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1. BEVEZETES

A renocellularis karcinoma (RCC) az 6sszes daganatos megbetegedés 2-3 szazalékat
teszi ki, incidencidja a nyugati orszagokban magasabb. Eurépaban 2012 folyaméan 84000 uj
esetet diagnosztizaltak, metasztatikus betegség kovetkeztében 35000 halaleset fordult eld. A
veserdk tipusai koziil leggyakoribb az Osszes vesedaganat mintegy 75 széazalékat kitevo,
magas mortalitdsu konvenciondalis tipusu RCC. Az ide sorolhaté betegek koriilbeliil
harmadandl észlelheté metasztdzis mar felismeréskor, vagy a nyomonkovetés soran. A
veserak elsddleges kezelési modja tovabbra is a radikalis vagy parcidlis nefrektomia. Teljes
gyogyulast csak a szervre lokalizalt esetekben, idOben elvégzett miitéti kezelés
eredményezhet. A kozelmultban bevezetett, metasztatikus esetekben alkalmazhat6 tirozin
kindz gatld kezeléssel a talélési idé novelhetd, azonban komplett remisszié mar nem érhetd el.
A modern képalkotd eljarasok széleskort alkalmazasanak koszonhetdéen a korai stadiumban
felsimert, kisméretli daganatok aranya novekszik. A korai diagndzis ellenére a szervre
lokalizalt, kurativ szandékkal operalt esetek mintegy 15 szazalékanal jelentkezik metasztazis
5 éven beliil. Emiatt nagy igény mutatkozik olyan biomarkerek irant, melyek alkalmasak a
posztoperativ progresszié szempontjabol magas rizikdju esetek azonositasara. A veserak
kimenetelével 6sszefliggésbe hozhatd biomarkerek hasznalhatoak a progresszio elérejelzésére
Onalloan vagy mas molkuldris és klinikai faktorokkal egylitt integralt prognosztikai
rendszerekbe dgyazva.

2. CELKITUZESEK

Vizsgélatunk célja olyan 0j biomarkerek azonositasa, melyek alkalmasak a szervre
lokalizalt konvencionalis veserak posztoperativ progndzisanak eldrejelzésére. A rosszindulatu
tumorok progresszidja a daganat és mikrokodrnyezet kozti kapcsolat megvaltozasaval és a
tumorsejtek dedifferencialodasaval fligg ossze. Ezen tényezOk vizsgalatara harom gént
valasztottunk ki:

A, A tumor stromdban lezajlé gyulladdsos folyamatoknak fontos szerepe van a
progresszioban. Ennek vizsgalatara kivalasztottunk egy akut fazis fehérjét, az SAA4 /-t kodold
gént.

B, A kornyez stroma atalakitasa, lebontasa egyik eldfeltétele a tumor sejtek mozgasanak.
Ennek vizsgalatara a szarkomatoid veserakokban kifejez6dé metalloproteindz 12 (MMP12)
kifejezddését vizsgaltuk konvencionalis veserakban.

C, A progresszidé soran a legtobb daganat elvesziti polarizalt ham jellegét és sok esetben
polarizalatlan szarkomatoid format vesz fel. A daganatsejtek mozgasahoz sziikség van erre az
atalakulasra. Ennek a sejtvaltozasnak a vizsgalatara a TMEM?27 gén kifejezddését néztiik meg,
amely kizarolag a proximalis tubulusban mint strukturalis fehérje talalhaté meg.

A dolgozatban targyalt biomarkerek kivélasztdsa a progredialé €s nem progrediald
konvencionalis, valamint a szarkomatoid jelleget mutaté veserak mintakon elézetesen
elvégzett globalis génexpresszid analizis (Affymetrix) és az azt kovetd reverz transzkripcids
PCR eredményeinek figyelembe vételével tortént meg. Ezen vizsgdlatok a Heidelbergi
Ruprecht-Karls-Egyetemen Prof. Kovacs Gyula vezetésével miikodé Molekuldris Onkoldgiai
Laboratériumban és a szintén Heidelbergben miik6dé European Molecular Biology
Laboratory genomikai részlegén zajlottak.



3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1. Betegek és szovetmintak

A Pécsi Tudomanyegyetem Uroldgiai Klinikéan 2000. januar és 2010. december kozott

konvenciondlis veserak miatt radikélis vagy parcialis nefrektomidn atesett betegek koziil a jo
nyomonkdovetési adatokkal rendelkezé esetek retrospektiv modon keriiltek bevalasztasra.
A nyomonkdvetési és haldlozasi adatokat a PTE Urologiai Klinika dokumentacios
rendszereibdl (Betegregiszter, Intramed, eMedSol) nyertik. Nyomonkdvetési idének a
mitéttél az utolsé dokumentdlt kontrollvizsgélatig vagy a beteg veserdk kovetkeztében
bekovetkezett halalaig eltelt idot tekintettiik. A vesetumortol fiiggetlen okbdl kifolydlag
elhunyt betegeket a nyomonkdvetési idé kiszamitasandl nem vettik figyelembe. Staging
céljabol a miitét elott minden esetben mellkas RTG, has és kismedencei CT vizsgalat tortént.
Agyi vagy csont metasztdzis jelenlétére utalo klinikai tlinetek fenndlldsa esetén
csontscintigrafia és koponya CT vizsgalatot is végeztettiink. Nyirokcsomo érintettség
megallapitdsandl a szovettani eredményt, tavoli attéteknél a képalkotd vizsgalatok
eredményeit vettiik alapul. A miitétet koveté nyomonkovetés soran hathavonta végeztiink hasi
ultrahang vizsgalatot, mellkas rontgent és laborvizsgélatot, évente hasi ¢€s kismedence CT
vizsgalatot. A szovettani diagndzis minden esetben uropatologus (K.Gy.) altal feliilvizsgalatra
keriilt a heidelbergi klasszifikacids rendszernek megfeleléen. A TNM stadium megallapitasat
a 2009-es TNM Kklasszifikacio szerint végeztik. A nukledris gradus meghatarozasa
haromfokozatl rendszer alkalmazasaval tortént. A szovetmintdk gyljtését és feldolgozasat a
PTE AOK Etikai Bizottsag engedélyének birtokaban végeztik (Etikai engedély szama:
5343/2014).

3.2. Tissue microarray

A vizsgalat soran fotalis és felnott egészséges veseszovetet, valamint konvenciondlis
€s mas tipusu renocelluléris karcindémat tartalmazo paraffin blokkokat hasznaltunk fel tissue
microarray (TMA) készitéséhez. A tumoros blokkokbol készitett hematoxilin-eozin festett
metszetek attekintése soran keriilt kijelolésre a mintavétel helye. Ezt kovetden a kijelolt
terliletnek megfelden a paraffinba dgyazott szovetblokkbol Manual Tissue Arrayer (MTAL,
Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, USA) késziilék segitségével 0.6 mm atmérdji
szovethengereket emeltiink ki. Kiilonb6z6 morfoldgiaju vagy gradusu teriiletekkel rendelkezd
tumorokbol t6bb (2-4) mintat vettiink. Az igy nyert szovethengereket az MTA1 késziilék
segitségével egy kozos paraffin blokkba agyaztuk be, lehetdvé téve 100-150 kiilonb6zé minta
egy metszeten torténd egyidejli vizsgalatat. Az antitest festodés ellendrzése céljabol a TMA
készitésekor egészséges fotalis €s felno6tt vese mintakat is beépitettiink.

3.3. Immunhisztokémia

A TMA-kbol készitett 4 um vastagsagu metszetekbdl a paraffint xilol segitségével
eltdvolitottuk, majd a metszeteket leszalld etanol sorozatban rehidraltuk. Ezt kovetden az
antigén feltaras az SAA1, MMP12 és TMEM?27 esetén 10 mM natrium-citrat pufferben (pH
6,0), a HNFIA esetén TE pufferben (pH 9,0) torténd forraldssal értiik el, amit a 2100-
Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam, Hollandia) késziilékben végeztiink el.

Az endogen peroxidaz aktivitas és a nem specifikus kotohelyek blokkoldsa 1% normal 16
szérumot tartalmazo 0,3%-os hydrogénperoxidban tortént szobahdmérsékleten 10 percig. Ezt
kovetden a metszeteket éjszakan at nedves kamraban 4°C-on inkubaltuk. A kovetkezd
antitesteket hasznaltuk fel: nyul anti-SAA1 antitest (ab655, Abcam, Cambridge, UK), 1:100



higitasban; nyul anti-TMEMZ27 antitest (ab200664, Abcam, Cambridge, UK), 1:1000
higitasban; nyudl anti-HNF1A antitest (PA5-22310, Thermo Fisher Scientific, Budapest,
Hungary), 1:500 higitasban; nyul anti-MMP12 antitest (NBP1-31225, Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA), 1:250 higitasban. Harminc percig térténd HRP conjugalt anti-nyul
masodlagos antitest (MACH4 Universal HRP-Polymer, Biocare Medical, Concord, USA)
alkalmazasat kovetden az eldhivas AEC szubsztrat és DAB (DAKO) segitségével tortént,
majd a metszeteket Mayer hematoxilinnel festettiik. Végiil a metszetek kétszeres kiértékelése
tortént a klinikai adatok ismerete nélkiil.

3.4. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai feldolgozasa az SPSS Statistics szoftver 23.0 verzidé (IBM,35
Armonk, NY, USA) segitségével tortént. A vizsgalt gének expresszidja és a klinikopatologiai
paraméterek kozti Osszefliggéseket a khi-négyzet proba alkalmazidsival elemeztik. A
kiilonb6z6é valtozok (életkor, nem, tumor méret, TNM Kklasszifikacid, nuklearis gradus,
stadium, metasztazis jelenléte €s a vizsgalt gén expresszioja) tulélési idére gyakorolt hatasat
Kaplan-Meier analizis segitségével mértiik fel, a tulélési gorbék 6sszehasonlitasat log-rank
teszt alkalmazéasaval végeztikk. A tulélésre gyakorolt hatds egyvaltozos és tobbvaltozos
analizise a Cox regresszids modell segitségével tortént. A vizsgalat lezarultakor életben 1évo
¢s tumormentes betegeket cenzoraltuk. A kiilonbséget 0,05-nél kisebb p érték esetén
tekintettiik szignifikansnak.

4. EREDMENYEK
4.1. SAA1
4.1.1. Az SAA1 expresszio immunhisztokémiai vizsgalata

Az SAAI expresszio vizsgalatat 429 betegnél végeztiik el. Felismeréskor valamennyi
esetben a betegség szervre lokalizalt volt. Az atlagos nyomonkdovetési id6 73,53+4.6 honap
volt. A nyomonkdvetés soran 78 betegnél (18%) alakult ki progresszid. A férfi: n6 arany
266:163 (62% ¢s 38%), az atlagos életkor 61,4+11,2 év volt. Az atlagos tumorméret
50,1£25,5 mm volt.

Az immunhisztokémiai vizsgalat sordn fotalis és felndtt normadl veseszoveten SAA1
festoédés nem volt észlelhet6. Az veserak mintak nagy tobbsége szintén SAA1 negativnak
bizonyult. A 429 tumoros minta koziil csupan 20 mutatott kiilonbdz6 intenzitasu SAAI1
festddést. A pozitiv esetekben az SAA1 fehérje idonként kisméretli csomokat formalva a
sejtfalban halmozddott, azonban az intenzivebb reakciot mutatd esetekben citoplazmatikus
festodés is eldfordult. A szolid tumorszovetben megfigyelhetéek voltak kisméretd,
tumorsejtekkel szegélyezett cisztadk, melyek SAA1 pozitiv folyadékot tartalmaztak. Néhany
esetben gyenge citoplazmatikus festddés mellett nagyméreti SAAl  pozitiv
intracitoplazmatikus zarvanyok alakultak ki.

4.1.2. Az SAA1 expresszio 6sszehasonlitisa a klinikopatologiai jellemzokkel

Az SAA1 expresszio ¢s a klinikopatoldgiai valtozok, mint a daganatspecifikus
haldlozés, a tumor méret, a nuklearis gradus és a T-stddium kozotti viszony statisztikai
elemzése sordn mindegyik paraméter tekintetében szignifikans dsszefiiggés volt kimutathato
(p <0,001) (1. tablazat).



1. Tablazat. Az SAA1 expresszid és a konvencionalis veserdk klinikopatologiai jellemzoi
kozotti osszefiiggések

Esetek SAA1 P-érték
szama( + =
429)
Statusz
AWOD 351 6 345
DOD 78 14 64  P<0,001
Tumor méret
<dem 192 2 190
4-Tcm 153 5 14¢  P<0,001
>7cm 84 13 71
Grade
Gl 278 2 276
G2 116 10 106 Y0001
G3 35 8 27
T-stadium
la-b 294 4 290
2 37 4 33 P<0001
3a-b-c 97 12 85

AWOD: alive without disease = tumormentes talélé, DOD: dead of disease = veserak
kovetkeztében elhunyt.

4.1.3. Az SAA1 expresszio és a talélési adatok kozotti 6sszefiiggés

A log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier tulélés analizis az SAAI1
antitesttel pozitivan festédd tumorok esetén lényegesen rovidebb daganatspecifikus talélést
igazolt (1. abra). A median talélési id6 az SAA1 pozitiv betegeknél 58 honap (33-82, 95% CI)
volt. Egyvaltozdés analizis (2. tabldzat) alapjan az SAA1 pozitiv tumorral rendelkezd
betegeknél a daganatspecifikus halalozas kockazata szignifikansan magasabb (RR 6,61; 95%
CI-3,70-11,83). Az SAAIl festddés fiiggetlen prognosztikai értékének meghatdrozasa
érdekében tobbvaltozos analizist is végeztiink az ismert klinikopatoldgiai prognosztikai
valtozokat figyelembe véve (10. tablazat). Tobbvaltozds analizis soran az SAAT1 expresszid -
a T-stadium és a nuklearis gradus mellett - fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult (RR-
2,11; 95% CI-1,14-3,92; p=0,017).
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1. Abra Log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier talélés analizis SAA1 negativ
¢s SAA1 pozitiv tumorral rendelkezd betegek esetén.

2. Tablazat. A klinikopatoldgiai paraméterek és az SAA1l expresszid Osszefiiggése a
daganatspecifikus tuléléssel Cox regresszios analizis soran

Egyvaltozés analizis Tdobbvaltozos analizis
Paraméterek Relativ riziké P érték Relativ riziké P érték
(95%CI) (95% CI)
Kor (év) 1,02 (1,00-1,04) 0,088 1,01 (0,99-1,03) 0,234
Nem (ffi/no) 1,12 (0,73-1,71) 0,578 1,00 (0,63-1,59) 0,986
T-stadium T1a-b <0,001 <0,001
T2 4,95 (2,50-9,80) <0,001 4,36 (2,09-9,07) <0,001
T3a-b-¢ 8,74 (5,36-14,25) <0,001 6,19 (3,50-10,93) <0,001
Grade (G1/G2-3) 3,84 (2,49-5,94) <0,001 2,33 (1,39-3,91) 0,001
Tumor méret (cm) 1,02 (1,02-1,03) <0,001 1,00 (0,99-1,01) 0,314
SAA1 (+/0) 6,61 (3,70-11,83) <0,001 2,11 (1,14-3,92) 0,017

4.2. MMP12
4.2.1. Az MMP12 expressziéo immunhisztokémiai vizsgalata

Az MMP12 expresszi6 vizsgalatat 492 betegnél végeztiik el (1. csoport), melyek koziil
429 betegnél volt a betegség felismeréskor szervre lokalizalt (2. csoport). Metasztazis a miitét
idején 63 betegnél volt jelen, mig a felismeréskor nem metasztatikus betegek koziil 85 esetben
volt észlelhetd progresszid a nyomonkovetés soran. Osszesen 148 betegnél (30,1%) alakult ki
végzetes progresszio. A férfi:nd arany 314:178 (63,8% ¢€s 36,2%), az atlagos életkor 61,52 év
volt. Az atlagos tumorméret a vizsgalat végéig elhunyt betegeknél 87 mm volt, mig a taléld
betegek csoportjanal 51 mm.
Az MMP12 antitesttel megfestett metszetek értékelése soran a pozitivan festédé mintdkban a
tumorsejtek legalabb 80%-a festddott, igy a pozitivan fest6dd sejtek szdmat értékelendd
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paraméterként nem vettiik figyelembe. A festddés mértékének osztadlyozdsa soran
elkiilonitettiink nem fest6do, gyengén fest6do, kozepesen festddd és erdsen festddod eseteket.
Az MMPI12 expresszidé vizsgalatat normal fotalis és felnott veseszoveten is elvégeztik.
Erdekes modon, normal vesén kizarolag a distalis tubulus sejtek mutattak erés MMP12
festodést. A 492 konvencionalis tipusi veserak minta MMP12 antitesttel torténd
immunhisztokémiai vizsgdlata sordn 116 esetben foként gyenge ¢€s kozepes, néha erds
festodés volt megfigyelhetd, mig 376 tumor nem mutatott MMP12 festddést. Az
immunreakcié intezitasat figyelembe vevd elsd statisztikai feldolgozas sordan a
daganatspecifikus halalozéasra nézve nem volt kimutathat6 1ényegi kiilonbség a gyengén és a
kozepes mértékben festddd tumorok kozott. Emiatt végiil agy dontéttiink, hogy az
immunhisztokémia értékelése soran csupan az MMP12 expresszio szempontjabol pozitiv és
negativ eseteket kiilonitjiik el egymastol.

4.2.2. Az MMP12 expresszié osszehasonlitasa a klinikopatolégiai jellemzokkel

Az MMP12 expresszi6 €s a klinikopatoldgiai valtozok, mint a veserdk kovetkeztében
bekovetkezett haldlozas, a tumor méret, a nuklearis gradus, a T-stadium, a TNM-stadium, a
koagulacios nekrozis jelenléte €s a miitét idején fenndlldé metasztdzis kozotti viszony
statisztikai elemzése soran mindegyik paraméter tekintetében szignifikans Osszefliggés volt
kimutathat6 (p <0,001) (3. tablazat).

4.2.3. Az MMP12 expresszio és a tulélési adatok kozotti osszefiiggés

A daganatspecifikus tulélést kiilon értékeltiik az 6sszes beteg (1-es csoport) és a miitét
idején metasztazissal nem bir6 betegek (2-es csoport) esetén. A median talélési id6 az
MMP12 pozitiv betegeknél az 1-es csoportban 58 honap volt (2.A. 4bra), mig a 2-es
csoportban 105 honap (2.B. dbra). A log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier
tulélés analizis mindkét csoportban az MMP12 antitesttel pozitivan festddé tumorok esetén
szignifikansan rovidebb tulélést igazolt (p <0,001). Egyvaltozds analizis soran az ismert
klinikai valtozok (a tumor méret, a nukledris gradus, a T-stddium, a TNM-stddium, a
koagulacios nekrozis jelenléte és a miitét idején fenndllo metasztazis) és az MMP12
expresszid szignifikans Osszefiiggést mutattak a taléléssel. Tobbvaltozos analizis soran (4.
tablazat) a 1-es csoportban a T1-T2 stadium, a nuklearis gradus, a TNM-stadium, a nekrozis
jelenléte, a mitét idején meglévd metasztazis €s a tumor mérete bizonyult a daganatspecifikus
tulélés elodrejelzése szempontjabdl szignifikans negativ paraméternek, mely az MMP12
expressziorél nem mondhatd el. Azonban a 2-es csoportba sorolt, a miitét idején nem
metasztatikus eseteket vizsgdlva az MMP12 expresszio fiiggetlen prognosztikai faktornak
bizonyult, mely alkalmas posztoperativ relapszus elérejelzésére (p=0,048).



3. Tablazat. Az MMP12 expresszid €s a konvencionalis veserak klinikopatoldgiai jellemzoi
kozotti osszefiiggések

Esetek MMP12 P-érték
szama + -
492
Statusz
AWOD 344 46 298 <0,001
DOD 148 70 78
Tumor méret
<4 cm 190 19 171 <0,001
4-7 cm 171 43 128
>7 cm 131 54 77
Grade
Gl1 272 22 250 <0,001
G2 140 44 96
G3 80 50 50
T-stadium
Tla-b 296 41 255 <0,001
T2 40 11 29
T3a-b-c 148 59 89
T4 8 5 3
Stage
I/ 320 448 272 <0,001
I/ 1V 172 68 104
Nekrozis
van 431 84 347 <0,001
nincs 61 32 29
Metasztazis *
van 63 38 25 <0,001
nincs 429 78 351

*a mtét idején, AWOD: alive without disease = tumormentes talél6, DOD: dead of disease =
veserak kovetkeztében elhunyt.
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2. abra. A.:Log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier talélés analizis az MMP12
negativ és MMP12 pozitiv tumorral rendelkez6 betegek esetén, a teljes beteganyagon. B.:
Log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier tulélés analizis az MMP12 negativ és
MMP12 pozitiv, felismeréskor szervre lokalizalt tumorral rendelkez6 betegeknél.



4. Tablazat. A klinikopatologiai paraméterek és az MMP12 expresszid Osszefiiggése a
daganatspecifikus tuléléssel Cox regresszios analizis soran

Tobbvaltozos Osszes beteg Metasztazis nélkiili betegek*

analizis (492) (429)

Paraméterek Relativ riziké P érték  Relativ riziko P érték

(95%CI) (95% CI)

Kor (év) 1,008 (0,991-1,024) 0,367 1,007 (0,986-1,028) 0,522

Nem (ffi/ né) 0,958 (0,667-1,377) 0,819 0,927 (0,591-1,454) 0,743

T stadium T1a-b 0,01 <0,001
T2 2,815 (1,477-5,367) 0,02 4,040 (1,974-8,268) <0,001
T3a-b-c 1,636 (0,819-3,270) 0,164 6,040 (3,540-10,304) <0,001
T4 2,570 (0,977-6,763) 0,056

Grade 2,006 (1,257-3,200) 0,003 2,180 (1,307-3,638) 0,003

(G1/G2-3)

Stadium 3,492 (1,638-7,444) 0,001 2,635 (0,345-20,131) 0,350

(I-1I/ITI-1V)

Nekrozis 1,833 (1,239-2,711) 0,002 1,550 (0,859-2,799) 0,146

(van/nincs)

Metasztazis* 5,805 (3,814-8,837) <0,001

(van/nincs)

Tumor méret (cm) 1,006 (1,001-1,012) 0,028 1,002 (0,993-1,012) 0,631

MMP12 (0/+) 1,260 (0,874-1,816) 0,216 1,612 (1,004-2,589) 0,048

CI: konfidencia intervallum, *a mtitét idején
4.3. TMEM27
4.3.1. TMEMZ27 expresszi6 immunhisztokémiai vizsgialata

TMEM?27 expresszio vizsgalatara 486 beteg (1. csoport) keriilt bevalasztasra retrospektiv
modon. Az 1. csoportbol 422 beteg (2. csoport) a diagnosis feldllitasa idején nem rendelkezett
metasztazissal. Az 1. csoportba sorolt betegek 13 szazalékanal volt észlelhetd metasztazis a
mitét idOpontjaban. A 2. csoportban a betegek 17 szdzalékandl jelentkezett progresszid a
nyomonkovetés sordn. Az dsszes beteg 29 szazalékanal alakult ki metasztatikus allapot. Az
atlagos nyomonkovetési idé 65,5+37,1 honap volt. A férfi:né arany 313:173 (64,4% ¢és
35,6%), az atlagos életkor 61,3 év volt. Az atlagos tumorméret a vizsgéalat végéig elhunyt
betegek esetén 86 mm volt, mig a talélo betegek csoportjanal csak 52 mm.
Immunhisztokémiai vizsgalatra azért valasztottuk ki a TMEM?27 gént, mivel ez kizar6lagosan
a proximalis tubulusban fejezédik ki, mely a konvencionalis veserak kiinduldsi helyének
tekinthetd. Fotalis vesében immunhisztokémia soran a TMEM27 halvany, membranhoz kotott
expressziot mutatott a proximalis tubulusok luminalis felszinén. Felnoétt vesében a TMEM27
szintén proximalis tubulusok lumindlis felszinén fejez6dott ki, azonban a festédés jelentdsen
intenzivebb volt. A vizsgalat soran 486 beteg paraffin blokkjaibol esetenként kiemelt 1-4
szovethenger felhasznalasaval készitett TMA-t festettiik meg TMEM?27 antitesttel. Valtozatos
intenzitasa, kizaroélag membranhoz kotott festddést €szleltiink 356 tumornal, mig 130 eset
TMEM27-negativnak bizonyult.

10



Ugyanabbdl a tumorbdl nyert, kiilonb6z6 gradusu illetve megjelenést teriileteket reprezentald
tobbes mintdk esetén, amennyiben pozitiv €s negativ festddés is eldfordult, az eredményt
negativnak tekintettiik.

Annak érdekében, hogy alatamasszuk a TMEM?27 festddés specificitasat, a vizsgalatot egyéb
tipust vesetumor mintakon is elvégeztiik. A vizsgalt 54 papillaris veserak mintabol 9 esetben
a minta kis terliletein gyenge pozitiv festddés volt észlelhetd a sejtek felszinén, foként a
jobban differencidlodott, a proximalis tubulus sejtekre hasonlitdo eozinofil sejtekben. A
vizsgalt 21 kromofdéb veserdk, 33 vese onkocitoma, hét mucindzus tubularis és orsdsejtes
karcinoma (MTSCC), hat metanefrikus adenoma és kilenc Wilms-tumor minta egyike sem
mutatott pozitiv festddést TMEM?27 antitesttel.

A rendelkezésre 4all6 experimentdlis irodalmai adatok arra utalnak, hogy a HNFIA
transzkripcids aktivator szabalyozza a TMEM?27 expressziojat [Fukui et al. 2005]. Ennek
ismeretében anyagunkon megvizsgaltuk HNF1A kifejez6dését. Eredményeink alapjan normal
veseszovetben mind a két gén a proximalis tubulusokra lokalizalédik, azonban konvencionalis
veserakokban nem talaltunk 6sszefiiggést a két gén expresszidja kozott.

4.3.2. A TMEM?27 expresszi6 osszehasonlitasa a klinikopatologiai jellemzokkel

A TMEM27 fehérje expresszid és a klinikopatoldgiai jellemzok viszonyat a 5. tablazat
foglalja 6ssze. A TMEM27 expresszio szignifikans dsszefliggést mutatott a tuléléssel, a tumor
mérettel, a gradussal, a T stddiummal, a TNM stddiummal ¢és a miitét idépontjdban a
metasztazis jelenlétével.

4.3.3. Az TMEMZ27 expresszio és a tulélési adatok kozotti osszefiiggés

Az atlagos nyomonkdvetési id6 65,5+37,1 honap volt. A log-rank teszt alkalmazasaval
végzett Kaplan-Meier talélés analizis a TMEM?27 negativ tumorral rendelkez6 betegek esetén
rossz daganat specifikus tulélést mutatott mindkét betegcsoportban (3. dbra). A TMEM?27
kifejezddésének hianya az 1-es csoportban 39 honap (23,6-54.4, 95% CI), a 2-es csoportban
58 honap (53-108, 95% CI) median tulélési idovel jart egyiitt. Egyvaltozos analizis soran az
l-es és 2-es csoportba tartoz6 TMEM27 negativ tumorral rendelkezé betegeknél a
daganatspecifikus halalozéds rizikdja szignifikansabb magasabb volt a TMEM?27 pozitiv
esetekhez képest. A TMEM27 festddés fliggetlen prognosztikai értékének meghatarozasa
érdekében tobbvaltozos analizist végeztink az ismert klinikopatoldgiai prognosztikai
valtozokat figyelembe véve (6. tablazat).

Az 1-es csoportban a T-stadium, a tumor méret, a metasztazis felismeréskori jelenléte és
a TMEM27 expresszio bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak (RR-2,76; 95% CI-1,91-3,99;
p <0,001). A 2-es csoportba sorolt, a mutét idején nem metasztatikus eseteknél csak a T-
staddium €s a TMEM?27 expresszid volt szignifikans (RR-2,95; 95% CI-1,81-4,80; P<0,001).
Tehat a TMEM27 expresszio hidnya fliggetlen negativ biologiai prognosztikai faktornak
tekinthetd, mely kedvezodtlen daganatspecifikus tuléléssel jar egyiitt konvenciondlis RCC
esetén.
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5. Tablazat. A TMEM27 expresszio €s a konvencionalis veserak klinikopatologiai jellemzoi
kozotti osszefiiggések.

Esetek TMEM27 P-érték

szama  + =

(486)
Kor 0,567
atlag 60,8 61,5
Nem 0,877
férfi 313 230 83
nd 173 126 47
Statusz <0,001
AWOD 339 293 46
DOD 147 63 84
Tumor méret <0,001
<4 cm 181 156 25
4-7 cm 175 131 44
>7 cm 130 69 61
Grade <0,001
Gl 265 239 26
G2 140 95 45
G3 81 22 59
T-stadium <0,001
Tla-b 293 252 41
T2 40 28 12
T3a-b-c 145 75 70
T4 8 1 7
Stadium <0,001
/11 316 270 46
1I/1vV 170 86 84
Metasztazis * <0,001
van 64 22 42
nincs 422 334 88

*a mitét idején, AWOD: alive without disease = tumormentes tlél6, DOD: dead of disease =
veserdk kovetkeztében elhunyt.
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3. Abra. A.: Log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier tulélés analizis a TMEM27
negativ (alsd gorbe) ésTMEM?27 pozitiv (felsé gorbe) tumorral rendelkezd betegek esetén, a
teljes beteganyagon. B.: Log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan-Meier talélés analizis
a TMEM27 negativ (alsé gorbe) és TMEM27 pozitiv (felsé gorbe), felismeréskor szervre
lokalizalt tumorral rendelkezd betegeknél.

6. Tablazat. Klinikopatoldgiai paraméterek és a TMEM27 expresszio Osszefliggése a

daganatspecifikus tuléléssel Cox regresszios analizis szerint.

Tobbvaltozos Osszes beteg Metasztazis nélkiili betegek*
analizis (486) (422)

. Relativ riziko - Relativ riziké -
Paraméterek (95% CI) P érték (95% CI) P érték
Kor (év) 1,01 (0,99-1,03) 0,088 1,02 (0,99-1,04) 0,064
Nem (ffi/nd) 0,94 (0,65-1,36) 0,768 0,83 (0,52-1,33) 0,451
Tla-b 0,025 <0,001
i) 2,08 (1,06-4,07) 0,032 4,16 (2,03-8,52) <0.001
T3a-b-¢ 0,75 (0,36-1,57) 0,455 5,15 (2,95-8,97) <0.001
T4 1,08 (0,39-2,96) 0,873
bl 1,55 (0,94-2,54) 0,081 1,72 (0,99-2,99) 0,051
(GI/G2_3) b b b b b b b b
Stadium
(LIVITL-TV) 5,18 (2,48-10,82) <0,001 2,35(0,31-17,87) 0,407

.
Metasztizis 5.97(3,92-9,09) <0,001
(van/nincs)
Tumor méret (cm) 1,00 (1,00-1,01) 0,003 1,00 (0,99-1,01) 0,255
TMEM27 (+ / 0) 2,76 (1,91-3,99) <0,001 2,95 (1,81-4,80) <0,001

CI: konfidencia intervallum, *a mtitét idején
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5. MEGBESZELES
5.1. SAAL1 és a konvencionalis veserak prognozisa

Tobbvaltozds analizis soran az SAA1 expresszidja a tumorsejtek citoplazmajaban
daganat specifikus haldlozas rizikojaval tarsult és fiiggetlen prognosztikai biomarkernek
bizonyult. Az akut fazis fehérje SAA1 gyulladas esetén, valaszként az IL1A, ILIB and IL6
fokozott kifejezddésére a méjban termelddik és a szérumban kimutathatd [Kovacevic et al.
2008]. Ugyanakkor, az SAA1 fehérje felerdsiti az immunvalaszt a tumor mikrokdrnyezetében
az IL6, CXCL8 and CXCLI, valamint a metalloproteindzok aktivalasaval [de Seny et al.
2013]. Tehat az SAAl az ugynevezett “pro-inflammatory amplification loop” egyik
komponense, amely fontos szerepet tolt be a tumorok mikrokdrnyezetének valtozasadban és
MMP-9 expresszid indukélasaval [Paret et al.2010]. Az SAA1 molekuldnak szamos receptora
van, amelyekhez kotddve kiilonb6zo sejtfunkcidkban jatszik szerepet. A G proteinhez tarsult
FPRLI gén részt vesz a cytokinek indukcidjdban és az SAA1 kemotaktikus funkcidjaban.
Ujabb adatok szerint az SAA1 a TLR4-p38 foszforilacio-NF-kB jelatviteli rendszeren
keresztiil fejti ki hatasat [Sandri et al. 2008]. Az LBP-CD14 komplex az emlitett jelatvitel
aktivalasaval felerdsiti az MMP-2 valamint a beta-integrin kifejezddését és ezen az tuton is
hozzajarul a tumorsejtek invaziv tulajdonsdgahoz [Harmey et al. 2002]. Mindezek a
gyulladasos folyamatok olyan iranyban valtoztatjdk meg a tumor kornyezetét, ami a sejtek
proliferacigjat, talélését, gydgyszer rezisztencigjat valamint a neoangiogenezist segitik eld
[Mantovani et al. 2008].

Az SAA1 emelkedett szerum szintje Osszefliggést mutat a tumorok klinikai és
patolégiai paraméreteivel [Wood et al. 2010]. Azonban ezeket az adatokat dnmagukban
ovatosan kell kezelni, mert az SAA1 szérum szintjének emelkedése nem daganat, hanem
gyulladas specifikus. Ezért az emelkedett szérum szint kiértékelésénél feltétleniil ismerni kell
a beteg altlanos allapotat és ki kell zarni barmilyen bakteridlis vagy nem bakterialis gyulladas
jelenlétét. A konventiondlis veserdk progndzisanak megitélésében az SAA1 kifejezddése a
tumor sejtek citoplazmdjaban egy szolid biomarkernek tekinthetd.

5.2. MMP12 és a konvencionalis veserak prognozisa

Az eldzetes vizsgalatok soran az MMP12 fokozott expresszidja volt észlelhetd a
magas malignitasu szarkomatoid RCC mintdkban. Az immunhisztokémiai vizsgalat az
MMP12 fehérje gyenge és kozepes kifejez0dését igazolta a konvenciondlis tipusu RCC
mintik 31 szazalékaban. Altaldnosan elfogadott, hogy a konvencionalis tipusu veserak a
proximalis tubulusokbdl indul ki. Meglepd modon normal fotalis és felndtt veseszdveten
MMP12 expresszid kizarolag a distalis tubulus sejtekben volt megfigyelhetd. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a ¢cRCC mintak vizsgalata soran tapasztalhato MMP12 pozitivitas de
novo tumorspecifikus génexpresszio kovetkeztében jon létre. A citoplazmatikus MMP12
expresszid a progresszid magas kockazataval tarsul a miitét idején szervre lokalizalt
daganattal rendelkezd betegcsoportban. A Kaplan-Meier analizis szintén szignifikdns
kiilonbséget (p <0,001) jelzett a talélés tekintetében az MMP12 negativ és pozitiv eseteket
Osszehasonlitva. Eredményeink az mutatjdk, hogy az MMP12 fokozott expresszidja
konvencionalis tipust veserakban 6sszefiiggésben all a kedvezotlen kimenetellel.

A cinkfiiggé endopeptiddzok kozé tartozd matrix-metalloproteinazok alapvetd
szerepet jatszanak az extracellularis matrix lebontasaban [Nagase et al. 1999], mely az olyan
fiziologias folyamatok, mint az embriondlis fejlédés, a sebgyogyulas és a szoveti
remodellacié mellett a daganatok invaziv novekedésében és szorddasaban is meghatarozo
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jelentéségli [Lyu et al. 2005; Shuman Moss et al. 2012; Werb et al. 1992]. Az extracellularis
matrix lebontdsa kiemelkedden fontos a tumor progresszid és a metasztazis képzodés
szempontjabol. Az attét kialakulasahoz vezetd folyamat egyik elsé 1épése a bazalmembran
degradécioja, melyben a matrix-metalloproteindzok miukddnek kozre. Az extracellularis
martixot alkotdé fehérjék, mint a kollagén, a fibronektin és a laminin protedzok altali
atalakitasa erdsen befolydsolja a tumor progresszié folyamatat [Kessenbrock et al. 2010]. A
matrix-metalloproteinazok moddosithatjdk az extracellularis matrixot, mely kilénbdzd
jelatviteli utakon keresztiil tumor progresszidhoz vezet [Nguyen-Ngoc et al. 2012]. A matrix-
metalloproteindzok szamos bioaktiv molekula atalakitasara képesek, ezaltal eldsegitve a sejt
migraciot, a proliferacidt, az angiogenezist €s a gyulladasos reakcidkat, melyek mindegyike
sziikséges a tumor progresszidhoz [Butler et al. 2009].

Az MMP12, mésnéven makrofag-metalloproteindz fehérje inaktiv formaja 54 kDa
méretli, melybdl az N- és C-terminal lehasitasat kovetden alakul ki a 22 kDa méretli aktiv
forma [Shapiro et al. 1993]. Az MMP12 tumorbioldgidban jatszott szerepe meglehetdsen
ellentmondasos. Attdl fliggden, hogy milyen tipusi tumoron vizsgaljak, az MMP12 mutathat
daganatkeltd és daganatellenes hatast egyarant. Az MMP12 expresszid Osszefiiggést mutat
szamos daganattipus, mint a tiid6, fej-nyak, bor, nyeldcsd, prosztata és a hasnyalmirigy rak,
valamint eredményeink alapjan a konvencionalis tipusu veserdk progresszidjaval [Lv et al.
2015; Yang et al. 2012; Ding et al. 2002; Nabha et al. 2008; Kerkeli et al. 2002; Balaz et al.
[Chung et al. 2014]. A fentiekkel ellentétben, az MMP12 expresszié tumorellenes hatassal bir
hepatocelluléris, gyomor ¢és kolorektalis karcindma esetén [Cheng et al. 2010; Yang et al.
2001, Gorrin Rivas et al. 1998]. Az MMP12-t termeld tumorok jobb prognozisat bizonyos
tumorokban azzal magyardazzdk, hogy az MMPI12 szerepet jatszik az angiosztatin
plazminogénné torténd atalakitasaban, ezaltal gatolja az endothelidlis sejtek proliferacidjat,
mely sziikséges a tumor novekedéséhez és a metasztazis képzddéshez [Gorrin Rivas et al.
2000].

5.3. TMEM27 és a konvencionalis veserak prognézisa

Vizsgalatunk soran az irodalomban els6ként igazoltuk, hogy a TMEM27 expresszid
hidnya konvenciondlis veserdk esetén Osszefiiggésben van a szarkomatoid szovettani
elvaltozasokkal és a betegség végzetes progresszidjaval. A nefrektomia idején nem
metasztatikus betegek TMEM?27 negativ daganat esetén legaldbb haromszor nagyobb
valésziniiséggel haldloznak el a veserak progresszidja kovetkeztében, mint a TMEM?27
pozitiv tumorral birdé betegek. A Kaplan-Meier analizis alapjan lathatd, hogy a TMEM?27
expresszid hidnya negativ és fliggetlen prognosztikai faktornak tekinthetd a renocelluléris
karcindma progresszidjanak elorejelzésében. Az 6sszes beteget (1-es csoport) szamitasba
véve a median talélés 39 honap (95% CI) volt, mig a 2-es csoportba sorolt, a nefrektomia
idején nem metasztatikus betegeknél a median tulélés 81 hénap (95% CI) volt. Tehat a
TMEM27 expresszio értékes prognosztikai faktorként szolgdl a posztoperativ tumormentes
tulélés elorejelzésében a diagnosis felallitdsakor nem metasztatikus betegeknél. A
tobbvaltozos Cox regresszios model kimutatta, hogy a tumorsejtek a TMEM27
expresszidjanak hianya szignifikans kapcsolatban van a betegség haldlos kimenetelével a 2-es
betegcsoportban. A TMEM?27 expresszid és a tumor T-stddiuma (mindketténél p <0,001)
szignifikans Osszefiiggést mutat a daganatspecifikus tuléléssel tobbvaltozos Cox regresszios
analizis soran. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a TMEM?27
immunhisztokémia a T klasszifikdcoval kombinalva jé markerként hasznalhato a
konvenciondlis tipusit RCC progresszidjanak elérejelzésében.
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A TMEM27-t eldszor a vese gytjtdcsatornakban azonositottak [Zhang et al. 2001],
emiatt kapta a kollektrin nevet. Helyes lokalizacidja és funkcidja napjainkra tisztazodott. A
TMEM?27 gén altal kodolt transzmembran fehérje fontos szerepet jatszik az aminosav
transzportereknek a proximalis tubulusok apikalis kefeszegélyére torténd eljuttatdsiban.
[Verrey et al. 2009]. Az SLC6A419 aminosav transzporter expresszioja fligg a TMEM27
sejtfalban val6 jelenlététdl [Danilczyk et al. 2006]. A TMEM?27 gén az X kromoszéma rovid
kromoszéman nincs homoldgja. Figyelemre méltd, hogy 18 Turner szindromas, XO
genotipussal rendelkez6 beteg fenotipus vizsgalata sordn 14 betegnél éEszleltek vese
malforméciot, foként patkovesét, mely a normdl populacioban csak 1:400 gyakorisaggal
fordul el6 [Pasquali et al. 2009; O Brian et al. 2008].

A TMEM27 szerepet jatszik az inzulin exocytosis vezérlésében a SNARE (the soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) komplex szabalyozasaval a
hasnyalmirigyben, a Langerhans szigetek béta sejtjeiben. A cukorbetegség ritka formdja, a
MODY (maturity-onset diabetes of the young) esetén jellemz6 a beta sejtekben a gliikkoz
stimulalta inzulin szekrécio elégtelensége [Fajans et al. 2001]. A betegségnek hat kiilonb6z6
form4ja ismert, melyek kiilonb6zé gének mutacidja révén alakulnak ki. A transzkripcios
faktort kodol6 HNF1A (hepatic nuclear factor 1 alfa) gén mutacidja felelés a 3-as tipusu
MODY kialakuldsaban [ Yamagata et al, 1996]. A vesében és a hasnyalmirigyben a TMEM?27
¢s a HNF1A azonos sejtekben lokalizalodik, melynek alapjan feltételezték, hogy a HNF1A
transzkripcids faktor downstream célgénje a TMEM27 [Fukui et al. 2005; Yamagata et al.
2007]. Vizsgélataink soran megerdsitettilk, hogy mind TMEM27 és a HNF1A a normal
veseszOovet proximalis tubulusaiban fejezédik ki. A TMEM27 a proximalis tubulusok
kefeszegélyében, a HNF1A transzkripcids faktor pedig a proximalis tubulusok sejtmagjaiban
volt azonosithaté. Azonban konvencionalis veserakokban nem taldltunk Gsszefiiggést a két
fehérje pozitiv festddése kozott.

A rendelkezésre allo szlikos irodalmi adatokban nincs arra utalo adat, hogy a
TMEM?27 szerepet jatszana a daganatképzddést illetve progresszidt szabalyozd molekularis
folyamatokban. Habar a TMEM?27 expressziot egerekben 6sszefiiggésbe hoztak a béta sejtek
proliferacidjaval [Akpinar et al. 2005], mas szerzok ennek lehetdségét egyenesen kizartak
[Altirriba et al. 2010]. Azonban Zhang és mtsai small interferald6 RNS silencing mddszerrel
végzett kisérleteik alapjan felvetették, hogy a TMEM?27 szerepet jatszik a vese epithelium
csillészoreinek és polaritasanak fenntartasaban [Zhang et al. 2007]. Vizsgalataink arra
utalnak, hogy magas malignitdsu veserdk sejtjeiben a TMEM27 fehérje sejtfalbdl torténd
eltlinése egylitt jar a sejtek polaritasanak elvesztésével. Ezek a tumorok epithel-mesenchyma
transzformacion mennek at, ezaltal biologiai malignitdsuk jelentdsen emelkedik, mely
fokozottabb progresszidval és metasztazis képzddéssel jar egyiitt.
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6. TEZISEK

Az utobbi évtizedekben a képalkotd eljardsok széleskorii hasznalata a veserak
alacsonyabb stadiumban torténd felismeréséhez vezetett. Az incidentalisan felismert Tla, T1b
¢s T2 tumorok szama a legtobb uroldgiai centrum mtitéti statisztikdjaban emelkedd tendenciat
mutat. Bar ezek a tumorok alacsonyabb gyakorisdggal progredidlnak, mint a magasabb
stadiumu (T3, T4) tumorok, azonban koriilbeliil 15-20 szazalékuknal a nyomonkdvetés soran
metasztazis jelentkezik. Ezen magas rizikdju betegcsoport csoport felismerésére kevés marker
ismert. Vizsgalaink sordn harom, a daganat progressziojat eldsegité illetve jelzd markert
azonositottunk:

A. Igazoltuk, hogy az SAAI1 akut fazis protein kifejezddése a tumorsejtek citoplazmdjaban
szignifikansan tarsul azon daganatok posztoperativ progressziojaval, amelyek a felismeréskor
még a vesére lokalizdlodtak. Adataink megerdsitik a konvenciondlis vese tumorok
mikrokornyezetében lezajlo gyulladasos folyamatok szerepét a tumor progresszioban.

B. Tovabba igazoltuk, hogy az MMPI12 citoplazmatikus expresszidja konvencionalis
veserakban Osszefliggésben 4ll a posztoperativ metasztazis képzddéssel €s a rovidebb
daganatspecifikus tuléléssel. Ez annak tiikrében érthetd, hogy nemcsak a gyulladasos
folyamatok felerdsitése, hanem a tumor stroma leépitése, lebontasa is sziikséges a sejtek
szabad mozgasahoz és igy a metasztazisok kialakulasahoz. Ebben a folyamatban az MMP12-
nek jelentds szerepe van.

C. Az invazidhoz és sejtmozgashoz sziikséges a normalis epithelidlis forma dtmeneti feladésa,
azaz az epithel-mesenchyma-tranzicié (EMT). Ennek soran a sejtek atalakitjdk belso
szerkezetiiket. Pl. a normadlis epithel sejtekre jellemzd keratin 8 €s 18 mellett megjelenik a
keratin 7 és 19 expresszidja, vagy mas, a sejtek plaszticitdsait megvaltoztatd gének
kifejezddése. Mivel a TMEMZ27 strukturfehérje a proximalis tubulus polarizalt epitheljének a
funkciojahoz elengedhetetlen, ennek elvesztése az EMT-n atesett magas malignitasu
tumorokban érthet6. Bar nem fiigg Ossze kozvetleniil a daganat progresszidval, egy
megbizhaté marker a posztoperativ daganatspecifikus tulélés elorejelzésére felismeréskor
klinikailag szervre lokalizalt konvencionalis veserdkban szenved6 betegeknél.

Osszefoglalva, az SAAI, MMPI2 és TMEM?27 gének kitind biomarkerként
hasznalhatok, amelyek alkalmasak a posztoperativ daganatspecifikus talélés elorejelzésére
felismeréskor klinikailag szervre lokalizalt konvencionalis veserakban szenvedd betegeknél.
Az immunhisztokémiai vizsgéalat megbizhato €s alacsony koltségli modszer. A tovabbi munka
soran igazolt markerekkal a jovoben hasznalhatoak lesznek a progresszio elorejelzére
onmagukban, vagy egymassal, ill. mas biomarkerekkel és klinikai valtozokkal kombinéalva
egy integralt prognosztikai rendszer részeként. Az igy létrehozott Uj integralt prognosztikai
rendszer prediktiv képességének értékeléséhez természetesen belsd és kiilsé validalas is
sziikséges. Az Uj prognosztikai rendszerrel azonositott magas rizikoju esetek fokozott
intenzitasu ellendrzése biztosithatna a relapszus korai felismerését, ezaltal lehetové téve a
tovabbi sebészi kezelés (lokalis recidiva miitéti eltavolitdsa, metasztazis miitéti eltdvolitasa)
elvégzesét €s a target terapia elinditdsat még a beteg altalanos allapotanak leromlésa eldtt. A
rizikéhoz adaptalt nyomonkdvetés feltehetden fokozna a masodlagos kezelés hatékonysagat,
ezaltal tulélési elonyt biztositva az érintett betegeknek.
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