaban valo részvétele mellett szol.

KOVETKEZTETESEK
Munkank el6szor szolgal bizonyitekkal arra, hogy:

1. A veseparenchyma atépllése ESRD/ACRD-ben egy egyédéexpressziés mintazattal
tarsul. A specifikus gyulladasos mikrokdrnyezet, raegvéltozott plaszticitas és
sejtproliferacios rata lehet fetsl a nem funkcionalé vesében bekovetkezerkezeti
valtozasokert és az egyedi feno- és genotipussal vgisesejtes tumorok kifédésének
magas gyakorisagaért.

2. A gyulladdsos citokineknek a szabadgyokok magastjékzi eredményedz folytonos
expresszidja a mitokondrialis és genomi DNS karasat és mutacioit okozhatja, mely
tumorképsdéshez vezethet.

3. A multifunkcionalis VDUP1/TXNIP fehérje végtadiumieseelégtelen betegek veséiben és
mas szerveiben valé csokkent expresszidja, valasaamos molekularis utvonallal valé
interakcidjanak elakadasa a cellularis homeosztamdasahoz vezethet és sejtproliferaciot,

valamint tumorfepdést indithat be.

V4

pathology” (s6tétségen tuli/pokoli patoldgia) kdegst hasznalta a mitikus folyon tali életre utalva
Tanulmanyunk ramutat, hogy a kronikus vesebetegskZabb tulélésével a vesék egy, az el6z6tol
kulénb6z6d ,0j molekularis életbe” Iépnek. Figyeleanbvéve, hogy a vesepodtld eljarasok
fejlodésével az emlitett betegek szama noéveksziknisd tobb ilyen betegben alakulhat ki

- sz

tovabbi vizsgalatokat érdemelnek.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném kifejezni kdszonetemet Dr. Kakuk Gyorgfgsszor arnak a Debreceni Egyetem |. sz.
Belgyogyaszati Klinika és a Nephrologiai Tanszékdkdi, ill. Dr. Balla J6zsef professzor Urnak, a
Nephrologiai Tanszék jelenlegi veégnek nagylelk szakmai tamogatasukért, mellyel
tudomanyos munkamat és kulféldi tanulmanyutamatitelé tették és segitségemre voltak az
Osztondijak tekintetében is. A tanszék nagyszerphrologiai munkacsapatabédzinte és halas

koszonettel tartozom Dr. Matyus Janos tanar Uraddnek jelenés szerepe volt abban, hogy
kapcsolatba I1éphettem Kidsbi témavezéimmel és megvalosithattam heidelbergi tanulmanyutama

Az 6 korabbi szakmai tamogatasa, példamutatasa eségaasokat jelent nekem.

Oszinte és mély kdszonetemet fejezem ki témavensek, Dr. Kovacs Gyula professzor Grnak, aki
lehetiséget adott az dislépésekil tudomanyos munkam megvalésitasdhoz és ehhez minde
szilkséges dolgot biztositott a korabbi molekuldnigkoldgiai laboratériumban, a heidelbergi
Ruprecht-Karls Egyetemen és lehad tette a munka befejezését Pécsen. Megiisztimomra,
hogy szamithattam tudomamyos Utmutatasara, kit@mdogatasara €s motivalasara, és halas
vagyok, hogy értékelte &eszitéseimet. Koszonettel tartozom minden kordlabioratériumi
munkatarsamnak, akik segitettek a technikai tudisjéitdsdban és megosztottdk velem

tapasztalataikat.

Tisztelettel koszéndm Dr. Kovacs L. Gabor és Dritilvann Istvan professzor uraknak, hogy az
altaluk vezetett Doktori Iskoldban, ill. Doktori dgramban fejezhettem be munkamat a Pécsi
Tudoményegyetemen. Halds kdszonettel tartozom BothHe Tamasnak az egyetem Uroldgiai
Klinikjarol a segitségéeért.

Oszinte és mély halaval tartozom csaladomnak, ki@énézileimnek és hugomnak, hogy mindent
megtettek értem és mindig mellettem alltak, ha ségkvolt ra. Az értekezést ajdnlom szileimnek,
akik folyamatosan szefet gondoskodassal tamogatjak kis csaladom életétugdgpp mint

tanulmanyaimat.
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