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Roviditések jegyzéke:
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CMM: cap metanpphrikus mesenchyma
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LRRK2: leucine-rich repeat kinase 2
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PCDH: protokadherin
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PPL: papilléris prekurzor 1ézi6
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TCF2: transcription factor 2

TFE3: transcription factor E3

TGIF2LY: transforming growth factor-beta-induced factor 2-like, y-linked

TMA: tissue micro array

WHO: World Health Organisation, Egészségiigyi Vilagszervezet



1.Bevezetés

1.1. A vese tumorok morfolégiai, biolégiai és klinikai diverzitasa

A vesesejtes rakot (RCC) eredetileg Grawitz 1883-ban hypernephromanak nevezte el,
mert szovettani szerkezete hasonlit a mellékveséhez. Feltételezte, hogy a vesedaganatok
mellékvese maradvanyokbdl fejlodnek ki, amik néha megtalalhatok a vesetok alatt.
Sokdig Grawitz tumornak hivtdk a vesesejtes rakot, majd Aatnevezték
adenokarcindméanak. Erre a tumor tipusra azonban a vesesejtes karcindbma elnevezés
illik legink4bb, mivel a vese a nem-polarizalt mezodermadlis sejtekbdl fejlodik ki. A vese
csatorndk sejtjei csak a miikodésiik elvégzésére differencialddtak polarizalt sejtekké és
igy tekinthetdk epithelnek.

A Kklasszifikaci6 hagyoményosan a hematoxilin-eozinnal megfestett szovettani
metszetek mikroszkopikus képén alapszik. Sokdig a vesesejtes rak egyetlen patologiai
entitdsnak szamitott, amin beliil elkiilonitettek vilagos sejtes és granuléris sejtes vese
rakokat, a tumorsejtek citoplazmajanak tulajdonsigai alapjan. A granuléris és a vilagos
sejtes tipusok gyakori atfedése miatt nem volt mindig egyértelmii a diagndzis, ezért
bevezették a kevert, vilagos €s granularis sejtes vese karcindbma fogalmat. Bannasch és
munkatérsai kisérletes patkdny tumorok elektronmikroszkopos és hisztologiai elemzése
soran egy uj nomenklatirat vezettek be a patkanyok vese tumorainak osztalyozisara
(Bannasch et al., 1980). A tumorokat vildgossejtes, kromofil, kromoféb és orso sejtes
tipusokra, tovabba benignus oncocytomara kiilonitette el. Ezt az experimentalis tumor

klasszifikaciot iiltette at a huméan vese tumorokra Thoeness 1986-ban (Thoeness et al.,



1986 a,b). Az 6 érdeme a kromofob veserdk felismerése é€s morfoldgiai leirdsa a human
vese tumorok kozt. Azonban a vildgossejtes, kromofil (ezen beliil a bazofil és eozinofil)
€s kromofob klasszifikacid ugyanolyan nehézséghez vezetett, mint a kordbbi
vilagossejtes és granularsejtes felosztis: a vilagossejtes tumorok egy része kromofil
volt, és a ,.kromoféb” tumorok kozt is gyakran elofordult , . kromofil” tumor. Ezeket az
atfedd szovettani megjelenést a vese tumorok kiilonboz6 eredete, biologidja és ennek

kovetkeztében nagyfoku sejt-, és novekedési formainak a heterogenitisa okozza.

1.2. A vese tumorok modern osztalyozasa: egy paradigmavaltas

Az évtizedekig tartd, hagyoméanyos szovettani megjelenésen, azaz a sejtek citoldgiai
variabilitasan és novekedési formajan alapuld osztalyozasok utan a 80-as évek végén és
90-es évek elején egy paradigmavaltas tortént: az osztalyozast a tumorokban eléforduld
specifikus kromoszéma eltérésekre alapoztak (Kovacs, 1993 a,b).

A Heidelbergi klasszifikaci6 a tumor-specifikus genetikai eltérésekre alapul, amik
biztonsiggal azonositjak a kiilonboz6 vese tumorokat, még akkor is, ha szovettanilag
nem egyértelmilen korismézhetok (Kovacs et al., 1997). Ezt a robosztus klasszifikaciot
késobb a WHO és ISUP egy az egyben atvette és a vese tumorok néhany szazalékat
kitevd ritka tumorok katalogusaval egészitette ki (Eble et al., 2004; Moch et al., 2016;
Samaratunga et al. 2014).

Az 4j klasszifikacio specifikus kromoszéma elvéltozisok alapjan a vese tumorokat négy
fo tipusra osztotta, amik a vesedaganatok tobb, mint 95%-at kiteszik. Ezek genetikai
eltérések a kulcsai a differencidl diagnosztikdnak, ugyanis a kiilonboz6 tumorok

mikroszkopikus morfoldgidjuk alapjan sokszor alig, vagy egyaltalan nem kiilonithetok



el. A pontos diagnosztika viszont nélkiilozhetetlen az eltérd viselkedésli és progndzisu
tumorok megfelel6 kezeléséhez.

A vesedaganatok genotipusa a karcinogenezis soran olyan valtozasokon mehet at, amik
maradandonak tekinthetdk. Példaként egy kromoszoma vagy akér csak egy gén lokusz
elvesztése utan az adott DNS részletet a daganat mar nem tudja visszanyerni. A sejtek
festddési tulajdonsagai, méretiik, elrendezddésiik, mint fenotipusbeli elvéltozisok
azonban a tumor progresszidja soran valtozhatnak. A genetikai elvaltozasokra alapul6
klasszifikacio (,,Heidelbergi Klasszifikaci6”) szerinti beosztds mindig egyértelmil
diagnézishoz vezet (Kovéacs et al. 1997). Egyes, jelentdsen elburjanzott, nehezen
azonosithat6 szovettani képet mutatd, szarkomatdzus vesedaganatok az Uj klasszifik4ciod
alapjan nem képviselnek kiilon entitast, mert az alapvetd vese tumorok mindegyik
tipusabol szarmazhatnak, az eredet genetikai vizsgélattal egyértelmiien meghatirozhato6.
A vesedaganatok f6 tipusainak jellemzd kromoszomalis elvaltozasait az 1. tdblazatban

foglaltuk Ossze.

Tumor Jellemz6 kromoszémalis valtozasok Génmutacio
VHL,
Konvencionalis veserak -3p, +5q -8p, -9p,-14q PBRM1
Papilléris veserdk -Y, +7, +17, +8, +12, +16,+20,+1q MET
Kromofdb veserak -1,-2,-6,-10, -13, -17, -21, pS3
Szarkomatézus veserak mint cRCC, pRCC, chRCC
Kivezet6 csatorna karcindma nem ismert nem ismert
Vese oncocytoma -1, -14, t(11q13;?), random nem ismert
MTSCC -1,-4,-6,-9,-13, -14, -15, -18, -22 nem ismert
Metanephrogen adenoma nincs nem ismert

1. Tablazat. A leggyakoribb vese tumorok genetikai jellemzdi. Roviditések: cRCC:
vildgossejtes veserak, pRCC: papillaris veserdk, chRCC: kromoféb veserak. MTSCC:
Mucinézus tubuléris és orsosejtes daganat



1.3. A papillaris vesetumor

Elséként az 1970-es években radioldégusok, angiografids vizsgalatok alkalmaval
észlelték, hogy egyes vesedaganatokban gyér érhaldzat rajzolédik, ezek a tumorok
»avaszkularisnak” mutatkoznak (Blath et al., 1976). A vizsgilatban 72 daganatos
mintdbol 19-ben észleltek ilyen elvaltozast, amik szovettani vizsgalata sordn dontden
papillaris novekedésii ,,adenocarcinomét” irtak le. Késébb, nagyobb elemszdmu minta
elemzésénél 224 vesetumorbdl 34 papillaris daganatot talaltak (Mancilla-Jimenez et al.,
1976). Ezek sokkal kedvezdbb prognézisiak és altaldban kisebb méretliek voltak,
ritkdbban metasztatizaltak, vagy mutattak agressziv novekedést a vénak, vagy a vese
kornyezetének irdnyaba. A tumoros vesék daganattdl tavoli részein leirtdk a disztlis
nephron epitheliuméanak hyperplasztikus elvaltozasat és azt valdszintisitették, hogy
azokbol a sejtekbdl szarmazhatnak a papillaris vesedaganatok. Ezek a tubuléris
proliferaciok més vesetumor kornyezetében is megtalalhatok, amiket a tumorok altal
produkélt novekedési faktorok hatdsanak tulajdonitanak.

A vesesejtes daganatok a frissen felismert hugyuti daganatos betegségek koriilbeliil 5%-
at teszik ki, ez a harmadik leggyakoribb uro-onkoldgiai betegség (Siegel et al., 2018.).
Vilagszerte a vesesejtes rdk a kilencedik leggyakoribb tumoros megbetegedés,
Eurépaban 2012-ben 121629 1j esetet fedeztek fel, a prevalencia a fejlett orszagokban a
legmagasabb (Jonasch et al., 2014.). Magyarorszagon 2015-ben 2504 uj vesedaganatos
megbetegedést regisztraltak (Nemzeti rakregiszter, 2019). A papillaris vesetumor
(beleértve az adenomat és karcindmat) az Osszes vesetumor 8-10%-at teszi Ki. Atlag
populécidban a férfi: néi incidencia arany 6:1-8:1 (Kovacs, 1993 a). Leggyakrabban

(99%-ban) sporadikus, de kevesebb, mint 1%-ban csaladi eléfordulasi 6roklodo esetek
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is ismertek (Schmidt et al. 1997.). Habar klinikailag a papillaris veserdkok a vese
tumorok csupan 10%-at teszik ki, a boncolési anyagban ez a leggyakrabban el6fordul6
tumor tipus, illetve a papillaris veserdkokhoz tarsuldé mikroszkopikus papillaris 1éziok
szama is joval meghaladja ezt az ardnyt (Kovacs és Kovacs, 1993). Az 5 éves
tumormentes tilélést 85-90%-ra becsiilik (Amin et al. 1997, 2002). Megkozelitdleg az
esetek 7%-aban alakul ki nyirokcsomé metasztizis és 3-5%-ra tehetd az igen malignus
szarkomatdzus és orsosejtes elvaltozasok ardnya. (Amin et al. 2002, Cheville et al.

2003).

1.3.1. A papillaris vesetumor szovettana

A papillaris vesetumor papillaris, tubuléris, tubulo-papillaris de kiillonosen kisebb
tumorok esetén szolid novekedési format mutat. A kis sejteknek halvany, szegényes
citoplazmajuk van, a sejtmagok tobbnyire kerekek tomott kromatin szerkezettel (1. abra
A). Azonban mds tumorokban a citoplazma szélesebb és eozinofil, a sejtmagok
hasonldak a kis sejtes véltozathoz (1. dbra B). Emellett el6fordulnak joval nagyobb
kifejezetten eozinofil sejtekbdl felépiilt formédk, amelyekben a sejtmagok valtozéd
nagysaguak és feltinden nagy nukleolust mutatnak (1. dbra C). Természetesen, ez egy
onkényesen vett meghatarozds, mert a gyakorlatban a kis sejttdl a nagy eozinofil sejtig
az atmenet fokozatos. A kiillonboz6 sejtformdk sokszor ugyanabban a tumorban is
eléfordulnak (1. abra D,E,F). A sejtek citoplazmija esetenként a ,,vildgos™ sejtes (clear

cell) konvencionalis veserakra hasonlithatnak (1. abra G, H).



1. Abra: A papillaris vesetumor véltozatos szovettani megjelenése. Kiilonboz papilléris
vese tumorok kis, kozepes és nagysejtes megjelenéssel (A,B,C), kis vilagossejtes és
kozepes nagysagu bazofil sejtes papillaris vesetumor (D), kevert forméju kis-kdzepes
(E) valamint kozepes €s nagy eozinofil sejtekbdl all6 papillaris vesetumor (F),
esetenként tisztén vildgos sejtes formak (G, H) is megfigyelhetdk (Balint et al. 2009)

10



1.3.2. A papillaris vesetumor kromoszéma és DNS profilja

A papillaris veserak jellemz6 kromoszomalis és gén elvaltozasokat mutat (2. dbra). A 7-
es és a 17-es kromoszoma tri-, illetve tetraszOmidja a tumor keletkezése soran egy korai
elvaltozasnak tekinthetd, ugyanis ezek az eltérések mar igen kis, 2 mm atméréju
papilléris 1ézidkban is megjelennek. Azok a tumorok amelyek kariotipusaban a 7-es és
17-es kromoszémak triszOmidja az egyetlen kromoszéma-rendellenesség, a papillaris
adenomanak tarthatok. (Kovacs 1989; Kovacs et al. 1991; Kovacs 1993a, Fisher et al.
1998). Egyéb elvaltozasok tarsuldsa, mint példaul a 3q, 8-as, 12-es, 16-as és a 20-as
kromoszéma triszomidja a karcindmaba valé progresszidt jelezheti. (Kovacs 1993a,
Szponar et al. 2009). A kromoszoéma vizsgalatokkal a papilldris vesetumorokban
tobbnyire csak egész kromoszomék vagy nagyobb, tobb kromoszémaélis sdvot magéiba
foglal6 régiok duplikacidjat, hidnyét, valamint kromoszémalis atrendezddéseket lehetett

felismerni.
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2. Abra: Reprezentativ kariogram egy papillaris vesetumor sejtbdl, amin a 7-es
kromoszéma tetraszémidja, a 17-es kromoszoma triszOmidja és az Y kromoszOma

elvesztése lathatd. (Kovacs, 1989)
A kiilonb6z6 DNS technikak kifejlesztése, mint a kromoszémalis CGH (comparative
genomic hybridisation) valamint a full tiling BAC array lehetévé tették az egész genom

elvaltozasok egyszeri hibridizacidval torténd megallapitisat (3. abra).

3. Abra: Egy papillaris veserak BAC-array vizsgilata. Ez a férfib6l szdrmazé tumor a
papilléris veserdkra jellemzod Osszes genomikus eltérést mutatja. A DNS mennyiségének
megvaltozdsa a 3-as, 7-es, 12-es, 16-o0s, 17-es valamint 20-as kromoszémak
duplikécidjat jelzi. Az Y kromoszéma hidnyzik a tumor genombol, az X kromoszéman
pedig lathaté egy koriilirt regio delécidja (csillag). (0.0 a normalis diploid DNS
tartalomnak felel meg, mig a log2 raci6 0.3 a genomikus régiok duplikécidjat és a log2
racid -0.3 monoszomidnak megfeleld DNS vesztést jelent). (Szponar et al., 2011.)
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A kapott eredmények kromoszémara vald lebontasa lehetdvé tett egy magas feloldasu
genom vizsgalatot. Ennek eredményeként pontosan meg lehetett hatirozni az egyes
kromoszémalis régidk részletes mennyiségi elvaltozasat, mint példaul DNS

duplikacidkat, vesztéseket €s amplifikdciokat. Egy példa a 4. dbran lathato.
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4. Abra: Magas felolddsi BAC-array. A. A 7-es kromoszéma komplex genetikai
eltérése kiillonbozd kromoszomaélis régidk duplikacidjaval valamint a hosszu karon
lathat6 koriilirt DNA amplifikacidjaval. Ebben a két régidban kizarolag a MET tirozin
kindaz és a MEST gén lokalizalt (az ut6bbinak nincs szerepe a papillaris vesetumor
kialakuldsaban). B. A 17-es kromoszéma hosszu karjanak a tetraszoOmianak megfeleld
DNS elvéltozéasa valamint egy rovid DNS szakasz amplifikacioja, amelyen kizarolag a
HNF1B gén helyezkedik el. C. Az X kromoszéma q21.3 savban egy rovid DNS
szegment vesztése figyelhetd meg, ahol a PCDHI11 és a PABPCS gének helyezkednek

el. (Szponar et al., 2011.)

Ezek a genomikus elvéltozdsok a papillaris vesetumor kialakulasaval osszefliggd gének
felismeréséhez vezettek, bar familiaris papillaris vesetumorhoz tarsul6 MET gént még a
hagyoméinyos kromoszoma eltérések alapjan azonositottak. Itt két koriilmény jatszott
kozre. Egy familiaris el6forduldsu papillaris vesetumorban leirtdk a 7-es kromoszoma
hosszd karjanak részleges triszomiajat. Mivel abban az id6ben a huméan genom

szekvenalasa gyermekcipdben jart, ebben a régidban csak néhiny gén, kozottiik a MET
13
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muticid szegregilddasat a tumorok familidris megjelenésével (Schmidt et al., 1997).
KésObb szamos vizsgalat megerositette a MET mutacio és a papillaris veserak familiaris
megjelenése kozotti Osszefiiggést (Fischer et al., 1998, Zhuang et al., 1998; Lubensky et
al., 1999). Bar a mutans MET allél duplikacidjat kozel az Osszes 6roklédd papilléaris
vesetumorban kimutattdk, a sporadikus esetek minddssze 5-8%-aban taldltdk meg a
Zhuang et al., 1998; Lubensky et al., 1999). Ez arra utalt, hogy a MET mutécidja mellett
a sporadikus papillaris vese tumorok legnagyobb részében csak kromoszéma/gén
duplikéacié (néhany esetben amplifikdcié fordul eld) és igy ennek lehet szerepe a

sporadikus papillaris vese tumorok kialakuldsdban és progresszidjaban.

Korabbi eredmények alapjan a triszomidk jelentdsége abban rejlik, hogy 7-es és 17-es
kromoszémakon 1évé mutdns vagy vad tipusi (akkor még ismeretlen) gén(ek)
megnovekedett kopiaszama, az ehhez kapcsold fokozott transzkripcidja, valamint a
kodolt fehérjék stabilitasa jatszik szerepet a papillaris vese tumorok kifejlodésében.

(Kovacs, 1993 a,b).

Az Y kromoszoma az egyetlen kromoszoma, amelynek nem a duplikicidja hanem
elvesztése jellemzd a papillaris vesedaganatokra, (Kovacs et al., 1994). A magas
feloldasu array-CGH segitségével sikeriilt a feltételezett gén 1okuszt az XY homolog
régidhoz lokalizalni. Az Yp11.2-Xq21.31 homolog régioban a protokadherin PCDHI11
és a homeobox gén TGIF2LY taldlhatok, amelyek koziil elsésorban a PCDHI11, egy
adhézios fehérjét kodold gén jelentds a karcinogenezis szempontdjbol. A PCDHI1

génnek két kiilonbozd, homolog formaja (PCDH11X és PCDH11Y) ismert az X- és az
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Y kromoszémanak megfelelden (Yoshida et al., 1999). A PCDHI1 altal kodolt fehérjék
a jelatviteli folyamatokban fontos szerepet jatszanak, illetve a kozponti idegrendszer
fejlddésében bizonyitottdk jelentdségiiket (Kim et al., 2011). Kordbban in vitro
kortilmények kozott, apoptozis-rezisztens prosztatarak sejtvonalakban figyelték meg a
PCDH11 gén fokozott expressziojat (Terry et al., 2006.).

A tovabbi triszomidk koziil eddig csak a 12-es kromoszéma eltérése mogott meghtizodo
génelvaltozas ismert, amelyet a tumorokban el6forduld, koriilirt génamplifikacié alapjan
azonositottak (Looyenga et al., 2011). Az LRRK?2 gén amplifikaciojat és fokozatos
kifejez0dését a MET tirozin kindzzal egyiitt a papillaris vese tumorok 67%-aban
figyelték meg. A tovabbi kromoszomadlis triszOmiakhoz tarsuld gének, amelyeknek
szerepe lehet a papillaris vese tumorok progresszidjaban jelenleg még nem ismertek.
Ritkan el6fordulé papillaris daganatokban, elsdsorban azokban az esetekben, amikor
fiatal betegben alakul ki a tumor, az Xp11.2 régi6 (TFE3 gén) érintettségével, dllando
10-es, vagy a 17-es kromoszomdira. Az 1qg2l-es lokuszon a PRCC génhez vald
transzlokacio a leggyakoribb, de mas génnel torténd fuziot is leirtak mar (Sidhar et al.,

1996; Clark et al., 1997).

1.3.3. A papillaris vese tumorok kromoszémalis klonalis fejlodése

A daganatok klondlis fejlodésérdl szolo elméletet Peter Nowell fejtette ki 1976-ban
(Nowell, 1976). E szerint minden tumor egyetlen sejtbdl indul ki, ami eldnyds hatasu
szomatikus kromoszoma vagy gén muticid kovetkeztében gyorsabban proliferal és
képes a kornyezetében lokalisan meglévé immunreakcié gatlé hatasat kozombositeni.

Tovabbi DNS/gén valtozas egy része nem elOnyds a tumor sejtek novekedésére, igy
15



ezekbdl a sejtekbdl nem alakul ki tumor, tehat ezeket a genomikus varidcidkat nem
tudjuk megfigyelni és megismerni. Amennyiben daganatos sejtpopuldcié tovabbi
proliferacidjara elonyos eltérések azaz szubklonok jelennek meg a kezdeti tumor egyre
gyorsabb osztddédsra, egyre invazivabb novekedésre és végiil metasztatikus hajlamra
tesz szert. A papillaris vese tumorok genetikai klonalis fejlodésére €s az ehhez tarsuld
atfed6 szovettani valtozokra korabban tett megfigyelést Szponar és munkatéirsai 2011-

ben az alibbi tablazat szerint foglaltik ossze (2. tiblazat):
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Kromoszomalis elvaltozasok Sejt tipus Gradus
Csoport
Esetek (n) +7 +17 +3 +8 +12  +16 +20 +1q -6q 9p -l4q kis  kozepes nagy kevert Gl G2 G3 Meéret (mm)
I 18 100%  100% 11(7) (7 7* 100% 2-55
I 33 94% 100% 14(12) 7(12) 12% 6l%  39% 2-120
11T 9 44% 66% 11% 33% 55% 55% 44% 78% 33% 44% 11% 1(3) 24 1(3) 5% 44%  56%  25-160

2. Tablazat. A papillaris vese tumorok a kozos kromoszéma eltérések alapjan harom csoportra oszthatok. Az elsé csoportban a 7-es és 17-es
kromoszomak duplikécidja a tumorok 100%-aban megfigyelhetd. Ezek a tumorok 100%-ban alacsony gridusu, G1 tumorok és csaknem
kizarolag kis ,,kék” sejtekbdl épiilnek fel. A masodik csoportba azok a tumorok tartoznak, amelyek tovabbi kromoszéma eltéréseket (+3, +8,
+12, +16, +20) tartalmaztak. Ezek kis vagy kozepes nagysigu, G1 és G2 gradusi tumorok. A harmadik csoportot azok a tumorok képezik,
amelyekben az elso két csoportban megtalalhaté kromoszoma eltérésekhez az 1-es kromoszoma hosszi karjanak a duplikdcidja valamint a 6q,
Op és 14q kromoszomadlis régiok delécidja tarsul. Ezek a tumorok G2 vagy G3 gradust mutattak. A klinikai érdekessége ennek a
megfigyelésnek, hogy az elsé csoportbdl egyetlen tumor sem progredidlt €s a masodik csoportbdl is csak egyetlen tumor, mig a harmadik

csoporthoz tartozo tumorok koziil 8 vezetett

a
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Ennek a megfigyelésnek kiilonos jelentdsége van a mai WHO osztalyozas tiikrében,
ahol a papillaris adenomét és karcindmat a tumorok mérete alapjan kiilonitik el, azaz
papillaris tumorok 15mm alatt adenoménak folotte karcindmanak koérisméznek. A 2.
tablazatban megfigyelhetd, hogy a harom csoportba tartoz6 tumorok mérete kozott
jelentds atfedés van: pl. egy 25 mm atméréjii G1-es tumor az elsé és masodik csoportba
is el6fordulhat és egy 25 mm atmér6ji G2-es tumor a masodik és harmadik csoportban
is. Ez a megfigyelés arra utal, hogy nem a tumor nagysaga, hanem elsésorban a tumor
genom és génexpresszid eltérései hatarozzak meg a papillaris vese tumorok bioldgiai

viselkedését.

1.3.4. A papillaris vese tumorok megkiilonboztet6é génexpresszios mintaja

A jellemzd kromoszomalis/DNS elvéltozasok alapjan egyértelmiien ki lehet jelenteni,
hogy a papillaris vesetumor egy 6nall6 entitast képvisel. Nemcsak a DNS elvaltozasok
kombindci6ja, de a kifejezett gének eloszlasa is aldtdmasztja a papillaris vesetumor
egyediségét. Egy Affymetrix GenChip vizsgalattal elvégzett globélis gén expresszids
analizis, amelynek alapjat kromoszOma vizsgalattal egyértelmlien diagnosztizalt
tumorokbdl izolalt RNS képezte, a papillaris vesetumorokra (adenomék és karcindmak)
jellemz6, megkiilonboztetd génexpressziés mintat mutatott (5. Abra). Az ilyen
nagyszamu gén koziil meglehetdsen nehéz lenne a tumor kiinduldsdhoz kotott gének
kivalasztisa, de ez a vizsgélat is egyértelmiilen mutatja a papillaris vese tumorok
egyediségét és kiilonbozOségét mas tumorokkal, mint a konvencionélis és kromofob

veserdk és vese oncocytoma.
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| F
WT

1 CCSK
pRCC

| MTsCC
cRCC
chRCC

5. Abra Vesedaganatok génexpresszos profilja microarray vizsgalattal. Az egymashoz
hasonlé expressziés mintazattal rendelkezd mintdk rovid szérakkal kapcsolodnak
egymashoz, a kiillonbség novekedésével a szarak hossza is novekszik. Roviditések:
chRCC, kromoféb veserdk; RO, vese oncocytoma; cRCC, konvenciondlis veserak;
pRCC, papilléris veserdk; WT, Wilms' tumor; CCSK, vilagossejtes vese szarkdma; EK,
embriondlis vese; AK, felndtt vese. (Kovacs G, személyes kozlés)

Y4 y a4

1.3.5. A papillaris vese tumorok eredetéroél tartott eltéré vélemények

A specifikus kromoszéma/DNS/gén elvéltozasok alapjan a papillaris vesetumor minden
kétséget kizardlag egy Ondllé tumor entitds. A papillaris vesetumor eredetérdl kétféle
elképzelés van.

A WHO és ISUP (International Society of Urological Pathologists) szerint a papillaris

veserak, a konvencionalis veserdkhoz hasonldan, a felnoOttkori vese differencialodott
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tubulusainak hamsejtjeibdl alakul ki és papillaris vese adenomat a tumor mérete alapjan
hataroljak el a papillaris karcinométdl (Moch et al., 2016). A papillaris vese tumorok
kapcsolatat a pre-neoplasztikus 1ézidkkal, amely szerint a papillaris vesetumor a Wilms-
tumorhoz hasonléan differencidlatlan, embrionalis maradvanyokb6l indul ki, nem
emlitik és elutasitjak.

A masik elképzelés szerint a papillaris vesetumor hisztoldgiailag pre-neoplasztikus
1ézi6-aden6ma-karcindma szekvenciat mutat (Kovacs, 1993 a,b), ahol azonban az éles
hatdir az adenoma és karcindma kozott nem hidzhaté meg, igy a malignitas
meghatdrozasa differencidldiagnosztikai nehézséget jelent (lasd 2. tablazat). A
specifikus citogenetikai/DNS elvaltozasok kimutatasan kiviil nincs més olyan eszkoz a
keziinkben, amellyel az adenomat és karcinoméat meg tudjuk kiilénboztetni. Korabbi
eredmények alapjan a papillaris vesetumorokhoz tarsulé specifikus genomikus
eltéréseknek, mint a kombinalt 7-es és 17-es triszOmidnak és az Y kromoszéma
vesztésének és az ehhez kapcsolddd gének expresszidjanak jelentds szerepe van a pre-
neoplasztikus 1ézidk és igy a papillaris vesetumor kialakuldsdban. A csirasejtes MET
muticidhoz valamint a sporadikus papillaris tumorokhoz tarsulé nagyszamu prekurzor
1ézi0k is arra utalnak, hogy a papillaris vesetumor nem a differencialédott tubularis
sejtekbdl, hanem embriondlis maradvanyokb6l indul ki (Kovacs és Kovacs, 1993;

Ornstein et. al., 2001; Bényai, Sarlos et al., 2018).
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2. Célkitiizés

A papillaris vesetumor eredetét a hivatalos osztalyozasok a felndttkori vese
differencialodott tubulusainak hamsejtjeiben jelolik meg.

Hipotézisiink szerint a papillaris vesetumor nem, vagy csak részben differencialodott
perzisztilé embriondlis sejtcsoportokbdl indul ki, és ennek megfeleléen egy pre-
neoplasztikus  1ézig-adendma-karcinoma fejlodési  szekvenciat mutat. Kordbbi
eredmények azt mutatjak, hogy a papillaris vese tumorok korai fejlodési szakaszaban
megjelend, altaldnos genomikus eltéréseknek (triszomia 7 és 17 és az Y kromoszoma
vesztése) és a hozzajuk kapcsolodd gének idoben és térben megvaltozott
expresszidjanak jelentOs szerepe van az embrionalis sejtek differencialddasi zavaraban
€s igy a pre-neoplasztikus 1éziok majd felnétt korban a papillaris vesetumor
kialakuldsdban. A csirasejtes MET mutaciéhoz valamint a sporadikus papillaris
tumorokhoz tarsul6 nagyszamu prekurzor 1ézidk is arra utalnak, hogy a papillaris
vesetumor nem a differencialodott tubuléris sejtbdl, hanem embrionalis restbdl indul ki.
A munka célja az, hogy a papillaris veserdkra jellemzd kezdeti kromoszomalis
elvaltozasokhoz kapcsolodo gének kifejezddését fotilis vesékben, a papillaris vese
tumorokhoz tarsuld, tobbnyire mikroszképos méretli pre-neoplasztikus 1ézidkban és
nagyszamu papillaris vesetumort tartalmazo tissue microarray-n kimutassuk, és igy a
kozos génexpressziok azonositdsdval alatdmasszuk a papillaris vesetumor embrionélis
eredetét €s igazoljuk a papillaris vesetumor megkiilonboztetd biologiai €s klinikai

viselkedését.
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3. Vizsgalati anyagok és modszerek

3.1. Szovetmintak

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

A prekurzor 1€zidk és papillaris vesetumor kozotti 0sszefiiggés vizsgalatara 15 papillaris
vesetumor valamint 15 konvencionélis veserak miatt eltavolitott vesét a tumor diagndzis
biztositasa utan teljes mértékben, tobb szaz paraffin blokkban feldolgoztunk. Minden
blokkbdl tébb hematoxilin eozin (HE) festett metszet késziilt, amelyekben mikroszkép
alatt prekurzor 1ézidkat kerestiink.

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

heidelbergi klasszifikacids rendszernek megfeleléen (Kovacs et al., 1997).
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3.2. A MET tirozin kinaz domén mutacio analizise

A MET tirozin kindz domén 16, 17, 18, és 19 exonjat a kordbban leirt mddon
amplifikéltuk (Fischer et al., 1998). A PCR termékeket IR800 és IR700 jelolt primerrel
szekvenaltuk Thermosequenase Cycle Sequencing kit segitségével (Amersham
Pharmacia, Freiburg, Germany) a gyarté utasitdsai szerint. A jelolt PCR terméket
mindkét iranybol kettds 1ézer detektoros LICOR Long Readlr 4200 szekvenalé géppel
(MWG-Biotech, Ebersberg, Germany) a BaselmagelR software csomag segitségével
vizsgaltuk A muticiok kimutatidsara Osszehasonlitottuk az igy kapott szekvencidkat a

vad tipusu szekvencidval (J02958).

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

vizsgalata

A genomikus AC004416 MET szekvencia felhasznilasdval az exon 19 melletti
régidhoz kapcsolddo primerokat készitettiink, amelynek segitségével egy olyan 198bp
fragmentumot tudtunk amplifikdlni, melynek ko6zépsdé része tartalmazta az A3954C
muticiét. Kombinaltuk a K2d (nt:24839-24860) “cca cgg gta ata att ttg tcc” intron
primert a Klr (nt:25019-25036) “cca cat ctg act tgg tgg tgg” primerrel, ami az exon 19
3> végén taldlhat6. A 20 pl PCR-reakcié 100 ng DNS-t, 200 uM dNTP-t, 1,5 mM
MgCI>-t, mindegyik primerb8l 2 pmol-t (a K2d radioaktivan jelslt) és 0,5 ng Tag-
polimerazt tartalmazott. 2 percig tartdé kezdeti denaturdlist hajtottunk végre 94 ° C-on,
ezt 27 ciklus kovette (30sec 94C-on, 30sec 55C-on és 40sec 72C-on). A végso fazis 5

percig tartott 72 © C-on. Minden PCR-reakci6hoz 20 pl futtatépuffert, 2 pl 1M NaOH-t
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és 2 ul 20 mM EDTA-t adtunk. A mintdkat 2 percig 94 °C-on denaturdltuk, majd 3 pl —t
10%-o0s glicerolos MDE gélre toltottikk. Az elektroforézist 6 W-on allandd
homérsékleten, éjszakan keresztiil végeztiik. Ezt kovetden a gélt megszaritottuk és egy

éjszakan at rontgenfilmre exponaltuk.

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

Gyorsfagyasztott szovetmintakbol, vagy sejtkultirakbol TRIzol (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Germany) segitségével RNS-t izolaltunk a gyart6 utasitasa szerint. A cDNS
elsO szalanak szintézisét 2ug teljes RNA mintabdl, Superscript II reverz transzkriptaz
(Invitrogen) felhasznalasaval a gyartd protokollja alapjan végeztiik el. A valds idejii
PCR reakciot a DNA Engine Opticon rendszerrel (MJ Research Inc., Watertown, USA),
Platinum SYBRGreen qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) végeztiik el, kontrolként 3
aktint hasznaltunk. Az dsszes reakciot kétszeresen hajtottuk végre, a végeredményeket a
két reakcié eredményeibdl atlagolva kaptuk.

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

keretében.

3.5. Tissue microarray (TMA) készitése

A TMA készitéséhez paraffinba dgyazott szovetmintakat hasznaltunk fel. HE metszetek
részletes kiértékelésével vélasztottunk ki megfelel6 mintavételi helyeket. A blokkokbdl

Manual Tissue Arrayer (MTA1, Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, USA) eszkozzel
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0,6 mm atméréjii szovethengereket vettiink ki. Papillaris vesetumorokat, és a festés
ellendrzéséhez fotalis veseszovetet és felndtt normal veseszovetet is felhaszndltunk a
tissue microarray (TMA) készitéséhez. Eltér6 morfolégidji és gradusi részeket
tartalmaz6 tumorokbdl tobb mintét vettiink. Az igy kivalasztott mintdkat egy kombinalt
paraffin blokkba helyeztiik, igy akar 150 kiilonb6z6 minta is vizsgalhatd egy

mikroszkdpos metszeten (6. dbra).
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6. Abra. Egy TMA 4brazoldsa, 150 tumor mintéval.

3.6. Immunhisztokémia
Az immunhisztolégiai vizsgilatokra fotalis és felndttkori veséket, pre-neoplasztikus
1ézidkat tartalmazd szovetmintadkat €s papillaris vesetumorokat tartalmazé TMA-t

hasznaltunk fel. A sorozatmetszetekben késziilt 4 pm vastagsagu lemezeket alacsony

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

fotokat Leitz DMRBE mikroszkdpra helyezett ProgRes C14 kameraval készitettiik.

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

3. Tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt antitestek
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4. Eredmények

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

A kiilonboz6 tipusud veserdkot tartalmazéd vesék teljes feldolgozasa sordn tobb sziz
metszetet néztiink at a feltételezett pre-neoplasztikus 1ézidk felismerésére. Amint az
eldzetes megfigyelésekbdl varhatd volt, a papillaris vese tumort hordoz6 vesékben
talaltuk meg a legtobb mikroszkopos méretli, néha 1-2 mm atmérdjli tubulo-papillaris
1ézidkat. 15 papillaris vesetumort hordoz6 vesében dtlagosan 42 1€zi6t figyeltiink meg.
Ezekben a kis ,.kék” sejtektdl a magasabb hiammal boritott papillaris struktirakig
minden atmenet megtalalhaté volt (7. dbra). Ez a fokozatos atmenet a ,kis” sejttdl a
»,nagy” sejtig utdnozza az embriondlis vesefejlodés differencialdodasi fazisait, azaz
tubuléris epithel kialakuldsit metanephrogén blasztémabdl. Egyes szubkapszularis
1ézi0k regressziv véltozdson mentek keresztiil, ami a stroma fibrézisat, az epithelidlis
sejtek regressziojat és elmeszedését jelentheti (7. abra, F; 8. dbra, B). A konvencionalis
veserdkot tartalmazd vesékben csak atlagosan 0.4 1€zi6t figyeltiink meg, mig a vese
onkocytomaval atlagban 0.8 1€zi6 tarsult. A kromof6b veserak mellett egyetlen esetben

sem talaltunk tubulo-papilléris prekurzor 1€zi6t (4. tablazat).

Tumor tipusa PNL/vese
Konvencionilis veserdk 0.4
Kromofob veserak 0.0

Vese onkocytoma 0.8
Sporadikus papilléris veserdk 42.0

4. Tablazat. Mikroszkopikus prekurzor 1€zidk (PNL) szdma tumoros vesében (*Ornstein
et al. 2000)
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7. Abra. Kiilonb6z6 pre-neoplasztikus 16ziok szovettani képe. A: szubkapszularis ciszta
gyulladasos kornyezetben, a cisztit papillarisan ndvekvd kis sejtes proliferdld szovet
tolti ki. B: Szintén szubkapszularis 1€zi0, papilldris szerkezettel és a papillak felszinét
kozepes magassiagu vildgos eozinofil hamsejtek boritjak. C: Kis éretlen himsejtekkel
boritott papillaris PNL. D: Kozepes magassagi részben vildgossejtes papillaris
prekurzor 1ézi6. E: Magas, tobb magsoros hdmmal boritott papillaris struktira. F: A
tubularisan novekvd prekurzor 1€ézi6 stromajaban psammoma testecskék lathatok.
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8. Abra. A: Egy glomerulusnal alig nagyobb kis “kék” sejtes papillaris prekurzor 16zi6,
amely intralobularisan helyezkedik el. B: A vese tokja alatt elhelyezkedd, ék alakd,
részben regressziv elvaltozason atment papillaris prekurzor 1ézi6 psammoma testekkel.

4.2. A papillaris vese tumorok szovettani heterogenitasa

A papillaris vese tumorok szovettani képe nagyfokid heterogenitist mutatott. A
papillaris tumorok sok esetben hasonld szdvettani képet mutattak (9. dbra A) mint az
azonos vesében taldlt pre neoplasztikus 1éziok legnagyobb része (7. abra C). Sok
esetben azonban egyetlen tumoron beliill is megfigyelhetd volt a tumor sejtek
novekedési formdjanak a heterogenitasa. A Ol differencidlt, tisztan papillaris
novekedésli tumor szabdlytalan stromén iil6 kozepes gradusu sejteket mutatott, masik
teriileten vilagossejtes papillaris novekedés valamint kromofob veserdkra emlékeztetd
szerkezetek voltak felismerhetok (10. abra). Idonként szabalytalan papillaris stroman
il6, magas eozinofil sejtekbdl all6 tumort figyeltiink meg, amelyek sejtmagja a sejtek
felszinén helyezkedett el. Ugyanez a tumor mas teriileteken tobbmagsoros hammal

boritott papillakat és cisztikus struktirakat mutatott (11. &bra). Egy esetben a
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tobbmagsoros magas, bazofil sejtes primer tumor nyirokcsomd attétében kissejtes forma
fordult el (12. dbra). A papilléris vese tumor, amennyiben jol differencidlt kis sejtekbol
all, az évek soran nagyobb méretet is elérhet és vastag fald cisztaként korismézhetd.
Azonban évek utan szarkomat6zus atalakulas mehet végbe, amely a gyors lefolyasu és a
beteg halalat okozza (13. 4bra).

Az abrakon bemutatott példak diagn6zisat minden esetben kromoszéma vizsgélat vagy

array-CGH segitségével biztositottuk.
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9. Abra. Kromoszéma vizsgalattal igazolt papillaris vesetumor (HA106) véltozatos
szovettani képe. A, a tumor legnagyobb részében kis sejtes tubularis-papilléris
szovettani kép lathatd. Mas teriileteken a sejtek kozepes nagysdguak hasonlo novekedés
forma megtartdsaval. C, ismét més teriileten Kkifejezett papillaris novekedés
immunsejtekkel infiltralt papillaris stroméval €s tobbsoros eosinofil sejttel figyelhetd
meg. D, teljesen szokatlan szovettani kép, amelyben a tumor strdmija mucindzus
atalakulast mutat.
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10. Abra. Genetikai vizsgalattal egyértelmiien diagnosztizalt papillaris vesetumor
(HAS516) szovettani képe. A, typusos papilldris novekedés kozepes nagysagi eosinofil
sejtekke. B, papillaris stroma tobbmagsoros tumorsejtekkel boritott, amelyek kozepes
foku sejtmag polymorfidt mutatnak. C, kis sejtes papillaris tumorra emlékeztet
felépitésti tumor részlet ,.clear cell”, azaz vilagos citoplazmaju sejtekkel. D, Az alig
felismerhetd papillaris struktira mellet feltinden nagy retikularis citoplazméju,
kromoféb sejtekre emlékeztetd sejtek.
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11. Abra. Kromoszéma vizsgélattal igazolt papillaris veserak (HD 503). A, a primér
tumor alig felismerhetd papillaris struktdrat mutat széles citoplazmaji nagy
tumorsejtekkel és kozepes foku sejtmagpolymorfidval. B, a tumor retroperitonialis
nyirokcsomé attéte tobbmagsoros epitéllel boritott papilléris stroméval.

12. Abra. Genetikai vizsgélattal igazolt metasztatikus papillaris veserdk (HA394). A
primer tumor papillaris szerkezetli, a fibrotikus papilldkat tobbmagsoros kozepes
nagysagd tumorsejtek boritjdk. B, a tumor nyirokcsomoé attétében kissejtes papillaris

tumor ismerheto fel.
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13. Abra. 16 cm atmérdjli tobb évtizede ismert vese ,,ciszta” (HA454). A, Az eltavolitott
»cysta” faldban kromoszoma vizsgalattal egyértelmlien igazolt kis sejtes typikus
papilléris vesetumor volt felismerhetd. A cystat nekrotikus, részben elfolydsodott anyag
toltotte ki. B, més teriiletek a szarkomasan atalakult G3 tumor attorte a vastag fibrotikus
ciszta falat és infiltralta a kornyezetét.

4.3. A kromoszoma 7 duplikacidja és a MET alteracioja familiaris vesetumorban

A MET tirozin kiniz receptor szerepének igazoldsara mdodunkban allt egy csirasejtes
MET mutaciét hordoz6 37 éves férfi multiplex tumoranak vizsgélatit elvégezni. A MET
szekvendldsa sordn egy kontroll, vad tipusd vese mintdhoz (1562n) képest a betegnél
mind a normdlis veseszdvetben (1561n) és tumorokban (1561a-1) egy A-C mutacidt
taldltunk (14. dbra A). Mutaci6 specifikus primerek segitségével kimutattuk, hogy a
beteg nem tumoros vesesejtjeiben és a tumorokban a vad tipusd és mutaciét hordozo
allél is kifejezodott. (14. dbra B). SSCP vizsgalat egyértelmiien megmutatta, hogy

minden egyes tumorban a mutaciot hordoz6 allél duplikalodott (14. dbra, C)
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14. Abra. MET vizsgalata 6roklédé papillaris veserakban. (A) A beteg nem-tumoros
vesesejtjeiben (1561n) valamint a tumor sejtekben (1561a) a szekvenélas A-C bazispar
valtozast fedezett fel (csillag), mig a normaélis kontroll vesében (1562n) a vad tipusu
génszekvencia fordult eld. (B) A normal kontroll (1562n) csak a vad tipusi MET
szekvenciit, a beteg vesesejtjei (1561n) és minden egyes tumora (1561a-i) a vad és
mutalt MET szekvencidt is kifejezte. (C) A mutédciét hordoz6 19-es exon SSCP
vizsgalat a kontroll vesében (1562n) csak a vad tipusra jellemzd szignilt adta, mig a
beteg vesében (1651n) és a tumorokban (1561a-i) a vad €s mutalt allél is megfigyelhetd,
ahol a mutalt allél a duplikdcionak megfelelden erdsebb szignilt adott (Banyai, Sarlos et
al. 2018)

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

vese tumorban

Immunhisztokémiai vizsgilattal MET expresszidt lattunk a fotalis vesében az
ureterbimboban, a cap metanephrikus mesenchymiban (CMM), a kialakulé vese
vezikulaban (comma shape body, CB) valamint az S-forma disztalis kompartmentjében
(15. dbra A). Ezt a kifejezett expressziot megtartottdk csirasejtes MET-mutacidhoz
tarsul6 papillaris prekurzor 1ézidk csak ugy, mint azok, amelyeket sporadikus papillaris
veserdk kapcsan figyeltiink meg (15. dbra B, C; 16. dbra A, B). Felnéttkori vesében csak
a disztalis vese csatorndkban fordult el6 MET immun-reakcid. A vizsgalat soran 76
papillaris vese tumor koziil kozepes intenzitdsi MET expresszidt talaltunk 43 esetben

(56,6%, 16. abra C,D).
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15. Abra. MET immunhisztokémia A, Az ureterbimb6 (UB), a cap metanefrikus

mezenchyma (CMM), comma shape body (CB), és az S forma disztilis részének
sejtjeinek MET festddése; B és C, sporadikus és herediter esetekbdl szdrmaz6 prekurzor

1ézi6k kifejezett MET jelolédése. (Banyai, Sarlds et al. 2018.)
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16. Abra. A MET pozitivitds pre-neoplasztikus 1éziékban és papillris vesetumorban. A
és B: Preneoplasztikus 1ézidk, amelyek a széli részeken a normdlis vese szovetet
,infiltrdlni” latszanak. Val6jaban ezek a 1€zidk a korai embryonalis fejlddés soran jottek
létre és egyiitt ndttek a vesével. Ezek nem tarthatok adenoménak, mert nincs a
veseszovetben a novekedésiikre utaldo kompresszid. C: egy papillaris vesetumor
kifejezett habos sejtes infiltracioval (nyil). D: Diffuz MET pozitivitdst mutatd papillaris
vese tumor.

4.5. A 17-es kromoszoma duplikaciéjahoz és amplifikaciéjahoz tarsulo HNF1B

kifejezodése fotalis vesében, prekurzor 1ézioban és tumorban

Figyelembe véve a 17-es kromoszéma duplikaciojat, megvizsgaltuk a HNFI1B (TCF2)
transzkripcids factor kifejez6dését ugyanezen szoveti anyagon. Fotélis vesében az ureter

bimb6 végén valamint a komma- és S-forma disztilis kompartmentjében, valamint a
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differencial6d6 disztilis tubulusokban volt erds immun-reakcidé, mig a proximaélis
tubulusok és Henle kacs sejtjei csak gyenge sejtmag pozitivitist mutattak (17. dbra A).
Mind a MET muticiéhoz tarsul6 mind a sporadikus esetekbdl szarmaz6 PPL erdteljes
sejtmag pozitivitdst mutatott a HNF1B antitesttel (17. dbra B, C). A felndttkori vesében
a proximalis és disztalis tubulusokban figyeltiink meg gyenge sejtmag pozitivitést.

A papillaris vese tumorok 75%-a (n=57) mutatott pozitiv sejtmag festddést a HNF1B
antitesttel. Pozitiv reakcié volt megfigyelhetd mind a szolid és papillarisan novekvo
tumorokban is (18. dbra). A pozitivitds sokkal er6sebb volt a papillaris vese tumorok
periférids, U.n. novekedési zonijaban, és sok esetben a tumor kozepén csak elvétve
lehetett egy-egy tumorsejtben magfestést 1atni (19. abra B, D).

A MET és a HNFIB gén ko-expresszidja 76-bol 32 esetben (42,1%) volt
megfigyelhet6. A MET és HNF1B szerepére a papillaris vese tumorok kialakuldsanak
korai szakaszéra utal az a megfigyelés, hogy mig a prekurzor 1ézidkban mindkét gén
kifejezett expresszidja volt megfigyelhetd, addig a tumorok centrélis részein az immun-
pozitivitds altaladban gyengébb volt, mint a tumor sz€li részén, az u.n. proliferacios

zOnaban (19. abra).

17. Abra. HNF1B Immunhisztokémia: A, fotalis vesében az S forma disztalis
kompartmentjének (SB), és a disztélis tubulusoknak (DT) erds, mig az ureterbimbénak
(UB), és a proximalis tubulusoknak (PT) gyengébb festddése lathatd. B, és C, erds
magfestddés papillaris prekurzor 1éziokban, 6roklodo (B) és sporadikus (C) esetekben.
(Banyai, Sarl6s et al., 2018)
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18. Abra. HNFIB porzitivitas két papillaris vese tumorban. A: a szolid novekedésii
kissejtes tumorban a sejtmagoknak a fele mutatott kdzepes intenzitasdi immunreakciot.
B: papillarisan novd tumor sejtjeinek legnagyobb része mag pozitivitist mutatott, a
stromadlis sejtek negativok voltak.
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19. Abra. A MET és HNF1B ko-expresszidja két papillaris vese tumorban. A: enyhe
MET pozitivitds a tumor sz€li részén erdsebb festddéssel a novekedési zondban. B.
Hasonl6 eloszlasi HNFI1B festddés ugyanabban a tumorban. C: MET pozitivitas egy
papillaris tumor szeli részén. D: azonos tumor teriileteken a sejtek kb. 50%-a mutat
HNF1B magfestést.
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4.6. A 17-es kromoszoma duplikacidojahoz tarsulé KRT17 kifejezodése normal

vesében, prekurzor léziéban és papillaris vesetumorban

A KRT17 elsOként a fotalis vesében az ureterbimbdban €s a gylijtdcsatornaban jelenik
meg. Az ureterbimb6 végénél az S-alaku test disztalis részéhez csatlakozva lattunk
gyenge festddést, de a jel a medullaris gylijtdcsatorna mentén a vesepapilla irdnyaba
er6sodik (20. dbra A). A gylijtdcsatorna és az ureterbimbé sejtjeinek mindegyike
festddik, ami megfelel a fotalis sejtek proliferacids allapotanak (20. dbra B). A felnott
vesében, az 0sszekotd csatorndban membran-attenualt és szelektiv (a sejtek tobbsége, de
nem minden sejt) festddést mutat (20. abra C). A medullaris gylijtdcsatornak sejtjeinek
tobbsége hasonld szelektiv festddést mutat (20. dbra D). A KRT17 pozitiv sejtek
vélhetden a principalis sejtek az 6sszekotd csatornakban és gylijtécsatorndkban.

A KRT17 expresszidjat papillaris vesetumorokban egy 151 daganatos mintat
tartalmaz6é TMA segitségével vizsgaltuk. Ezen kiviil 17 sporadikus papillaris vesetumor
mellett jelentkezd papillaris prekurzor 1€zidt vizsgaltunk, ezek kozott 8 olyat, ahol a
betegnél ismert volt germ line MET muticié. A KRT17 mind a 17 vizsgélt 1-3mm-es
papillaris 1ézioban kifejezodott (20. dbra E, F). A 151 vizsgélt papillaris vesetumor
koziil 116 esetben diffiz citoplazmatikus festédést észleltiink, ami a membran alatti
részeken kifejezettebb volt (20. abra G, I). Tobb daganatban a KRTI17 erds
pozitivitassal. A papillaris vese tumorok Osszesen 76,8%-a (n=116) bizonyult
pozitivnak KRT17 immunhosztokémia sorén, fiiggetleniil a sejtek méretétdl, amit I-es

tipusu, II-es tipusu és kevert tipusuként is klasszifikalnak.
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20. Abra. Reprezentativ metszetek KRT17 immunhisztokémidval felndtt vesében,
papilléris prekurzor 1€zidkban €s papillaris vesetumorban. A, gyenge KRT17 pozitivitas
az ureterbimb6 hegyén kapcsolddva az S-forma disztilis részéhez fotdlis vesében. B,
erds KRT17 jelolddés a fotalis vese gylijtdcsatorndjanak minden sejtjében. C, KRT17
pozitivitds a felndtt vese 0sszekotd csatorndjanak sejtjeinek tobbségében (principélis
sejtek). D, principalis sejtek festddése a medullaris gylijtcsatornaban. E, pozitiv
KRT17 jelolédés papillaris pre-neoplasztikus 1ézidban. G-I, KRT17 pozitivitds
papillaris vesetumorban kis-, kozepes-, és nagy sejtes tumorokban.
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4.7. Az X és Y kromoszoma elvaltozasa papillaris vese tumorokban

4.7.1. Az Y kromoszoma vesztése familiaris papillaris vesetumorokban

Az Y kromoszéma vesztését papillaris vesetumorokban mar kordbban kimutattdk mind
kromoszéma, Southern-blot és BAC-array vizsgéalatokkal (Kovacs et al., 1994; Szponar
et al., 2011). A fentebb targyalt familiaris papillaris tumor miatt vizsgalt egyénnél, a
multiplex tumorok és pre-neoplasztikus 1ézidk részletes genomikus vizsgilata soran
mind a kilenc 1ézidban el6fordult a 7-es és 17-es kromoszoémak duplikacidjara utald
DNS elvaltozas (21. dbra). Ezenkiviil egy tumorban a 10-es kromoszéma és két tovabbi
tumorban a 12-es kromoszoma duplikacidja fordult eld. Ezek az eredmények
egyértelmiien igazoljak a papillaris vese tumor diagndzisat. A tézisben targyalt, a
papillaris vesetumorokban el0szor megjelend, alapvetd genetikai elvaltozasok
szempontjabol fontos megfigyelni az Y kromoszéma hidnyat. Az 1561 jelzésii esetben a
magas feloldasu oligo-array-CGH az A, B, C, E, F és I tumorokban az Y kromoszéma

vesztését dokumentalja.
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21. Abra. Az array-CGH eredménye a csirasejtes MET mutaciét mutaté a tumorokban.
A 7-es és 17-es valamint 10-es és 12-es kromoszomak eltérése (dupla vonalak) mellett
az Y kromoszoma vesztése figyelhetd meg (csillag).

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

és papillaris vesetumorokban

Kordbban az Ypll.2 régidhoz lokalizalt legkisebb genomikus régidban két gén, a
PCDHI11Y és a homeobox gén TGIF2LY taldlhatd, amelyek koziil karcinogenezis
szempontjabol elsosorban a PCDH11Y-nak lehet jelentosége. A PCDHI11Y az X
kromoszéman eléforduld6 homolég PCDH11X génhez képest egy 13 bazis par (bp)
deléciot mutat, ami megvaltozott peptid szignalt eredményez. Ezt a 13 bp kiilonbséget
fel lehet haszndlni az X és Y specifikus PCDHI1 szekvencidk kimutatisara PCR

reakcioval (22. abra).
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1561B
1561C
1561D
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1561F
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22. Abra. A familiaris MET mutici6hoz kotott papillaris vese tumorok vizsgélata sordn
egyértelmiien l4thaté az Y specifikus 134 bp nagysagi PCR produkt hidnya az 1561B,
C, E, F, és I tumorokban, mig a normalis vese sejtekben (1561N) mind a 147 bp (X
kromoszéma) és a 134 bp (Y kromoszéma) is megfigyelheto.

Mind a PCDH11Y és PCDH11X génnek szamos izoformaja ismert. Az Y kromoszéma
hidnya mellett az X kromoszoméan elhelyezkedd0 PCDHI11X gén 4-es izoforma
kifejez0désének hidnyat talaltuk papillaris vesetumorokban, mig ez az izoforma az
egészséges veseszovet mellett a placentiban, fotalis agyban, és hereszovetben magas

fokon kifejezddott (23. abra). Az 1-es, 2-es és 3-as izoformak a legtobb papillaris vese

tumorban is pozitiv reakcidt adnak.
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23. Abra. PCDH11X 4-es izoforma kifejezédése PCR vizsgélat soran fotalis agyban,
herében és placentaban, valamint ennek a hidnya lathaté reprezentativ tumoros
mintakban (454T, 455T, 456T, 503T).
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Immunhisztokémiai vizsgalattal a fotalis vese kéregdllomanyaban jelentés PCDH11XY
kifejez0dést talaltunk. A PCDHI11XY protein az elagaz6dé ureterbimbé sejtek felszinén
differencialodott kivezetd csatornak sejtjeiben hidnyzik a PCDH11XY protein (24. dbra
A). Feltiind az ureterbimb6d koriil tomoriilt blasztémalis sejteknek, azaz a CMM
sejteknek a citoplazméjaban lathato6 PCDH11XY pozitivitasa, ami a rendlis vezikula (az
S-forma eldalakja) kialakuldsa, azaz a mesenchyma-epithelium-transzformacié utan mar
nagyrészt a sejtek felszinén jelenik meg. Az S-formaban, kiilonosen a disztélis
kompartmentben a PCDH11XY protein szintén tobbségében a sejtek felszinén talalhatod
meg (24. abra B). A PCDHI11XY kifejlédo tubuléris rendszerben elsésorban a lenyuild
Henle kacs és disztilis tubulus kezdeményekben fejezddik ki, a proximalis tubulus
kezdemények csak gyenge pozitivitdst mutatnak (24. abra C). A felszall6 Henle kacs és
a disztalis tubulusok pozitiv festddése kovetkeztében a macula densa sejtjei is pozitiv
reakciot adnak (24. abra D).

A munkéba bevont 0sszes preneoplasztikus 1€zi6 és papillaris vesetumor a PCDH11XY

immunhisztokémidval negativ reakciét mutatott (25. ébra).
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24. Abra. PCDH11Y immunhisztokémia. A, az elagaz6do ureterbimbd (UB) és a koré
csoportosult mesenchymalis sejtek (cap metanephrikus mesenchyma, CMM) A kép bal
oldalan egy comma shape body (CB), lathaté mig a jobb oldalan egy nefrogén vezikula
(RV). B, hasonl¢ jellegli képletek egy késObbi fejloddési stddiumbodl, amikor kialakul az
S-forma, aminek megnyuldsabol a proximalis tubulusok, a Henle kacs és a distalis
tubulusok alakulnak ki. C, az S-formdk fokozatosan megnyuilnak, kialakitva a
proximadlis kanyarulatos csatorndkat, a Henle-kacsokat és a disztalis kanyarulatos
csatorndkat. D, egy glomerulus képe, amibdl a proximdlis tubulus kiindulasa lathat6
(PT) valamint a macula densa/juxtaglomeruléris apparatus (JGA).
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25. Abra. PCDH11XY immunhisztokémia. Mind a kis sejtes korai stadiumban 1év6
papillaris vesetumorban (A) mind a tobbmagsoros hdmmal boritott papillaris
veserdkban (B) negativ eredményt kaptunk.

5. Megbeszélés

5.1. Papillaris vesetumor eredete

Mintegy 25 évvel ezeldtt javaslat sziiletett a papillaris vese tumorok embriondlis
maradvianyokbdl valé kiinduldsidra (Kovacs és Kovacs, 1993; Kovacs 1993a,b).
Kordbban kozolték, hogy a csirasejtes MET muticidhoz tarsulé familidris papilléris
veserdkhoz akéir tobb ezer mikroszkdpos méretli papilldris prekurzor 1€zi6 tarsul
(Ornstein et al.,, 2000). Mi kimutattuk, hogy a sporadikus papilldris vese tumorok
mellett is vesénként atlagban 42 hasonlé prekurzor 1€zi6 fordul eld (Bényai, Sarlos et
al., 2018). Ennek a jelentdségét alatamasztja az a tény, hogy a konvenciondlis veserdkot
tartalmaz6 vesékben atlagosan csak 0.4 hasonl6 jellegli PNL fordul eld (Banyai, Sarlos
et al., 2018). A differencidlatlan epithelidlis sejtekbdl 4ll6 prekurzor 1€zi6k morfoldgidja

sok esetben hasonlit a Wilms tumorhoz tarsulé nephrogén maradvinyok (NR)
47



szovettani képére. A papillaris vese tumorhoz tarsulé 1€zidk eloszlasa hasonld a
perilobularis NR-hez. A papillaris veserdkot tartalmazé vesékben elsGsorban a
perilobuléaris 1éziok dominélnak. Ezzel kapcsolatban érdemes megemliteni, hogy mind a
szovettani megfigyelések, gén expresszios és genetikai vizsgilatok alapjan a Wilms
tumorhoz tarsul6 perilobularis NR és interlobularis NR szoveti form4ja meghatarozza a
beldliik kiindul6 WT morfologidjat (Beckwith et al., 1990; Fukuzawa et al., 2008).

Eredményeink alapjan tgy véljiik, hogy bizonyitottnak tekintheté a papillaris vese
tumorok keletkezése és az embriondlis szoveti differencidlédasanak zavara kozti
Osszefiiggés. Korabbi eredmények alapjan mér az 1-2 mm nagysagu papillaris pre-
neoplasztikus 1éziokban minden esetben megtaldlhat6 7-es és 17-es egyiittes triszomidja
(Kovacs, 1989). A tilnyomdan férfiakban kiindul6 papillaris vese tumorok 85%-aban a
7-es és 17-es kromoszomak triszomidjahoz az Y kromoszéma vesztése jarul (Kovacs et
al., 1994). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a két kromoszOdméinak és a rajtuk
elhelyezkedd gének elvaltozasainak valamint az Y kromoszéma vesztésének a tumor

kialakuldsanak korai fazisaban van szerepe.

A részletes szovettani vizsgalatok eredménye, és a papillaris vesetumorokhoz tarsuld
pre-neoplasztikus 1ézidk magas szama a két elvaltozas kozotti szoros 0sszefiiggésre utal.
Tovibba nem hanyagolhaté el a pre-neoplasztikus 1éziok és a klinikailag észlelt
tumorok hasonl6 citoldgiai megjelenése. A vizsgilatok soran tett fontos megfigyelés
volt, hogy a tumorokhoz tarsulé pre-neoplasztikus 1éziok minden esetben a tumorral
azonos immunreakciot mutattak. A MET, HNFIB és KRT17 immunhisztol6gia mind a

papillaris vesetumorban és a hozza kapcsolddo pre-neoplasztikus 1ézidban pozitiv volt.
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Az irodalomban kordbban leirt u.n. kortikalis adenomék tulajdonképpen a prekurzor
1éziok mar makroszképosan is észlelhetd formajanak felel meg. Keyes (1890) tobb,
mint 100 éve utalt ezen 1éziok gyakorisdgara “we do not regard it as extremely rare,
since, owing the small size and inoffensive character of the growths, they are liable to
be passed over without notice”. Cristol és mtsai (1946) 22 veserdk miatt eltavolitott
vese részletes vizsgalataval 37 papillaris szerkezetli “adenomat” figyeltek meg. Apitz
(1944) t6bb mint 4000 boncolasbol 725 makroszképosan észlelhetd “adenomat’™ irt le.
Mivel a papilléris veserak el6forduldsa férfiakban 5-10-szer gyakoribb, mint ndkben, és
a férfiak és nok ardnya Cristol és Apitz vizsgalatdban 10:1 illetve 4.2:1 volt,
feltételezhetjiilk, hogy mindkét széridban az ‘“‘adenomdk™ papillaris vesetumorhoz
tarsultak.

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

al., 2016).
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5.2. A 7-es kromoszoma duplikaciéja/amplifikacioja valamint a MET gén

expresszidoja a papillaris vesetumor kialakulasaban

A MET proto-onkogén a 7q31.2 16kuszon helyezkedik el. Terméke (cMet, hepatocyte
growth factor receptor, HGFR), egy transzmembran fehérje, ami novekedési faktor
receptorként mikodik és tirozin kindz aktivitissal rendelkezik. Ligandja a HGF
(hepatocyte growth factor). Fobb hatdsat a Ras, PI3K és a STAT jelatviteli utak
segitségével fejti ki.

A MET szekvenaldsa vezetett a csirasejtes muticio €és a familiaris papillaris vese tumor
kozotti Osszefiiggés felismerésére (Bentz et al. 1996; Schmidt et al., 1997). Mind a
famili4ris mind a sporadikus papilléris vesetumorokban alapveto elvaltozas a MET gén
kopia szdméanak valtozasa és fokozott kifejezO0dése. A MET csirasejtes mutacidja
prekurzor 1éziok ezreinek, €s papillaris vesetumoroknak a keletkezésével jar, amely
fiatal korban, 30-40 éves hordozdkban jelentkezik (Ornstein et al., 2000, Schmidt et al.,
1997, Fischer et al. 1998). A vizsgalatainkba bevont csirasejtes MET mutaciot hordoz6
egyén 37 éves koraban keriilt miitétre multiplex kétoldali vese folyamat miatt. A
klinikailag észlelt tumorok mellett szamos mikroszkdpos nagysagu papillaris 1ézidkat
talaltunk. A papillaris vese tumorokat hordozé vesék részletes szovettani vizsgéalataval
atlagosan 42 prekurzor 1ézidt azonositottunk, mig a konvenciondlis veserdk mellett
vesénként atlagban 0.4 hasonld elvaltozas fordult el6. HGF/MET szignal atvitel a
kiilonboz6 sejtekre kiilonb6zd bioldgiai hatassal rendelkezik. A legtobb sejtre motogén,
mitogén és morfogén hatdssal van, igy szerepe van a vese tubulusok kialakuldsaban és

elagazodasaban, mas szervekben a mirigystruktirak kifejlodésében, egyes szervek, mint

s sz

s sz
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mesenchymalis kapcsolatok kialakuldsdban €s a citoszkeleton reorganizaci6éjaban
(Montesano et al., 1991). Jelentds feladata van az embriogenezis szabalyozasaban,
ugyanis indukdlja a blastémalis sejtszaporulatot az ureter bimbok felett. Hatasara
leflizdédnek a vesiculdk, melyekbdl késobb a tubulusok alakulnak ki. A MET a disztalis,
illetve medialis (0sszekotd szakasz a disztalis és proximalis csatorndk kozott) részben,
tovabba a gylijtécsatornakban fejezddik ki. A normal felndtt vese disztalis kanyarulatos
csatorndiban, a gyujtécsatornakban és a Henle-kacs vastag felszallo szegmentumaban is
mutat némi pozitivitist. A HGF-nak az angiogenezis és a metasztazis képzdodés
folyamataban van szerepe. A két gén meghatarozott idében €s térben val6 kifejezddése,
a fehérje molekuldk szoveti gradiense fontos feltétele a normal vesefejlodésnek
Amennyiben ebben barmilyen eltérés kovetkezik be, lehetdség lesz a vese fejlodésének
zavarara, és precancerosus elvaltozasok megejelnésére. A fenti adatok arra utalnak,
hogy a 7-es kromoszéman lokalizalt MET 16kusz duplikaciéjahoz, amplifikaci6jahoz
tarsul6 fokozott gén expresszionak valoszinlileg fontos szerepe van az embriondlis vese
differencial6dési zavaraban és a papillaris prekurzor 1€zidk kialakuldsaban. A papillaris
vesetumorokhoz hasonléan a MET miikodésének zavarat a Wilms* tumor kialakulasaval
is Osszefiiggésbe hoztak. A nephrogén restek 22%-aban és a beldliik kialakulé Wilms*
tumorok 54%-4aban a MET expresszi6 novekedését €szlelték (Vuononvirta et al., 2009).

A HGF génje szintén a 7. kromoszéman talalhaté (7q21.11). Eddig nem mutattak ki
HGF lokusz amplifikacidjat, igy valdszinlileg a papillaris vesetumorban, a 7.
kromoszéma szambeli novekedésével ,csak” egy extra HGF gén kopia fordul eld.
Viszont a MET vad typusu allél amplifikicidja sporadikus tumorokban felveti annak a
lehetdségét, hogy a nagy sejtfelszini denzitidsa miatt a MET receptor kiniz a HGF
interakcidja nélkiil is autofoszforildlodik és aktivalodik (Fischer et al., 1998; Zhuang et

al., 1998; Glukhova et al., 2000). Immunhisztokémidval MET pozitivitds igazolédott a
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prekurzor 1ézid6kban és a tumorokban egyarant (16. abra). Kifejezett expressziod

mutatkozott a periférian, a tubularis-papillaris struktirak és a normal vesesejtek hataran.

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

a papillaris vese tumorok kialakulasaban

A HNFIB (TCF2) gén a 17-es kromoszéma hosszu karjan a q12 regioban egy 58.817
bazisparnak megfelel0 DNS szegmentben helyezkedik el. Ennek a koriilirt DNS
régionak a papillaris vesetumorban felfedezett amplifikaci6ja vezetett a gén
felismeréséhez (Szponar et al., 2011). A rovid DNS szakasz amplifikaciojan kiviil
korabban a 17-es kromoszoma hosszu karjanak koriilirt duplikécidjat is leirtak (Bentz et
al., 1996; Glukhova et al., 1998). Ezek az adatok a 17-es kromoszéma Kkoriilirt
kialakulasaban jatszott szerepére utalnak. A HNFIB vese fejlodése sordn az
ureterbimb6 elagazddasaban, a nephronok kialakuldsanak inicidlasaban fontos szerepet
jatszik (Massa et al., 2013). A HNFIB feln6ttekben kizardlag a polarizalt epithelialis
sejtekben fejezddik ki (Fisher és Pontoglio, 2008). A vese tubularis rendszer, a nefron a
mesodermélis blasztémabdl fejlddik ki és az ureter bimbd hatasara alakul ki a tubularis
sejtek polarizacigja. A HNFI1B inaktividlasa vagy a HNF1B domindns negativ
formajanak fokozott kifejez6dése a vese tubulusok cisztikus kialakuldsahoz vezet
(Gresh et al., 2004; Hiesberger et al., 2004). A HNF1B funkci6janak kiesése a vese és a
higyttrendszer komoly kongenitalis fejléddési rendellenességet okozhatja (Nakayama et
al.,, 2010). A HNF1B megvaltozott expresszidja vagy muticidja a korai vesefejlodés
soran csokkent tubulogenesishez vezethet, de amennyiben ez a vese tubulusok

kialakulasa utdn kovetkezik be, akkor a vese cisztikus elvaltozasat okozhatja (Fisher és
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Pontoglio, 2008; Dudzial et al., 2008; Ma et al., 2007). Vizsgalataink szerint a HNF1B
el0szor az epitelizdcid6 sordn a rendlis vezikuldban és az S forma disztélis
kompartmentjében valamint a disztalis tubulusokban mutat erételjes kifejezodést, mig
az urterbimbo és a proximalis tubulusok csak enyhe reakciot adnak a HNF1B antitesttel.
A Wilms tumorhoz tarsulé nefrogén maradvanyok részben blasztémalis sejtekbol,
részben primitiv epithelidlis sejtekbdl épiilnek fel. A HNF1B kizardlag az epithelidlis
sejtekben mutatott pozitiv reakcidt, amely ismételten aldtdmasztja a HNF1B szerepét a
blasztémalis sejtek epithelizdcidjaban (Szponar et al., 2011).

A prekurzor 1€zidk a mesenchyma epithelidlis tranziciéon atment polarizalt embrionéalis
képletekbdl indulnak ki. Vizsgalataink soran a csirasejtes MET mutaci6hoz valamint a
sporadikus papillaris vesetumorokhoz tarsult epithelidlis prekurzor 1ézidkban kifejezett
HNF1B pozitivitast taldltunk. A HNF1B szerepét a vese tubulusok normaélis
kifejlodésében alatamasztja az a megfigyelés is, hogy a mucindzus, tubuléris, orsdsejtes
karcindbmahoz tarsult tubulo-papillaris prekurzor 1€éziok, hasonléan a papillaris
vesetumorhoz kapcsolddé 1ézidkkal, kifejezett HNF1B pozitivitast mutattak (Szponar et

al., 2011).

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

neoplasztikus 1éziokban és papillaris vesetumorokban

A keratinok intermedier filamentumok, amik a sejt integritisaban és stabilitisaban
kulcsfontossagui szerepet jatszanak. A Kkeratinok expresszidja szovet tipustol és
differenciaciotol fiiggden eltérd lehet (Moll et al., 2008). Kiilonbozd tipusd keratinok
fejez6dnek ki mas-mas epitheliumokon és ezek a mintazatok a karcinogenezis soran is

tobbnyire megmaradnak. A KRT 17 egy 46-47 kDa stlyu I-es tipust keratin, ami fontos
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szerepet jatszik a fotalis epidermélis fejlodésben és a sebgyogyulasban. A KRT17-et
basaliomdk vizsgilata kapcsdn azonositottdk, €és az Osszetett epitheliumokban
specifikum basalis sejtes, illetve myoepithelialis markerként ismerik el (Moll et al.,
1982). A KRT17 egy basalis/myoepithelialis sejt keratin, aminek a kifejezédése erdsen
fiigg a sejt helyzetétdl a komplex emberi epitheliumban (Troyanowsky et al., 1989). A
KRT17 expresszidjat leirtdk holyagdaganatban, keratoacanthoméban és laphamrakban,
oralis laphdmcarcinomaban, valamint premalignus és malignus cervix carcinomaban
(He et al., 2009; Leblebici et al., 2017; Kitamura et al., 2012). Az utobbi években
meglepd moédon tobb, nem komplex epithelialis eredetli daganatban kimutattak
jelenlétét, ugy, hogy a kiindulasi szervben a KRT17 fiziol6gidsan nem talalhat6 meg. A
KRT17 expressziojat kimutattdk gyomor adenocarcinomdaban, petefészek- és emld
carcinomaban, papillaris pajzsmirigy rdakban, de e szervek ép szoveti koriilményei
kozott a KRT17 nem fejezédik ki. Ezek alapjan a daganatokban a KRT17 neo-
és metasztazis hajlamaval hozhaté Osszefiiggésbe. A KRT17 kifejez6dése a daganat
progresszidjaval és metasztatizald hajlamaval korreldl. (van de Rijn et al., 1996; Ide et
al., 2012; Escobar-Hoyos et al., 2014; Mockler et al., 2011; Wang et al., 2011; Kim et
al., 2015; Hu et al., 2018).

Kimutattuk, hogy a KRTI17 megtaldlhatd6 az ureterbimbdban €s a fotilis vese
gyljtdcsatornijaban és a felndtt vese 0sszekotd csatornijaban. Elsé alkalommal keriilt
leirasra egyszerii (egy sejtsoros) epitheliumban a KRT17 jelenléte. A papillaris tumorok
77%-ban megtalalhaté volt a KRT17, sejt morfologiatdl fiiggetleniil. Figyelembe véve,
hogy a papilléris vese tumorok dontd tobbségében megtalalhat6 a KRT17, és, hogy ezen
daganatok mindodsszesen 6%-es mutatott metasztazis hajlamot 5 éves utankovetési ido

soran, a KRT17 papillaris vese tumorok progresszidjaban jatszott szerepe kétséges. A
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folyamatos kifejez6dés a fotalis vesében, prekurzor 1ézidkban és papillaris tumorban
azonban felveti a lehet0ségét, hogy a KRT17-nek szerepe lehet a daganat képzddésben.
A mechanikai szerepen kiviil a keratinok egyéb funkciokkal is rendelkeznek.
Kimutattdk, hogy a KRT17-nek szerepe van a sejtek viselkedésének megvaltoztatasaban
sebgyogyulds esetén. Hatasat jelatviteli utakon keresztiil fehérjeszintézis
megvaltoztatasaval és antiapoptotikus hatasok altal éri el (Kim et al., 2006; Tong és
Coulombe, 2006). A KRT17 indukalhat6 a bor sériilésekor és aktiv migraciét vagy
regeneraciot végzd epidermalis keratinocytdkban a sebgydgyulds soran. KRT17 KO
egér embrid késleltetett gyogyulast mutat ektodermalis sebek esetén (Mazzalupo et al.,
2002). Ugy tartottik korabban, hogy az embrionalis ektoderma KRT17 expresszidja
epithelialis sejtvonalak irdnyéaba torténd elkotelezddést jelent (McGowan és Coulombe,
1998). Feng és mtsai. (2009) tjfent kimutattak, hogy a CD44+/KRT17+ sejtek Ossejt-
szerl tulajdonsidgokkal rendelkeznek, mint az osztddasi képesség, kemo-rezisztencia, €s
in vivo koriilmények kozott mutatott tumorigenitas.

Adataink legalabb két szempontbdl lehetnek érdekesek. A KRT17-nek, mint a basalis
epithelialis és myoepithelialis sejtek specifikus markerének kifejezdése egy egyszert,
egy rétegli epitheliumban a fotalis és felndtt vesében, onmagéban érdekes felfedezés. Ez
mellett a KRT17 folyamatos kifejez6dése a fejlodd vesében, a prekurzor 1ézidkban és a
papillaris vese tumorok kozel 80%-aban arra enged kovetkeztetni, hogy a KRT17 a
papillaris vesedaganatok karcinogenezisében is szerepet jatszhat.

Ezen eredményeink korabbi kisérleteinkkel (Banyai, Sarlos et al., 2018) Osszevetve azt
val6szintsitik, hogy a papilléaris vese tumorok megjelenése Osszefiiggésben van a vese
szoveti fejlodésének zavaraival. A papillaris vese tumorok kialakuldsa egészen més tton
torténik, mint a konvenciondlis, vagy kromofob vese tumorok esetében, ahol a

proximaélis tubulusok vagy gytijtocsatornak differenciélt sejtjeibdl alakul ki a daganat.
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5.5. Az Y kromoszéma hianya és a PCDH11XY expresszigja prekurzor 1éziokban

és papillaris vesetumorban

s 20z

nagysagid DNS szegment taldlhatd, amely mintegy 3-4 milli6 évvel ezeldtt az X
kromoszomardl transzponalodott az Y kromoszoméra (Blanco et al., 2000). Ez a
homoldg régié az X kromoszémén egy 3.91 megabazis nagysagd DNS szegmentnek
felel meg. Az Ypll.2 homoldg szekvencia 98%-ban azonos az X kromoszoman az
Xg21.3 kromoszémalis sdvban talalhaté homolog régidval (Blanco et al., 2000).

Az Ypl1.2 régioban csak két gén lokalizalt, a protokadherin PCDHI11Y és a homeobox
gén TGIF2LY. A PCDHI1Y csakigy, mint az Xq21.3 régidban lokalizalt PCDH11X
gén a protokadherin gének csalddjaba tartozik, amelyeknek fontos szerepe van a sejt-
sejt kapcsolatban €s az agy szegmentilis kifejlodésében és funkcidjdban (Hirano et al.,
1999; Blanco et al., 2000). A koédolt gén 7 extracellularis cadherin motivumbdl, egy
rovid transzmembridn motivumbol és egy citoplazmatikus régiobdl all, amely utdbbi
kiilonbozik a klasszikus cadherinekre jellemzd citoplazmatikus régioktol. A PCDH11Y
a mar fentebb emlitett 13 bézispar delécidé mellett egy 111 kilobdzis nagysagu
genomikus deléciot mutat, amely a homoldg forma 7-es és 8-as exonjanak a vesztésével
jar. Mind a PCDHI11Y és PCDHI11X génre szamos alternativ exont irtak le (Blanco-
Arias et al. 2004). Az NCBI adatbazis 3 PCDHI11Y transzkriptot és 8 PCDH11X
specifikus transzkriptot emlit meg. Ezek az adatok, valamint az Y kromoszéma
nagysaganak és szerkezetének a variabilitasa arra utalnak, hogy az Y kromoszéma még
ma is dinamikus valtozasok megy keresztiil.

1944-ben Apitz kozolt egy érdekes tanulmanyt tobb mint 4000 boncolds soran tett

megfigyelésrdl (Apitz, 1944). A tanulmanyban a mar szabad szemmel is felismerhetd
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szubkapszularis vese adenomak életkorhoz és nemhez kotott el6fordulasat irta le. Apitz
szamszerl adatait egy grafikonon dbrazoltuk (26. abra). Ezen érdekes megfigyelni, hogy
férfiak esetében a pubertds utdntdl a 45-59 éves korig az adenomak szadma jelentOsen
emelkedett, utdna gyakorlatilag stagnalt. NOk esetében a kortikdlis adenomak szdma a
menopauza utdn mutatott jelentds novekedést. Ezek az adatok a papillaris prekurzor
1ézi6k és adenomdk hormonfiiggd kifejlodésére utalnak. It kell megjegyezni, hogy a
PCDHI11Y specifikus transzkript a prosztatardk, egy hormondependens tumor
sejtvonalban (LNCaP) a PCDHI11Y upregulaci6ja volt megfigyelhetd forbol-észter,
vagy szérum-Eheztetés indulkélta apoptézisra rezisztens sejtekben. Az apoptdzis
rezisztens sejteknél a PCDH11Y B-kateninnel kapcsolédott (Chen et al., 2002). A
PCDHI11Y cDNS-sel transzfektalt sejteknél egy masik kisérletben Wnt jelatviteli utak

aktivitasat fokozva indukalédtak antiapoptotikus folyamatok (Yang et al., 2005).
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26. Abra. Vese adenomék eléforduldsi gyakorisaga (y tengely, %) férfiakban és nékben
boncolasi leletekben az életkor (x tengely, év) fliggvényében. (Apitz, 1944)
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Immunhisztologiai vizsgélatunk arra utal, hogy a PCDHI1Y génnek jelentds szerepe
van a vese fejlodés korai szakaszaban. A mar kondenzalddott blasztémalis sejtekben
jelenik meg eldszor és a mesenchyma epithelidlis tranzicidja soran egyre fokozott
kifejez0dését figyeltiik meg. Ez arra utal, hogy a protocadherin PCDH11Y expresszidja
fontos a blasztémalis sejtek epitelizaciéjadhoz, a disztilis tubularis rendszer normaélis
kifejlodéséhez. Feltételezésiink szerint a PCDH11Y hidnya a mesenchyma epithelidlis

s sz

igy a prekurzor 1€zidk kialakulasdhoz vezet.

5.6. Modell a papillaris vesetumor kialakulasara

A papillaris vese tumor embrionalis eredete, a normalis vesefejlodés soran lokalisan
kialakult differencidlédasi zavar, a prekurzor 1€zidk perzisztildsa az élet folyaman és
joindulatd és azon tdlmenden rosszindulati tumor kialakuldsidhoz vezetd késObbi
proliferacigja alapjan javasoljuk a differencialédési zavar - prekurzor 1€zi6 - adenoma-
karcinoma szekvenciat a papillaris vese tumorok kialakulasara (Kovacs, 1993; Banyai et
al., 2017). Ezeket a morfologiai/bioldgiai megjelenési formdakat a papillaris 1éziokban
kialakulo genetikai elvaltozdsokkal tudjuk aldtdmasztani. Az tu.n. klondlis tumor
fejlodés szerint nagyobb proliferacids képességgel rendelkezd klonok tilnovik a tobbi
sejtek és a késObbiekben meghatirozzak az egész tumor genetikai karakterét és
bioldgiai viselkedését.

Molekularis patologiai szemlélet alapjan helytelen, hogy a jelenleg érvényes tumor
klasszifikaci6 szerint a jéindulati adenomét €s a rosszindulati daganatot csupan mérete

kiilonbozteti meg egymastél (Moch et al.,, 2016). Ha kovetkezetesen a papillaris

58



vesedaganat kifejezést hasznaljuk, az mind az adenomét, mind a karcindméat magéaba
foglalja. Kordabban a genetikai vizsgalatokra alapozva papillaris vese tumorok
osztalyozasara adendma-karcindma szekvencia volt javasolva (Szponar et al., 2009). Ez
szerint az adenoma a 7-es és 17-es kromoszoémak triszOmidjaval tarsul, mig
karcindbmaban 8-as, 16-os és 20-as kromoszémak triszomiija, majd tovabbi aberraciok
jelennek meg. A HNF1B és MET expresszidja embrionéalis vesében, prekurzor 1€zidban
és papillaris vesetumorban, ennek Osszefliggése a 7-es és 17-es kromoszomak
triszomidjaval, €s a csirasejtes MET mutaciés kromoszéma duplikéacidjaval arra utal,
hogy Osszefiiggés van a megnovekedett gén-dozis és a génexpresszid kozt. Ennek
figylembe vételével egy genomikus elvaltozason és génexpresszion alapuldé modellt

allitottunk fel a papillaris veserak kialakuldséara (27. abra).
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27. Abra. A papillaris vesetumor kialakuldsanak modellje. A mitotikus non-diszjunkcié
nyoman a 7. kromoszéma, rajta a (herediter esetekben mutalédott) MET génnel
duplikalédik. A megnovekedett kopiaszam (kromoszéma duplikacids, gén amlpifikicid)
a MET over-expresszi6jahoz, majd differencialodéasi zavarhoz vezet. A kovetkezd
Iépésben tovabbi kromoszémak vagy gének (pl. HNF1B) szidméanak novekedése
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eredményez over-expressziot, ami a prekurzor 1€zi6bdl papillaris adenoma, majd
karcinéma kialakulasdhoz vezet. (Banyai, Sarlos et al., 2018).
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6. Kovetkeztetések

A WHO ¢és ISUP klasszifikacidja szerint a papillaris vese karcindma a az epithelidlis
vese tubulusokbdl indul ki és az adendma és karcindma kozott csak a tumor mérete
dont:

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

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

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

A vizsgalataink célja volt a papillaris vese tumorok eredetének tisztazasa. Figyelembe
véve a legkorabbi genetikai eltéréseket, azaz a 7-es és 17-es kromoszomak duplikaciojat
és amplifikicidjat és a valtozdsokba bevont gének, mint a MET, HNF1B, KRT17
folyamatos kifejezodését fotalis vesékben, prekurzor 1éziokban és papilléris
vesetumorokban, bizonyitottnak tekintjiik a papillaris vese tumorok embrionalis
differencialodasi zavaron alapul6 eredetét. Elméletiinket timogatja a PCDH11XY gén
fokozott, idoben és térben meghatarozott kifejezO0dése az embryinalis vesefejlodés
sordan, amely a differencidlédott nefronban és papillaris vesetumorban mar nem
mutathaté ki. Osszefoglalva, véleményiink szerint a papillaris vesetumor specifikus
genomikus és génexpresszios elvaltozasokon alapulé embriondlis differencialodasi

zavar, prekurzor 1€zi0, adenoma és karcinoma fejlodési szekvenciit mutat.
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Shift of Keratin Expression Profile in End-stage Kidney
Increases the Risk of Tumor Development
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Abstract. Background/Aim: Pre-neoplastic lesions and renal
cell tumors of distinct pheno- and genotypes occur frequently
in end-stage kidneys. The aim of this study was to investigate
the role of KRT7 and KRTI9 in this process, the expression
of which was previously detected by Affymetrix GeneChip
analysis. Patients and Methods: Twelve end-stage kidneys
were analyzed to find pre-neoplastic lesions and tumors and
expression of KRT7 and KRTI9 was examined by
immunohistochemistry. Results: A total of 17 tumors, 149 pre-
neoplastic lesions, 179 simple or proliferative cysts >2 mm
were identified. Diffuse expression of KRT7 and KRT19 was
seen in all end-stage kidneys as well as in the vast majority
of cysts, pre-neoplastic lesions and tumors. Conclusion: Our
data indicates that de novo expression of KRT7 and KRTI9
resulting in altered plasticity and stem cell characteristics of
epithelial cells might be a crucial factor in increasing the risk
of tumor development in end-stage kidneys.

Chronic renal disease (CRD) is characterized by a decrease in
kidney function to a degree requiring renal replacement
therapy (RRT). The long survival of patients with non-
functioning kidneys results in remodeling of kidney structure,
so-called end-stage renal disease (ESRD). In spite of atrophic
structures, ESRD kidney shows a remarkable proliferative
activity (1). In sclerotic end-stage kidneys diffuse cystic
changes may develop, especially after long intermittent
maintenance haemodialysis, and this condition is defined as
acquired cystic renal disease (ACRD) (2). Remodelling of
kidneys in ESRD/ACRD is frequently accompanied by pre-
neoplastic lesions and renal cell tumors (RCT) of distinct
pheno- and genotype (3-8). Clinically recognized renal cell

Correspondence to: Gyula Kovacs, Department of Urology,
Medical School, University of Pecs, Munkacsy M. u. 2, H-7621
Pecs, Hungary. Tel: +36 72507334, Fax: +36 72242374, e-mail:
G .Kovacs@gmx.de, gyula.kovacs@urz.uni-heidelberg.de

Key Words: End-stage renal disease, KRT7, KRT19, immuno-
histochemistry, tumor development.

carcinoma (RCC) has been found in 3.8% of native end-stage
kidneys which contrasts with a detection rate of 0.04% to
0.3% lifetime risk of developing RCC in the general
population (9, 10). Malignancy is currently reported as a cause
of death in 3 to 4% of ESRD/ACRD patients, largely as the
result of an increasing incidence of RCC (11).

The underlying molecular mechanism of structural
remodeling of ESRD/ACRD kidneys, as well as of
development of tumors is not yet known. RCTs arising in the
general population are characterized by specific genomic
alterations. It has been proposed that in ESDR/ACRD the
microenvironment may trigger the development of tumors of
unusual pheno- and genotype (12). Expression of growth
factors and hypoxemia have been suggested to be responsible
for cystic changes and tumors (13-15). Global gene
expression analysis disclosed a Bunique gene expression
signature including a group of cytokines indicating an
inflammatory microenvironment in ESRD/ACRD kidneys
(14). Another well-defined group of functionally related
genes expressed in ESRD/ACRD kidneys encodes
intermediate filament proteins including the keratins KRT7
and KRT19 (14). It was demonstrated that KRT7 and KRT19
are up-regulated during renal epithelial injury (16). KRT19
has also been described as a putative marker of epidermal
stem cells and its overexpression was associated with
metastatic capacity of tumours (17-19).

The aim of this study was to analyse the morphological
changes and KRT7 and KRT19 expression in ESRD/ACRD
kidneys, pre-neoplastic lesions and associated tumours by
immunohistochemistry. A diffuse KRT7 and KRT19
expression was found in ESRD/ACRD kidneys and
associated tumors indicating their role in structural
remodelling and tumorigenesis.

Materials and Methods

Tissue samples. From 11 ESRD/ACRD cases 12 entire kidneys were
available and processed in several hundreds of paraffin blocks for
histological analysis. ACRD was diagnosed when the secondary
cystic changes replaced at least 40% of the kidney parenchyma. The
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hematoxylin and eosin (H&E) stained slides were scored for cysts,
small precursor lesions and tumors. The diagnosis of tumors was
established according to the Heidelberg Classification (20) and
Tickoo et al. (5). Tissue multi array (TMA) was constructed from
paraffin embedded ESRD/ACRD associated tumors after marking
the areas of interest on H&E-stained slides by one of the authors
(GK). Core biopsies of 0.6 mm in diameter were placed within a
recipient block by Manual Tissue Arrayer (MTAI1, Beecher
Instruments, Inc., Sun Prairie, WI, USA). The collection and use of
tissue samples for this study was approved by the Ethics
Committees of the University of Heidelberg, Germany and
University of Pecs, Hungary.

Immunohistochemistry. Paraffin blocks of normal and ESRD/ARCD
kidneys as well as a TMA containing ESRD/ARCD associated
tumours were used for immunohistochemistry. Serial sections of
ESRD/ACRD kidneys were used to compare the results obtained by
different antibodies. After dewaxing and rehydration of the slides,
antigen de-masking was performed in 10 mM sodium citrate buffer,
pH 6,0 or TE buffer, pH 9,0 in 2100-Retriever (Pick-Cell
Laboratories, Amsterdam, The Netherlands). Endogenous
peroxidase activity and unspecific binding sites were blocked with
0.3% hydrogen peroxide containing 1% normal horse serum for 10
min at room temperature. Slides were incubated overnight with
KRT7 (mouse monoclonal antibody, ab9021, Abcam, Cambridge,
UK) in 1:300 dilution, KRT19 (rabbit polyclonal antibody, ab14363-1,
Abcam,) in 1:100 dilution, TMEMZ27 (rabbit polyclonal antibody,
ab200664, Abcam,) in 1:1,000 dilution and AQP2 (rabbit polyclonal
antibody, PA5-38004, Thermo Fisher, Budapest, Hungary) in 1:200
dilution. HRP conjugated secondary antibody (MACH4 Universal
HRP-Polymer, Biocare Medical, Concord, CA, USA) was applied
for 30 min. The signal was visualized with AEC (Amino-ethyl-
carbazol) and DAB (3,3’-Diaminobenzidin). Tissue sections were
counterstained with Mayer's haematoxylin. In negative control the
primary antibody was omitted.

Results

Cysts, precursor lesions and tumours in ESRD/ACRD.
Analysis of 393 paraffin blocks obtained from 12 entire
kidneys of 11 patients with ESRD/ACRD revealed 17 tumors
with a size of 2-41 mm in diameter (Table I). The size of
main tumours varied between 8 and 41 mm. Five tumours
were diagnosed as papillary renal cell tumor (pRCT) and
another 6 as conventional renal cell carcinoma (cRCC), all
showing similar histology to those occurring in the general
population. One oncocytoma, two ACRD-associated
eosinophil-vacuolated tumors, two chromophobe-like
tumors, and one clear cell papillary RCC were also found
(Table I).

By detailed microscopic analysis of the 393 slides we
detected 143 small cysts, 26 proliferative cysts with solid-
papillary growth of cells within the cysts. Ten of the
proliferative cysts displayed solid growth of large eosinophil
cells with cytoplasmic vacuoles. Overall, 65 small papillary
precursor lesions of small or medium sized cells revealed
similar growth pattern, which was earlier described in
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kidneys with papillary RCC in the general population (21).
The overwhelming majority of the 42 pre-neoplastic lesions
with chromophobe RCC-like pattern occurred in the two
kidneys of one patient (173R and 173L). Nearly all of the 24
small solid lesions with large eosinophil vacuolated cells
were located in one kidney (209). The number of cysts and
distinct types of pre-neoplastic lesions are shown in Table II.
A good correlation was found between the phenotype of pre-
neoplastic lesions and tumors, the majority of pre-neoplastic
lesions displayed a similar morphology to the tumor
observed in the same kidney (Figure 1).

Expression of KRT7 and KRT 19 in ESRD/ACRD kidneys,
pre-neoplastic lesions and tumours. In normal kidney KRT7
and KRT19 proteins were expressed in principal cells of the
collecting duct. However, in ESRD/ACRD kidneys a diffuse
KRT7 and KRT19 staining was seen in small atrophic as well
as in dilated tubules lined with flat or cuboidal epithelial
cells (Figure 2A and B). To clear the origin of cells stained
positively with both KRT7 and KRT19, we have analysed
ESRD/ACRD kidneys for expression of structural proteins
of proximal tubules (TMEMZ27) and principal cells of the
collecting duct (AQP2). No expression of TMEM27 and
AQP2 or expression only in single tubules were observed
(Figure 2C and D).

There was a strong immunostaining in dilated tubules
showing papillary growth within the lumen (Figure 2E). All
papillary RCTs developed in ESRD/ACRD kidneys showed
diffuse positivity with KRT7 antibody (Figure 2F). A
membrane attenuated positive staining was seen in each
small chromophobe-like pre-neoplastic lesion in kidneys
173R and 173L as well as in the chromophobe-like cancer
(Figure 2G and H). ACRD associated eosinophil vacuolated
tumors displayed only scattered positivity with KRT7.
Conventional and clear cell papillary RCC were
consequently negative for KRT7.

All cells of tubular-papillary growing tumours including
those with broad papillary stalk displaying strong inflammation
exhibited a strong KRT19 positive immunostaining (Figure 21
and J). Proliferative cystic pre-neoplastic lesions for ACRD-
associated eosinophilic-vacuolated tumor and also the tumor
itself displayed focal cytoplasmic staining for KRT19 (Figure
2K). The chromophobe-like precursor lesions and tumours also
showed a strong KRT19 immunoreaction. Of interest, 4 of the
6 conventional RCCs showed scattered positivity for KRT19
(Figure 2L), whereas the clear cell papillary RCC was
negative.

Discussion
In chronic renal disease nephrons gradually lose their

function and undergo an extreme structural remodeling.
There is a long-debated question on the origin of atrophic
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Table 1. Pertinent clinical and histological data of ESRD/ACRD tumours.

Tumour samples Patient age/gender Renal disease

Size of kidney (cm)

Size of tumor (cm) Histological diagnosis

94A 76/M ESRD/NS
94B

94C

105 71/F ACRD/?
123A 71M ACRD/GN
123B

123C

137 61/M ESRD/NS
173 L 68/M ESRD/GN
173 R

192 49/M ACRD/NS
195 43/ M ACRD/?
203 A 54/M ESRD/?
203 E

209 49/M ACRD/GN
217 71/M ESRD/?
1926 33/M ACRD/?

9.5%x6x3 0.8 cRCC
02 pRCT
03 pRCT
12x6.5%5 40 RO
15%x8x7 3.1 ACRD-T
2.6 cRCC
22 ccpRCC
6.5%x3.0x3.0 3.0 cRCC
5.5x3.0x1.5 25 chRCC-like
5.5%3.0x2.0 15 chRCC-like
10x5.5%3 35 cRCC
9x5x4 3.0 cRCC
7x3.5x2.5 4.1 pRCT
03 pRCT
9.5x5.5%4 32 ACRD-T
6.5%3.5%3 2.8 cRCC
10x5%4 35 pRCT

NS: Nephrosclerosis; ?: unknown; GN: glomerulonephritis; cRCC: conventional RCC; pRCT: papillary RCT; RO: renal oncocytoma; ACRD-T:
ACRD associated large eosinophilic cells with cytoplasmic vacuoles; ccpRCC: clear cell papillary RCC; chRCC-like: similar morphology to chRCC.

Table II. Type and number of precuros lesions in ESRD/ACRD.

Kidney samples Nr. of blocks Cyst p-cyst Conv Pap ch-like I-eos ccpap
94 27 11 3 0 21 2 1 0
105 21 13 2 0 5 0 0 0
123 95 18 4% 0 13 0 4 1
137 32 3 0 3 2 0 0 0
173R 28 14 2 0 2 19 0 0
173L 24 7 0 0 1 21 0 0
192 23 6 0 4 0 0 0 0
195 29 38 12 5 2 0 0 0
203 25 11 2 1 5 0 0 0
209 40 12 6* 0 1 0 19 0
217 27 2 3 4 1 0 0 0
1926 22 8 2 0 12 0 0 0

p-cyst: Proliferative cyst; conv: conventional-like lesion; pap: papillary lesion; ch-like: chromophobe-like lesion; I-eos: large eosinophilic cells with
vacuoles; ccpap: clear cell papillary lesion; *proliferative cyst with large vacuolated cells. The dominant type of precursor lesion is marked in bold.

and proliferating cells in ESRD/ACRD kidneys (1, 14).
KRT7 and KRT19 are expressed only in principal cells of the
collecting duct and ascending loop of Henle. We found a
diffuse positivity for KRT7 and KRT19 in atrophic tubules
and single epithelial cells embedded in fibrous stroma as
well as in dilated and cystic tubules. In this study, TMEM27
and AQP2 antibodies, which recognize structural proteins of
proximal tubules and principal cells of the collecting duct,
respectively, stained only single tubules in ESRD/ACRD
kidneys. It was recently documented that SCEL, a marker of

distal tubular cells, shows diffuse immune-reaction in nearly
all cells of ESRD/ACRD kidneys (22). Therefore, we
suggest that the vast majority of solid epithelial cell clusters,
aberrant tubular and cystic structures in ESRD/ACRD
kidneys correspond to proliferating distal tubules.

Strong arterial and arteriolar sclerosis leads to slow or
blocked blood flow in ESRD kidneys (23). The reduced
oxygen and nutrient delivery results in damage of epithelial
cells especially of proximal tubules, which cannot easily
convert from oxidative to glycolytic metabolism. Thus,
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Figure 1. Morphological heterogeneity of precursor lesions and ESRD/ACRD tumors. A, Tubulopapillary growth of small-cell pre-neoplastic lesion
(A) and papillary RCT (B). A pre-neoplastic lesion showing a transition from small-cell papillary morphology towards large eosinophilic cells (C)
and the ACRD-associated vacuolated eosinophil tumor (D) of the same kidney. A proliferative cyst lined with large vacuolated eosinophil cells (E)
and corresponding tumor (F). Small chromophobe-like pre-neoplastic lesion (G) and tumor (H).

Figure 2. Expression of KRT7 and KRT19 in ESRD kidney, pre-neoplastic lesions and tumors. Diffuse KRT7 (A) and KRT19 (B) positivity but no
or scattered staining with AQP2 (C) and TMEM27 (D), the corresponding tumor (T) shows positive reaction with KRT19. KRT7 positive immuno-
reaction in a papillary preneoplastic lesion (E), papillary RCT (F) as well as in a small chromophobe-like lesion (G) and corresponding tumor (H).
Note the strong KRT19 staining in a tubulopapillary (1) and papillary (J) RCT, scattered positivity in a ACRD-associated tumor (K) and also in a
conventional RCC (L).
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proximal tubular cells are not only the victims but actively
participate in the inflammatory response to ischemia by
releasing cytokines and chemokines which play an important
role in progressive fibrosis which in turn increases the
hypoxemic stress (24, 25). Cells of the distal tubules are more
resistant to hypoxia and have greater capacity to shift from
oxidative to glycolytic metabolism, which may explain the
survival and preferential proliferation of cells of distal tubules.

Corresponding to the hypoxemic stage, high expression
of hypoxia inducible gene HIG2, HIF1A and also NFkB
triggering the expression of pro-inflammatory and
inflammatory proteins, has been documented in
ESRD/ACRD kidneys, cysts and epithelial hyperplasia (25).
HIF1A is also expressed in conventional RCC whereas
HIG2 in papillary RCTs. Using global gene expression
analysis two groups of functionally related genes have been
detected in ESRD/ACRD kidneys (14). The high expression
of cytokines including IL-6, IL-8 and their receptors
indicated a strong inflammatory microenvironment (14).
The other group of functionally related genes included
KRT7 and KRT19, which are known to be associated with
increased plasticity of epithelial cells. Recently, it was also
shown that expression of IL-6, TNFa and NFkB leads to up-
regulation of cytokeratins in experimental renal disease
models (26).

Highly specialized epithelial cells of kidney express, at
normal state, only KRT8 and KRT18, which are crucial in
keeping the integrity and mechanical stability of tubular
epithelial cells. Recent studies showed that this structural
support may be modulated to accommodate the changing
needs of cells and pointed out a novel role of intermediate
filaments influencing cell growth and death through dynamic
interactions with non-structural proteins. Keratins are not
only structural cell markers but are also stress-responsive
proteins in tubular cells (26). For example, KRT7 and
KRT19 are upregulated during renal epithelial injury and
repair (16). Thus, upon various types of stress such as
hypoxemia, inflammation, renal tubular injury or atrophy,
each of them occurring in ESRD/ACRD, epithelial cells may
switch on expression of KRT7 and KRT19, which appears to
correlate with reduction in the degree of terminal
differentiation.

A diffuse expression of KRT7 and KRT19 was found not
only in ESRD/ACRD kidneys, cysts, pre-neoplastic lesions
but also in tumors of distinct histological types. KRT19 has
been described as a putative marker of epidermal stem cells
(17). The increased expression of KRT19 shows a good
correlation with the invasive growth and metastatic potential
of liver and cancer (18, 19). Serum levels of CYFRA 21-1, a
KRT19 fragment, can be used as a tumour marker in variety
of cancers such as non-small cell lung cancer, breast,
ovarian, liver and bladder cancer to detect tumour cell
dissemination and presence of metastasis (27, 28).

In summary, our results indicate that tubular cells of end-
stage kidneys suspend their program of terminal differentiation
and shift their keratin expression profile from KRT8 and KRT18
to KRT7 and KRT19 which allows them to alter their shape and
to increase their plasticity necessary for the remodeling and
tumorigenic processes. ESRD/ACRD is associated with large
number of proliferative cysts and pre-neoplastic lesions with
distinct cellular characteristics similar to those observed in
tumors from the corresponding kidney. Previous and present
data indicates that ESRD/ACRD is a novel disease. The
hypoxemic and inflammatory microenvironment alters the
plasticity and leads to stem cell characteristics of epithelial cells
which might be crucial factor in tumor development.
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Embryonal Origin of Metanephric Adenoma
and its Differential Diagnosis
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Abstract. Background/Aim: The association of Wilms’ tumor
(WT), papillary renal cell tumor (PRCT) and mucinous
tubular and spindle cell carcinoma (MTSCC) with embryonal
rests has already been documented, but the cellular origin of
metanephric adenoma (MA) is not yet known. The aim of this
study was to understand their developmental evolution and
find diagnostic markers. Materials and Methods: CDS57,
KRT7, AMACR, SCEL, WTI and CDHI7 expression was
analysed by immunohistochemistry in the four types of tumors
and the associated pre-neoplastic lesions. Results:
Immunohistochemistry was able to differentiate WT, MA,
MTSCC and PRCT. A phenotypic correlation between MA
and perilobar nephrogenic rest associated with WT was
identified. Conclusion: Perilobar nephrogenic rest and MA
arise from differentiation arrested cells of the proximal
domain of the S-shape body. We propose that WTI, MA,
MTSCC and PRCT derive from different forms of maturation
arrested embryonal rests.

Metanephric adenoma (MA) is an epithelial tumor of the
kidney composed of small, uniform, embryonal-looking
cells, which are frequently seen in nephrogenic rests (NR)
associated with Wilms tumor (WT) (1). Initially it was
suggested that MA derives from persistent blastemal cells
(2). Following the first description several concepts were
published regarding its possible origin. It has been proposed,
that the more active malignant WT matures with time into
an inactive benign MA (3). Because MA may display a
papillary growth pattern and sometimes psammoma bodies,
which are characteristic for papillary renal cell tumor
(PRCT), it was considered to be a solid variant of PRCT (4).
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PRCT is composed by solid, tubular and papillary structures
and display the whole spectrum of epithelial differentiation,
from small blastema-like cells towards more differentiated
epithelial cells. Another kidney tumor, mucinous tubular and
spindle cell carcinoma (MTSCC) may also contain small
cells growing in solid or papillary formations (5, 6). Because
of the latter growth pattern, it was proposed that MTSCC is
a variant of PRCT (7).

The association of WT, MTSCC and PRCT with NR and
pre-neoplastic lesion (PNL) has already been documented,
but the origin of MA is not yet known (6, 8§, 9). WT, MTSCC
and PRCT arise from not fully differentiated cells that may
explain their heterogeneous morphology and overlapping
phenotype, the latter leading in some cases to differential
diagnostic problem. Although the genetic analysis can
identify WT, MA, MTSCC and PRCT unequivocally, it does
not give information about their cellular origin (5, 6, 10-12).
Several antibodies have been proposed to identify WT, MA,
MTSCC and PRCT, even those with an overlapping
phenotype. It was reported that solid growing PRCT, a
mimicry of MA, is positive for KRT7 and AMACR,
epithelial predominant WT for WT1 and MA for WT1 and
CD57 antibodies (13-15). Recently, CDH17 has been added
to this panel as an MA-specific marker (16).

The aim of this study was to establish the marker profile
of diagnostic importance for the abovementioned tumors by
using immunohistochemistry with WT1, CD57, AMACR,
KRT7, SCEL and CDHI17 antibodies. Moreover, the
associated precursor lesions were analyzed to get an insight
into their cellular origin and natural history.

Materials and Methods

Tissue samples. Twelve tri- or biphasic WT including 4 with MA-
like areas, and 3 WT with blastemal predominant histological
pattern were included. Ten MAs, 9 MTSCCs and 76 papillary RCTs
including 18 cases with solid or solid-tubular growth pattern of
small “blue cells” were also subjected to immunohistochemistry. In
addition, 9 PLNR, 4 and 10 PNL associated with WT, MTSCC and
PRCC, respectively, were examined. Original paraffin blocks of 3
foetal and 3 adult kidneys, WT, MA, MTSCC, PLNR and PNL as
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well as a tissue microarray (TMA) containing multiple core biopsies
of 76 PRCT were used for this study. TMA was constructed by one
of the authors (GK) as described earlier (9).

Immunohistochemistry. For IHC staining 4 ym sections placed onto
FLEX IHC microscope slides (DAKO, Glostrup, Denmark) were
dewaxed in xylene and rehydrated in graded ethanol. Antigen
retrieval was performed by boiling the slides in 10 yM sodium
citrate buffer, pH 6.0 in 2100-Retriever (Pick-Cell Laboratories,
Amsterdam, The Netherlands). Endogenous peroxidase activity and
nonspecific staining were blocked by incubation with 3% hydrogen
peroxide containing 1% normal horse serum for 10 min at room
temperature. Slides were then incubated overnight at 4°C in moist
chamber with rabbit polyclonal anti- CDH17 antibody (NBP1-
31225, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) at the dilution of
1:500 and anti SCEL antibody (HPA040154, Sigma Aldrich,
Budapest, Hungary) at the dilution of 1:250. HRP conjugated anti-
rabbit secondary antibody (MACH4 Universal HRP-Polymer,
Biocare Medical, Concord, CA, USA) was applied for 30 minutes
and colour was developed using DAB substrate (DAKO). Tissue
sections were counterstained with Mayer's hematoxylin (DAKO)
and cover-slipped with Pertex (Medite GmbH, Burgdorf, Germany).
In negative controls, the primary antibody was omitted.

Tissue sections were also stained with mouse monoclonal anti-
KRT?7 antibody (OV-TL, M7018, DAKO) at the dilution 1:3000, rabbit
monoclonal anti-pS04S/AMACR antibody (13H4, RM-9130-A,
Thermo-Scientific) at 1:150 dilution, mouse monoclonal anti CD57
antibody (NCL-NKI1, Leica Novocastra) at 1:100 dilution, mouse
monoclonal anti-WT1 antibody (6F-H2, M3561, DAKO) at dilution
1:100, after antigen retrieval at pH6 and pH9, respectively. The IHC
was processed in a BOND-MAX Automated IHC/ISH Stainer (Leica
Biosystems) and the reaction was visualized by DAB (DAKO). The
results were evaluated by scoring as negative or positive, the latter
classified according to the percentage of positive cells.

Results and Discussion

Differentiation between WT, MA, MTSCC and PRCT and
their precursor lesion by immunohistochemistry. The
immune profile of tumors which are considered to be derived
from embryonal remnants (2, 6, 8, 9) is described. The result
of immunohistochemistry of tumors as well as the associated
precursor lesions are summarized in Table I. The B3GAT1
gene product CD57 has been proposed to be a reliable
marker for MA (13, 15). In our study not only MA but also
WT, MTSCC and PRCT showed a strong reaction with
CD57 antibody, albeit in different percentage of tumor cells.
The epithelial components of WTs with MA-like structures
have also displayed positive staining for CD57. Our findings
confirm the results of two other studies reporting CD57
positivity in MA, WT and PRCT as well (4, 17). The
positive CD57 staining in all types of tumor and their
precursor lesions exclude CD57 as marker for MA and for
its possible cellular origin.

WTI1, KRT7 and AMACR antibodies differentiated
between two groups of tumors and their precursor lesions
(Table I). The WT1 antibody showed a positive immune
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Table 1. Immunohistochemistry of WT, MA, MTSCC, PRCT and
precursor lesions.

Antibodies WT MA MTSCC PRCT
PLNR T PNL T PNL T

CD57 9/9 15/15 10/10  4/4 79 10/10  56/76
WT-1 9/9 12/15  10/10  0/4 0/9 0/10 0/76
CDH17 9/9 0/15 9/10 0/4 0/9 0/10 2/76
KRT7 0/9 0/15 0/10 3/4 6/9 7/10 57/76
AMACR 0/9 0/15 0/10 2/4 8/9 7/10 74/76
SCEL 0/9 0/15 0/10 0/4 0/9 7/10 57/76

WT: Wilms tumor; PLNR: perilobar nephrogenic rest; T: tumor; MA:
metanephric adenoma; MTSCC: mucinous tubular and spindle cell
carcinoma; PNL: pre-neoplastic lesion; PRCT: papillary renal cell tumor.

reaction in 12 of 15 WT, in all perilobar nephrogenic rests
(PLNR) and MA. However, none of the 9 MTSCC, 76
PRCC and associated pre-neoplastic lesions (PNL) displayed
nuclear staining with WT1. MTSCC and PRCT as well as
their PNL were all positive for KRT7 and AMACR. Our data
are in line with previous observations showing that both
PRCT and MTSCC are positive for KRT7 and AMACR
whereas epithelial predominant WT and MA for WT1 (13,
15). Our study revealed that SCEL immunohistochemistry
can differentiate between MTSCC and PRCT and associated
PNL. Within the first group of tumors CDH17 antibody
differentiated between WT and MA. All but one MA but
none of the 15 WT expressed the CDHI17 protein.
Surprisingly, each of the 9 PLNR associated with WT was
positive for CDH17 indicating an overlapping phenotype of
MA and PLNR (Table I).

Expression of CDHI17 in normal kidney. This unexpected
result prompted us to analyse the expression of CDH17 and
also the WTI1 in developing kidneys. Foetal kidneys at
gestational age of 12 weeks showed a positive staining with
CDH17 only in parietal epithelium of Bowman’s capsule, but
not in the proximal tubules or other structures (Figure 1E).
Kidneys of 3-6 months old infants and adults were
completely negative. The WT1 was positive in cells of the
proximal compartments of the S-shape body, glomerular
podocytes and in some parietal cells of Bowman’s capsule
in kidneys of 12 weeks old foetus (Figure 1F). In infants and
adults, a strong nuclear positivity was seen in 50-70% of
podocytes. The expression of CDH17 in parietal cells of the
Bowman capsule was not expected because it is known to be
specifically expressed in gastrointestinal tract and tumors
arising from the digestive system including hepatocellular
carcinoma (18). CDHI17 gene encodes a cadherin-like protein
with 7 extracellular cadherin domains and a transmembrane
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Figure 1. Immunohistochemistry of CDH17 and WT1. (A) Positive staining with anti-CDH17 antibody in a tubular growing metanephric adenoma.
(B) Strong CDH17 immune-reaction in a MA with papillary structures. (C) Expression of CDHI17 antibody in tubular growing perilobar nephrogenic
rest and (D) WT1-positive staining in a perilobar nephrogenic rests both associated with Wilms tumor. (E) Positive immunoreaction with anti-
CDH 17 antibody in the parietal epithelium of the Bowman capsule in foetal kidney (arrow). (F) Strong positive staining with the WT1 antibody in
the podocytes and parietal cells of the Bowman capsule in a foetal kidney (arrows).

region but has no conserved cytoplasmic domain. It has a
structural similarity to CDH16, a kidney-specific cadherin,
but no expression of CDH17 was seen in adult kidneys.

Metanephric adenoma arises from perilobar nephrogenic
rest. Termination of nephrogenesis and differentiation of
specialized cell types along the nephron is a well-coordinated
molecular process controlled by several genes (19). By the
S-shaped body stage, expression of WT1 is seen in proximal

domain, where there is a distinct separation of cellular
morphology between those cells fated to be podocytes and
those forming parietal epithelial cells of Bowman’s capsule
(20). The impaired differentiation of cells of the proximal
domain may lead to the development of PL-NR, expressing
WT1 and CDH17 (Figure 1C and D), and subsequently to
the development of MA. The observation that CDH17 is
expressed in PL-NR and MA and in parietal cells of the
Bowman’s capsule exclusively in foetal kidneys strengthens
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Figure 2. Proposed developmental sequences of WT, MA, MTSCC and PRCT due to embryonal differentiation arrest and results of

immunohistochemistry supporting the hypothesis.

this suggestion (Figure 1A-C, E). The development of
diffuse tubular adenomas replacing both kidneys after a first
trimester suicide attempt with aspirin also suggests that
diffuse maturation arrest may lead to this alteration (21).
“Embryonal hyperplasia of the Bowman capsular
epithelium” (EHBCE) was observed in an infant with germ
line WT1 mutations having progressive kidney failure (22).
Association of EHBCE with MA has also been reported (23).
Hughson et al. observed EHBCE in end stage kidney, which
developed during remodelling of kidney structures in adults
and therefore, cannot be originated from impaired cellular
differentiation during nephron development (24). The
presence of CD24- and CDI133-positive cells in the
epithelium of Bowman’s capsule suggests that these cells
retain their plasticity throughout life and they may be the
source of regeneration of podocytes and also of EHBCE in
end stage kidneys of adults (25, 26).

Conclusion

In this study, immunohistochemistry revealed that different
types of embryonal rest may occur. WT is known to be
associated with IL-NR and PL-NR. IL-NR is arising due to
differentiation arrest at earliest stage of nephron development
and has potential to develop different mesenchymal and
epithelial structures such as blastemal, stromal and epithelial
cells of distinct cellular lineages characteristic for tri- or bi-
phasic WT (8). The PL-NR, however, corresponds to
impaired differentiation of primitive epithelial cells at a
narrow window of epithelial differentiation, shows a slow
but continuous growth and may evolve to MA. Within a PL-
NR, hyperplastic lesions (HP-NR) may develop sometimes
leading to epithelial form of WT (8). The pre-neoplastic
lesions (PNL) associated with MTSCC and PRCT arise after
completing the mesenchymal-to-epithelial transition and
therefore their potential is limited exclusively to
development of epithelial lesions (Figure 2).
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One of the novel findings of our study is the
documentation that, in spite of earlier suggestion (4), MA
and PRCT are distinct entities derived from different
precursors at different developmental stages of embryonal
kidney. Another novel finding is the demonstration of a
phenotypic correlation between PL-NR and MA suggesting
their common origin from differentiation arrested cells of
the proximal domain of S-shape body fated to form the
parietal cells of the Bowman’s capsule. The finding that all
WT including those with MA-like structures were negative
for CDH17 antibody staining excludes the possibility that
MA is the hyper differentiated benign end of WT spectrum.
The specificity of CDH17 staining in the diagnosis of MA
was confirmed and was shown that WT1, CDH17, AMACR,
KRT7 and SCEL immunohistochemistry can differentiate
WT, MA, MTSCC and PRCC. We propose that WT1, MA,
MTSCC and PRCC derive from different types of
embryonal rest.
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