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1. BEVEZETES
1.1 A végstadiumu vesebetegség (ESRD) és annak jelentdsége

A kronikus vesebetegség (CKD) napjainkban népbetegségnek szamit. A betegek
szama 2017-re vildgviszonylatban elérte a 700 milliot. 1,2 millié beteg halalat okozta,
ami a kovetkez6 évtizedekben az el6jelzések alapjan tovabb fog emelkedni, 2040-re
elérheti akar az évi 4 millio halalesetet is (1, 2). A végstadiumu vesebetegség (ESRD) a
vesebetegség utolso (6todik) stadiuma, ami a GFR értéke 15ml/perc/1,73 testfelszin m?
alatti értéknél mondhato ki. Az ESRD arra az irreverzibilis klinikai folyamatra utal,
amikor az ¢érintett személy folyamatos vesepotld  kezelésre (dializis,
vesetranszplantacio) szorulhat az életveszélyes urémias allapot elkeriilésének céljabol.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2020-ban tobb mint 500.000 végstadiumi
veseelégtelen beteget tartottak szamon (3). Az ESRD incidenciaja és prevalencigja
folyamatos novekedést mutat (2, 4-6). A US Renal Data System adatai szerint évente
20000-rel nd az ESRD betegek szama az Amerikai Egyesiilt Allamokban.

Az ESRD multifaktoridlis eredetii. A betegek szdmanak folyamatos ndvekedése
szamos etiologiai  tényezére vezethetd vissza. Evtizedekkel koribban a
glomerulonefritis volt az egyik vezet6 oka a betegség kialakulasanak. Napjainkban a
fertdzéses eredetli ESRD betegek szdma jelentdsen csokken kiilondsen a fejlett
orszagokban, azonban a fejlddd orszagokban még mindig fontos etiologiai tényezd. A
legfrissebb tanulmanyok a magas vérnyomast és a cukorbetegséget nevezik meg a két
legf6bb etiologiai faktorként (2, 4). Az okok ko6zott fontos még megemliteni a
policisztas vesebetegséget, a hugyti rendszerben hosszasan fennalld obstrukciodt (az
obstrukcid pontos kivaltdé okatol fliggetleniil), a vesico-ureteralis refluxot, a gyakori
visszatéré pielonefritiszt és egyes gyogyszereket, mint példaul a nem-szteroid

gyulladascsokkentoket (NSAID), a kalcinurin-inhibitorokat és az antiretroviralis
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gyogyszereket (3). Az emberek sziiletéskor varhato élettartama folyamatosan né. Az
¢letkor novekedése is rizikofaktor a veseelégtelenség kialakuldsanak szempontjabdl, a
fejlédd orvostudomanynak koszonhetéen egyre tobb kronikus vesebeteg jut az ESRD
stadiumaba. Vesepotld kezelést vilagszerte 2,5 millio beteg kap, azonban az elébb
részletezett okok miatt szamuk 2030-ra elérheti az 5,4 milliot (1).

A CKD csupan 2 %-a progredial ESRD-be, azonban ennek a betegpopulacionak az
ellatasa is jelentGs terhet ro az egészségligyi rendszerekre (2). 2001-ben az ESRD
betegek kezelése vilagszerte 70$-75$ milliardos koltséggel jart, a vesetranszplantacio
koltségeit nem szamitva (1). Az adatok jol mutatjak, hogy nem csupan egészségligyi,
hanem komoly gazdasagi kihivassal allunk szemben, melynek kezelése, elsésorban

megeldzése kulcsfontossagu a jovot tekintve.

1.2 Az ESRD vese szovettani vonatkozasai

A CKD el6bb vagy utobb a vese megkisebbedéséhez, tigynevezett zsugorvese
kialakulasdhoz vezet. Szovettani vizsgalat ezekben a vesékben a nefron tubuléris
atrofiajat, a fibrotikus stroma kifejezett gyulladasat, valamint az artériak, arteriolak és
glomerulusok sulyos szklerdzisat mutatja. Ezek a szoveti elvaltozasok direkt és indirekt
moédon megbontjak a vesemiikddés és a veseszerkezet egységét, amelyek a nefron
stlyos karosodasahoz vezetnek. CKD-ben, kiilondsen az urémia kialakulasanak idején,
a vese szovettani jellemzo6i a kiindulasi betegségtdl fiiggetleniil hasonléan nézhetnek Ki,
megnehezitve ezzel az eredeti betegség felismerését. Dializalt betegek esetén
kifejezettebb a szoveti eltérés (7, 8).

Heptinstall mar korabban felhivta a figyelmet az ESRD vesében lathaté olyan
progressziv struktaralis elvaltozasokra, mint a nagymértékii, féleg kalcium-tartalmu

kristalyokbol allo lerakodasok €s az artéria intima rétegének megvastagodasa (7).



Hammes 1995-ben leirta, hogy a vese epitelialis sejtjei fokozott proliferacioval
valaszolnak a kalcium-oxalat kristalyok hatasara (9). Az ESRD vesére jellemz6

szovettani elvaltozdsokat Hughson és mtsai tobb kozleményben mar 40 évvel korabban

crer

crer

az ESRD vesében a tubulusok elvaltozasait, amelyeket klasszikus atrofias tubulusokra,
tiroidizacion atment tubulusokra, endokrin tubulusokra és szuper tubulusokra osztottak
fel. Annak ellenére, hogy az ESRD vese atrofias, hegesedett, igen jelentds

sejtproliferaciot mutat, foleg a klasszikus és szupertubulusok epiteliumaban.

1.3 A vese cisztas elvaltozasai, a szerzett cisztas vesebetegség (ACRD)

A hosszantartd dializis hatdsara, de néha nélkile is mindkét vesében kialakuld
cisztas elvaltozasokat mar korabban leirtak (8). Szerzett cisztas vesebetegség (ACRD)
esetén a normal szoveti szerkezet felbomlik €s helyét az idiilt gyulladas, valamint a
fibrotikus atrendez6dés veszi at, amelyben a megmaradt tubulosok egy része proliferal
és cisztikus atalakulason megy keresztiil. A cisztak novekedése végiil az egész vese
cisztikus atalakulasahoz és szamos esetben a vese megnagyobbodasahoz vezet. Ilyen
esetekben szerzett cisztas vesebetegségrél (acquired cystic renal disease, ACRD)
beszéliink. Evekig dializalt betegeknél gyakran talalkozhatunk az ACRD szdvettani
képével, amelyben kifejezett sejtproliferacio figyelheté meg pre-neoplazias 1éziokkal és
ritka szovettani és genetikai elvaltozast mutat6 veserakkal (8, 10). A nagyobb cisztak
falabol szolid vagy papillaris novekedésti hamproliferaciod indulhat ki, amely idénként

kitolti az egész cisztat és végiil tumor kialakuldsahoz vezethet.



Az ACRD diagnéziséhoz az orokletes cisztas vesebetegségek kizarasa, legalabb
harom nagyobb ciszta jelenléte és mindkét vese parenchimajanak legalabb 25%-0s
érintettsége sziikséges. A cisztak tobbsége foleg a vese kortikalis részében alakul ki, de
a veseparenhima barhol érintett lehet (8). A nagyobb cisztak falaban fokozott
sejtproliferacio figyelhetd meg.

Az ACRD-ben a sejtek proliferacidoja sokkal fokozottabb, mint az ESRD
zsugorvesében. Ezt a proliferacios készséget a dializis idOtartama egyértelmiien
befolyasolja és noveli az ACRD kialakulasanak valoszintiségét. Tiz éves dializis esetén
a betegség kialakulasanak valoszintisége 100% (14). Az ACRD jelentOsége az altala
okozott szamos szovédményhez kothetd. A leggyakoribb a cisztdk rupturdjabol,
fert6z6désébodl eredé hematuria, mely jelentkezhet mikro- és makrohematuria képében
is. Habar a vesesejtes daganat kialakulasa nem a leggyakoribb elvaltozas a szerzett
vesecisztas betegek korében, mégis a beteg és a klinikus szempontjabdl ez a

legfontosabb.

1.4. Vesesejtes tumorok (RCC) ESRD/ACRD vonatkozasaban

A vesepotlo kezelések, mint a peritonedlis dializis és vesetranszplantécio javitjak a
betegek €letmindségeét és meghosszabbitjak varhato élettartamukat. Azonban a hosszu
dializis kezelés alatt a megmaradt és ciSztikusan tagult tubulusokban, valamint a
gyulladasos fibrotikus stromaba agyazott kis epitelialis sejtcsoportokban fokozott
sejtproliferacio jon létre. llyen cisztikus elvaltozast az ESRD-hez vezetd elsddleges
betegségben nem lehet latni, ez egyértelmiien a dializissel fiigg 6ssze. Dunnill mar a
70-es években 0Osszefiiggést latott az ACRD és a kiilonb6z6é benignus €s malignus
vesetumorok kialakulasa kozott. A hosszutavon dializalt betegek veséjében a kifejezett

sejtproliferaciohoz tarsuldo pre-neoplazias léziokat, valamint igen ritka vesetumor



tipusokat irtak le (8,10). Nemcsak a kialakult tumorok szdvettani tipusa kiilonbzo,
hanem a daganatok keletkezése is joval gyakoribb ESRD-ben ¢s ACRD-ben szenvedé
betegeknél, mint az atlagpopulacidoban. Prospektiv ~ vizsgdlat soran a
vesetranszplantaciora vard betegek korében a klinikailag igazolt vesesejtes daganatok
(RCC) el6fordulasa 3,8% volt (15). Ez joval magasabb, mint az RCC 0,04%-os rizikoja
az atlagpopulacioban (16).

Kiilonosen dializalt betegekben magasabb az RCC kockazata az atlagpopulaciohoz
viszonyitva (14). A daganat prevalenciaja dializalt betegek esetében 1,4-1,7% (17, 18).
AZ RCC 5-7-szer gyakoribb férfiakban, mint ndkben. Az ACRD-vel tarsultan
el6forduldo RCC-k idében korabban alakulnak ki, az esetek 10%-ban kétoldaliak és az
esetek harmadaban multifokalisak (8,10,18). Bar a daganat gyakran multifokalis vagy
kétoldali, nagyon ritkan ad tiineteket, mérete is ritkan haladja meg a 3 cm-t és igy nem
veszélyezteti kdzvetleniil a betegek életét.

ESRD-ben a papillaris daganatok aranya joval nagyobb, mint az atlagpopulacidban.
Az esetek csaknem felében figyeltek meg papillaris tipust vesetumort, amely
szovettanilag megegyezik az altalanos populécidoban eléforduld papillaris vesetumorral.
Viszont az atlagpopulacio rosszindulati vesedanatainak csak 10%-a felel meg papillaris
veseraknak, mig a gyakori konvencionalis veserak az esetek 85%-t teszi ki (19). Ritkan
eléfordulhat  kalcium-oxalat lerakodast mutatdé eozinofil vesetumor, amelyik
egyértelmiien az ESRD veséhez kothetd. Szintén csaknem kizarolag az ESRD vesében
lathato az ugynevezett eozinofil vakuolakat mutaté tumor. Nagyon ritkan vilagossejtes

papillaris vesetumort is megfigyeltek (20-23).



1.5. Az ESRD/ACRD vesetumor-genom jellemzéi

Kromoszéma és DNS vizsgalatok alapjan az ESRD/ACRD vesében megjelend
koncentionalis és papillaris veserakok genomikus valtozasai megegyeznek az
atlagpopulacioban eléforduld hasonl6 szovettani megjelenésit RCC-kK jellemzdivel, mig
az eozinofil vakuoldkat mutatdé tumorok nem mutatnak visszatérd, jellemzé
kromoszoma-valtozasokat (24-26). Szokatlan szovettani kép esetén az ESRD/ACRD-
vel 0sszefliggd tumorok némelyikének diagnozisa még a molekularis jellemzés utan is
bizonytalan. A rendelkezésre all6 adatok alapjan nagy valoszintiséggel allithatjuk, hogy
az ESRD/ACRD-vel 0sszefiiggd RCC-k egy részének kialakulasa eltér az
atlagpopulacioban eléforduld tumorok onkogenezisétol és megkiilonboztetd, de nem

egységes genetikai elvaltozasokat mutat (27).

1.6. Az ESRD és ACRD kialakulasa és a daganat patogenezise

A szovettani és molekularis genetikai vizsgalatok ellenére az ESRD/ACRD vesék
parenhimalis és intersticialis sejtjeihez kapcsolhatd biologiai folyamatok, valamint a
tobbszoros cisztak kialakulasahoz, a veseparenhima atalakulasahoz és a ritka daganatok
kialakulasahoz vezeté pontos molekularis mechanizmusok jelenleg még ismeretlenek.
Az ESRD soran a vese szerkezeti és miikodési egysége megbomlik, elészor a kronikus
gyulladas okozta hegesedés hatarozza meg a mikroszkopos képet, melyet a nefronok
karosodasa kovet. Az ESRD vesében az atrofias tubulosok sejtjeiben és a
stromasejtekben nagyon intenziv sejtproliferacio lathato (28).

A hosszantart6 dializis soran kialakuld vesecisztak tobbsége egyrétegii kobhammal
bélelt (23). ESRD vesékben a cisztat béleld epitélium és a tubulusok sejtjei fokozott
novekedést mutatnak. A hiperplazia az atipusos cisztakban a legkifejezettebb, a legtobb

ciszta falat proliferalo sejtek alkotjak, melyek gyakran papillarisan novekvd



rakmegel6z6 elvaltozasokat képeznek (23, 29). A cisztak bennéke viztiszta,
szalmasarga, esetleg cisztaruptura vagy fertézéshez kothetd vérzés kovetkeztében
voroses, barnas arnyalata folyadék. A cisztak valészinileg a tubulusok kitagulasabol
proximalis és disztalis részének zarédasaval magyarazzak (29). A cisztak és a késébb
kialakulé tumorok jelentds része a proximalis tubulusokbdl, de sok esetben a mar nem
meghatarozhato eredeti sejtekbol alakulnak ki (28, 30).

A veseszerkezet atalakuldsanak pontos molekulédris mechanizmusat még nem tudjuk,
de szamos, a folyamatban fontos szerepet jatszo tényezé mar ismert. A vese kivalaszto
miikodésének elégtelensége miatt kialakult urémiaban a szervezetben felszaporodnak
olyan toxikus anyagok, melyek egészséges emberben a vizelettel tavoznak. Az urémia
az Osszes szervre hatassal van. A megndvekedett mennyiségli mérgez6 anyagok a
sejtekben talalhato orokitéanyagot, azaz a DNS-t karositjak. Cengiz 1988-ban leirta az
urémidhoz kotheto testvérkromatida kicserél6dés gyakorisagat és a sejthalalhoz kothetd
mikronukleuszok kialakulasait ESRD vesékben (31). A DNS repair mechanizmusok
hatékonysaga urémias betegekben az egészséges egyénekben észlelhetd érték 60%-ra
csokken, mely a vesepotld kezelésekkel normal szintre javulhat (32).

Az urémias betegekben kialakuld toxikus hatasok stilyos mitokondrialis karosodast
okozhatnak (33). A mitokondrialis orokitéanyag sokkal érzékenyebb a genotoxikus
hatasokra és ezért gyakrabban fordul elé benne mutacio. A gyakoribb mutaciot a
kiilonbdz6 protektiv és repair mechanizmusok hianya is elésegiti. A mitokondrialis
DNS mutaciéo az elektron transzport lanc defektusa miatt intracellularis reaktiv
oxigéngyokok (ROS) fokozott termelddéséhez vezet (34). Az emelkedett ROS szint a

DNS tovabbi karositadsaval szintén eldsegiti a daganat létrejottét.
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Az ESRD vesékben kialakuld tumorok egy része mind genetikai, mind a szdvettani
jellemzéiben jelentOsen eltér az atlagpopulacioban eléforduld tumoroktol (20).
Genetikai vizsgalatok soran olyan kromoszomalis és DNS eltéréseket azonositottak,
amelyek az atlagpopulacioban eléforduld vesedaganatokban nem mutathatok ki (10, 20,
25). A rakmegel6z6 1éziok gyakorisaga, a szokatlan szovettani és genetikai jellemzok
arra utalnak, hogy a fibrotikus, kronikus gyulladasos mikrokdrnyezetnek van szerepe az

ESRD/ACRD-ben lathato tumorok kialakulasaban (27).

1.7. A mikrokornyezet szerepe az ESRD/ACRD asszocialt tumorok kialakulasaban

Urémiaban a mérgez6 vegyiiletek mennyisége megnovekedett, melyek toxikus és
metabolikus stressz alatt tartjak a nefron sejtjeit. Ezenkiviil a novekedési faktorok, mint
a hepatocita novekedési faktor (hepatocyte growth factor, HGF), a hepatocita
novekedési faktor receptor (hepatocyte growth factor receptor, MET) és az inzulinszer(
novekedési faktor (insuline-like growth factor, IGF-1) fokozott expresszidja IS
tanulmanyok a hipoxia altal indukalhato faktor-2 (HIF-2) és a hipoxia altal indukalhato
faktor-1o. (HIF-1a) szerepének jelentdségét hangsulyozzak, amelyek a vesék neo-
vaszkularizacidjahoz vezethetnek (36). A gyulladas okozta oxidativ —stressz
karcinogenetikus hatasa mar régota ismert tény (37,38). A sejtekre gyakorolt oxidativ
¢s metabolikus stressz és a kiilonbozo citokinek, koztiik az interleukin 6 (IL-6) hatasara
1étrejovoé ROS a hipoxia altal indukalhat6 faktor-1 (HIF-1) emelkedett kifejez6déséhez
vezetnek (39). A HIF-1 a nuclear factor kappa béta (NFkB) utvonalon a kiilonbdz6
gyulladast eldsegitd fehérjék szintézis¢hez vezet, amelyeknek jelentds szerepe van az
ESRD ¢és ACRD vesékben kialakult gyulladasos kaszkadban (36). A normal sejtekben

a thioredoxin-interacting fehérje (TXNIP) és thioredoxin (TXN) szabalyozza a
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sejtmiikddéshez sziikséges megfeleld ROS szintet. A TXNIP fokozott kifejezédése
eldsegiti az intracellularis ROS képzddését azaltal, hogy gatolja a TXN miikodését.

Beszamoltak a proto-onkogének megvaltozott expresszidjarol, a c-erbB-2
amplifikacidjarol, a c-jun aktivalodasarol és a connexin 32 hipermetilacidjarol (40).
Leirtak a citokinek, példaul az IL-6, az interleukin-8 (IL-8) és a vascular endothelial
growth factor (VEGF) fokozott expressziojat ESRD/ACRD vesékben (41-43).
Diabétesz miatt kialakult nefropatiaban (DNP) a proximalis tubulusok sériilése a Toll-
like receptor 2 (TLR2) és a Toll-like receptor 4 (TLR4) kifejez6déséhez és gyulladasos
folyamat elinditasahoz vezet (55). Egy globalis génexpresszids vizsgalattal az
ESRD/ACRD vesékre jellemz6é specifikus génexpresszios ujjlenyomatot irtak le,
amelyben funkcionalisan egymassal Osszekapcsolodd gének, mint citokinek ¢és
kemokinek, valamint keratinok fordultak el6 (41). Ezenkiviil szamos, a sejtek
reaction (RT-PCR) valamint immunhisztologiai vizsgalat megerdsitette, hogy a gének
jelentds része valoban csak ESRD/ACRD vesékben fejezddik ki.

ESRD-ben szenved6knél a vérben keringé 1,25-(OH).Ds (D-vitamin) szintje
alacsonyabb. A sejtproliferacio szabalyozasaban a D-vitaminnak jelentés Szerepet
tulajdonitanak és tumorellenes hatasat is igazoltak (12-15). A keringé D-vitamin szintjét
a vesében két hidroxilaz szabalyozza. Az la-hydroxylase (CYP27B1) a D-vitamin
biologiailag aktiv formajanak szintéziséért felelds, mig a 24-hydroxylase (CYP24A1) a
D-vitamin katabolizmusat szabalyozza (14). Kisérletes munkak utaltak arra, hogy a D-

vitamin metabolizmusanak zavara dsszefiiggésben allhat a karcinogenezissel (18-20).
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2. CELKITUZESEK

Az eddigi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az ESRD vesében gyakrabban
keletkezik vesetumor, amelynek szdvettani és genetikai jellemz6i kiillonbéznek a normal
populacio daganataitol. Egy korabbi feltételezés alapjan az ESRD vesében kialakult
mikrokornyezetnek lehet ebben szerepe. Ennek megerdsitésére megvizsgaltuk a
gyulladdsos mikrokornyezet kialakuldsdban szerepet jatszo gének expresszidjat

immunhisztolégiaval:

a, meghataroztuk a citokinek, mint az IL-6, a Colony stimulating factor 2 (CSF2), a
Transforming growth factor B (TGFp), és az Interleukin 1 (IL1B) sejtekhez kotott
expresszidjat

b, megvizsgaltuk a fibrotikus stroma kialakuldséban és a vese atépiilésében szerepet
jatszo gének kifejez6dését, mint az o smooth muscle actin (aSMA), a Fibronectin 1
(FN1), a Laminin subunit a 3 (LAMAS3), a Laminin subunit 3 (LAMB3), a Laminin
subunit y 2 (LAMC?2).

c, megvizsgaltuk a vese szerkezet atrendezddéséhez és a tumorok keletkezéséhez
sziikséges metalloproteinazok, mint a Matrix metallopeptidase 9 (MMP9) és a Matrix
metallopeptidase 12 (MMP12) kifejez6dését.

d, Osszefliggést keresiink az ESRD vesében jelentdsen csokkent szamu tubulusok és
a D-vitamin receptor, valamint a CYP24A1 és CYP27B1 szoveti kifejezodése kozott.

e, megvizsgaltuk a gyulladds okozta oxidativ stressz hatisara létrejové ROS

szabalyozasaban szerepet jatszo TXNIP-TXN redox rendszer hatasat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Vizsgalt anyag

Ebben a vizsgalatban 12 ESRD/ACRD vesét hasznaltunk fel, amelyeket
vesedaganat megjelenése miatt tavolitottak el. Ezek a mintdk a Heidelbergi Egyetem
Urologiajarol, a Bad-Hersfeldi Korhazbol (Németorszag), a Cambridge-i Radcliffe
Korhazbol (Egyesiilt Kiralysag), és a Ljubljanai Egyetem Patoldogiai Intézetébol
(Szlovénia) szarmaztak. Hat zsugorvese ESRD-nek és hat vese a kifejezett cisztikus
elvaltozasok miatt ACRD-nek felelt meg. Minden esetben radikalis nefrektomia tortént.
A mintékat a nefrektomiat kdvetden azonnal feldolgoztuk.

A veséket 4%-o0s formaldehid oldatban fixaltuk. Minden vesébdl a vese
nagysaganak megfeleléen 43-137 paraffin blokkba agyazott minta készilt. A
hematoxilin és eozin festett metszetekben az epitelialis elvaltozasokat kiilonbozo
csoportokba osztottuk: szolid epitelialis sejtcsoport lumen nélkiil, ciszta, prekurzor 1€zid
¢és tumor. A cisztakat két csoportba osztottuk: egyszer(i ciszta, amelyeket egy kobham
vagy lapos sejtek béleltek, vagy proliferdlé ciszta, amelyek lumenébe papilléris
novekedést mutatd atipusos sejtek helyezkedtek el. A tumorokat a Heidelbergi
klasszifikacio szerint és Tickoo kozleménye alapjan értékeltiik (45,22). A szovettani
vizsgalat alapjan 6t tumort papillaris vesesejtes daganatnak (pRCC), hat tumort pedig
konvencionalis vesesejtes carcinomanak (CRCC) korisméztiink. Ezen kiviil egy vese
onkocitoma, két ACRD-hez tarsuld eozinofil-vakuolizalt tumor (evRCC), két
kromofob-szerti tumor (chIRCC), és egy vilagossejtes pRCC fordult el a tizenkét
ESRD/ACRD vesében. Az anyag felhasznalasat a Heidelbergi és a Pécsi Egyetemek
Etikai bizottsaga engedélyezte. (No. 5343/2014) Az embrionalis vesék a Pécsi
Tudomanyi Egyetem NOgyogyaszati osztalyarol, engedélyezett abortusz kapcsan

kertiltek feldolgozasra.
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3.2 Tissue microarray (TMA)

A vizsgalat sordn tumor szovetet tartalmazo paraffin blokkokat hasznaltuk fel
szoveti mikrochip (TMA) készitéséhez. A hematoxilin és eozin festett metszetekben
megjeloltiik a tumor részleteket és a paraffinba agyazott szovetblokkbol egy ebben a
technikdban gyakorlott patologus (Prof. Kovacs) a Manual Tissue Arrayer (MTA 1,
Beecher Instruments, Inc. Sun Prairie, USA) segitségével elkészitette a TMA-t. Minden
tumorbdl legalabb két, 0,6 mm atmér6ji szovethengert vittiink at a TMA-ba.

3.3 Immunohisztokémia

Immunohisztokémiai  vizsgalatra 16 paraffinba agyazott reprezentativ
ESRD/ACRD vese blokkot valasztottuk ki. Ezekbdl sorozat metszeteket készitettiink,
hogy a kiilonb6z6 antitestekkel kapott eredményeket Ossze tudjuk hasonlitani. A
vizsgalat soran felndtt és fotalis vesékben is meghataroztuk az antitestek kifejezodését.

A 4%-os formaldehidben fixalt és paraffinba agyazott szovetmintakbol 4um-es
metszeteket készitettiink, amelyeket alacsony forraspontii paraffinba martottunk az
epitopok megérzésére. Felhasznalas elott a paraffint xylollal oldottuk le 42°C
termosztatban és kétszeri friss xylol csere utan a metszeteket rehidraltuk leszallo etanol
sorban (100-96-70%-o0s alkohol). A rehidralas utan a metszeteket desztillalt vizben
ledblitettiik és kétszer 6t percig EnVision FLEX WASH BUFFER-ben (DAKO,
Glostrup, Denmark) tartottuk. Ezutan, az antitestnek megfeleléen vagy 10 mM citrat
bufferben (pH 6,0) vagy EnVision FLEX Target Retrieval oldatotban (pH 9,0) 2100-
Retriever-ben (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam, The Netherlands) inkubaltuk
121°C-on 3 percig. Ezt kovetden a metszeteket WASH bufferben 6blitettiik. Az endogén
peroxidazt az Envision FLEX Peroxydase Blocking Reagent-tel (DAKO) blokkoltuk 10

percig szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a metszeteket lefedtiik a primer antitestekkel
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€s 1 oran keresztil szobahémérsékleten inkubaltuk. Negativ kontrollokban az
elsédleges antitestet elhagytuk.

1. Tablazat. Felhasznalt antitestek

Antitest Gyarto Higitas
anti-VDR, ab134826 Abcam, Cambridge,UK 1:200
anti-CYP27B1, EPR20271 Abcam, Cambridge UK 1:2000
anti-CYP24A1, HPA022261 | Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA 1:200
anti IL6 PA1-26811 | Thermo Fisher, Budapest, Hungary 1:400
anti-CSF2, TA808009 Origene, Rockville, MD, USA 1:150
anti-TGF, PA1-26811 | Thermo Fisher, Budapest, Hungary 1:400
anti-aSMA, ab124964 Abcam, Cambridge, UK 1:1000
anti FAPa ab207178 Abcam, Cambridge, UK 1:200
anti-FN1, ab32419 Abcam, Cambridge, UK 1:250
anti-MMP12, NBP1-31225 | Novus Biologicals, Littleton, CO, USA 1:250
anti-LAMA3  HPAO009309 | Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary 1:50
anti-LAMB3  HPAO008069 | Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary 1:200
anti-LAMC2  HPAO024638 | Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary 1:1000
anti-TXN, HPAO055752 | Atlas Antibodies, Bromma, Sweden 1:500
anti-TXNIP, EPR14774 Abcam, Cambridge, UK 1:200
anti HIF1a ab51608 Abcam, Cambridge, UK 1:600

A kovetkezd 1épésben a metszeteket HRP konjugalt szekunder antitesttel fedtiik le
(DAKOQO) és 30 percig szobahén inkubaltuk. A szignalok eléhivasa amino-ethyl-
carbazol-lal (DAKO) vagy AEC-vel (DAKO) tortént mikroszkopos kontroll mellett,

majd a reakciot desztillalt vizben gatoltuk. A metszeteket Mayer's hematoxillinnel
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(Lillie’s modification, DAKO) festettiik. Tiz masodpercig kékitést végeztiink 2,5/1000
ml ammoniumhidroxidban, majd a metszeteket Glycergel Mounting Mediummal
(DAKO) lefedtiik. A mikroszkopos kiértékelést Leica DMRBE mikroszkoppal

végeztiik, a foté dokumentaciot a ProgRes C14 kamera segitségével végeztiik el.
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4. EREDMENYEK
4.1 Az ESRD/ACRD vese szovettana

A hat ESRD vesébdl négy esetben fordult elé az irodalomban leirt gyulladasos
fibrotikus szovetbe agyazott kalcium-oxalat kristaly, amelyet néha tobbmagva
oriassejtek vettek koriil (1. Abra A). A metszetekben atrofias tubulusok mellett koriilirt
teriileteken hipertrofias tubulusokat is megfigyeltiink. Ez utobbiakat kobham vagy
magas vilagos és eozinofil citoplazmaji epitelialis sejtek bélelték. A hipertrofias
tubulusok, amelyek a proximalis tubulusok sejtjeire emlékeztettek, fibrotikus stromaba
agyazott koriilirt sejtcsoportokat alkottak. Feltiind volt az artéridk és arteriolak
endotelialis és simaizomsejtjeinek, valamint a pericitadknak az erds proliferacidja, amely
a nagyobb erek csaknem teljes elzaroédasahoz vezetett (1. Abra B). Az ESRD vesék
tulnyomo részében a fibrotikus stromaban erdteljes gyulladas jeleit figyeltik meg. Az
immunsejtek jelentds része limfocitanak felelt meg, de koriilirt teriileteken plazmasejtes
infiltracio is eléfordult. Ezenkiviil vagy csak egy-egy teriileten, vagy a vesék jelent6s
teriiletét elfoglald pajzsmirigyszerli elvaltozast észleltiink, ahol a tagult tubulusok
lelapult hamsejtekkel voltak bélelve és a lument eozinofil folyadék toltotte ki (1. Abra
C). Az ESRD vesék fibrotikus gyulladasos stromajaban szamos kiilonallo sejtet vagy
lazan  kapcsolddo  kiilonalld  hamsejtcsoportokat — figyeltink meg. Ezeknél
fénymikroszkoppal nem tudtunk bazalis membrant azonositani (1. Abra D). Fontos
megjegyezni, hogy ezek a sejtcsoportok erdteljes proliferaciora utalo sejtmagelvaltozast
és megnagyobbodott sejtmagvacskat tartalmaztak. Ezeknek a sejteknek az eredete a
fénymikroszlopos megjelenés alapjan nem volt megallapithatd. Osszefoglalva, az
ESRD vesére elsdsorban a jelentds fibrotikus atalakulds, kifejezett gyulladasos
infiltracio €s a kis, valamint a nagyobb erek falaban el6fordul6 intenziv miofibroblaszt

¢s endotel sejt proliferacio volt jellemzo.
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1. Abra. A végstadiumu vese néhany jellegzetes szdvettani képe. A. Részben kioldodott
kalcium-oxalat kristalyok fibrotikus és gyulladasos kornyezetben. B. Erételjesen

gyulladasos stromaba agyazott vastagfali erek az intima és a miofibroblastok

pajzsmirigy szerii szovettani kép. D. Gyulladasos mikrokdrnyezetben bazalis membran
nélkiili szolid sejtcsoportok, proliferaciora utaldé sejtmagok, amelyek prominens

eozinofil sejtmagvacskat tartalmaznak.

AZ ACRD vesékben a fokozott cisztas atalakulas mellett a stromaban ugyanolyan
gyulladasos sejtes infiltraciot figyeltiink meg, mint az ESRD vesékben. A kisebb és
nagyobb erek elvaltozasa is hasonl6 volt az ESRD vesékben latottakhoz. A legtobb
cisztat egyrétegii kobhamsejt bélelte, de szamos cisztaban kortlirt szolid vagy papillaris

sejt proliferacio fordult elé (2. Abra). A proliferalé sejtek a legtdbb esetben a cisztat
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béleld sejteknek megfeleléen eozinofil citoplazmat mutattak. Azonban szamos
cisztaban vilagos citoplazmaja sejtek papillaris proliferacioja volt megfigyelhets. Az
ACRD vesékben megfigyeltiink olyan cisztakat is, amelyekben az egyrétegli kobham
fokozatosan magas eozinofil sejtes atalakulast mutatott, majd a nagy vakuolizalt
eozinofil sejtekb6l allo szolid, papillaris sejtszaporulat csaknem az egész ciSztat

kitoltotte. Ezek mar tumort megel6z6 allapotnak tekinthetdk (2. Abra A-D).
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2. Abra. A szerzett cisztas vesebetegségben kialakult proliferdld cisztik jellemzd
szovettani képe. A. A cisztafalban, valamint a cisztaba n6v6 szolid szerkezetii szovetben
koleszterin kristalyok lathatok. B. Alacsony kdobhammal bélelt ciszta (nyil) csaknem
teljesen kitolté proliferald eozinofil vakuolizalt sejtekkel, amelyek az eozinofil
vakuolizalt veserak megel6z6 allapotanak felel meg. C. Hialinizalt, vastag falu ciszta

crer
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papillaris sejtproliferacio, amely a végstadiumt vesében eléforduld vilagossejtes

crcr

4.2. Az ESRD/ACRD vese prekurzor 1éziok és tumorok szovettana

A tizenkét vesében Osszesen 65 papillaris, 42 kromofob-szerti és 24 eozinofil
vakuolizalt tumort megel6z6 1€ziot azonositottunk. A hat vesébdl négy esetben a cRCC
mellett 3-4 mikroszkopikus méretii vilagos sejtes prekurzor 1€zi6 fordult €. A legtébb
ESRD/ACRD vesében megfigyelt daganat vagy cRCC vagy pRCC, melyek
szovettanilag megegyeznek az atlagpopulacioban el6fordulé tumorok szdvettani
jellemzoivel (3. Abra A és B). Osszességében 6t pRCC, hat cRCC, egy vese
onkocitdma, harom evRCC, négy chlRCC ¢és egy vilagossejtes pRCC fordult eld a 12
vesében. Harom vesében az ACRD-hez tarsuld eVRCC fordult eld, amely nagyméretii
eozinofil vakuolizalt sejtekbdl épiil fel (3. Abra C). Az eozinofil sejtek szolid-tubularis,
néha papillaris ndvekedést mutattak. Erdekes médon az evRCC némelyikében a pRCC-
hez hasonlo kis-kozepes méretii eozinofil sejtek fokalis papillaris novekedését figyeltiik
meg, amely fokozatosan atment evRCC-ba. Egyetlen esetben koérisméztiink egy
ugynevezett vilagossejtes pRCC-t, amely szintén az ESRD vesére jellemz6 tumor (3.

Abra D).
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4. abra. A végstadiumu vesére jellemz6 daganatok szovettani képe. A. Konvencionalis
veserak szovettani képe ESRD veséb6l. B. Kis bazofil sejtes papillaris vesetumor
ESRD-ben. A papillaris vesetumorra jellemzé pszammoma testek is megfigyelhetok
voltak (nyil). C. Kizaroélag ACRD-ben el6forduld vakuolizalt eozinofil sejtes tumor. D.
Vilagosssejtes papillaris tumour ESRD-bdl. A dagantsejtek nem bazalisan, hanem a

sejtek felszinén jelennek meg (nyil).

4.3. A gyulladasos mikrokornyezet kialakulasaban részt vevo gének vizsgalata
4.3.1. A citokinek kifejezédése ESRD/ACRD vesében

Bar a laboratorium nemrég kozolte az IL-6 expresszidjat ESRD/ACRD vesében, a
vizsgalatot megismételtiik a metszeteken, amelyeket ebben a tanulmanyban hasznaltunk
fel. Az 6sszes ESRD vesében erds IL-6 expressziot észleltiink a tubularis epitel sejteket

koriilvevo stroma fibroblasztjaiban (4. abra A-C). Hasonl6an kifejezett IL-6 expressziot
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figyeltink meg az ACRD vesében, ahol a stroma fibroblasztok mellett kiilondsen a
kisebb-nagyobb  cisztak  koriil elhelyezkedé fibroblasztok mutattak pozitiv
immunreakciot az IL-6 antitesttel (4. Abra C). Azokban a kitagult tubulusokban,
amelyekben az epitelialis sejtek papillaris novekedést mutattak, gyenge IL-6
immunfestést észleltiink. A Kis atrofias, valamint dilatalt tubulusokban, amelyeket lapos
epitelialis sejtek béleltek, csak néhany sejt mutatott pozitiv IL-6 festést. A daganat
képzddés szempontjabol talan a legfontosabb megfigyelés volt, hogy szamos
gyulladasos és 1L-6 pozitiv stromaba agyazott szabalytalan epitelialis sejt vagy ezek
csoportja szintén 1L-6 pozitiv reakciét mutatott (4. Abra B és D).

A CSF2 az artériak vagy arteriolak endotelialis és simaizomsejtjeiben fejez6dott ki.
Tovabba erételjes CSF2 immunreakciot lattunk a hialinizalt stromaba agyazott
szabalytalan Kis tubulusok sejtjeiben, kiilonallo epitelialis sejtekben és szabalytalan kis
csoportokba szervezOdott proliferald epitelialis sejtekben is. TGFB expressziot
els6sorban a kis artériak koriil proliferaldo pericitakban és miofibroblasztokban
figyeltink meg. Ezekiviil egy-egy bazalis membran nélkiili epitelilis sejtcsoport is
pozitiv festddést mutatott a TGFp antitesttel. Az ACRD vesék kisebb-nagyobb
cisztainak falat béleld sejtek, valamint a proliferaciot mutato eozinofil-vakuolizalt sejtek

erds TGFp expressziot mutattak.
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5. abra. IL-6 expresszido végstadiumu vesében. A. Intenziv immunreakcié az IL-6
antitesttel a fibrotikus stromaban, amely szabalytalan szerkezet(i tubulusokat vesz koriil
(nyil). A tubulusok epitelialis sejtjei nem mutatnak IL-6 expressziot. B. Gyulladasos,
er6sen IL-6 pozitiv stromaban epitelialis sejtek szabalytalan csoportjai erds
citoplazmatikus IL-6 festédést mutatnak (nyil). C. Cisztikusan tagult tubulust koriilvevé
fibrotikus stroma erételjes 1L-6 pozitivitast, mig a cisztat béleld hamsejtek gyenge
immunreakciot mutatnak. D. Az erdsen fibrotikus, gyulladasos, hialinizalt stroméba

agyazott szabalytalan tubulusok hamsejtjei intenziv IL-6 expressziot mutatnak.

4.3.2. A fibrotikus stroma kialakitasaban részt vevé gének
Az oSMA az aktivalt fibroblasztokban, az tugynevezett miofibroblasztokban
fejezédik ki. Erés aSMA expressziot kizarolag az ESRD vese szklerotikus stromajaban

Iévo fibroblasztokban talaltunk, az epitel sejtek nem festédtek aSMA antitesttel. Az
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arteriak falat megvastagito és a lument elzaré miofibroblasztok és mioendotelidlis sejtek
erés immunreakciot adtak az aSMA antitesttel (6. Abra A). ACRD vesékben a cisztak
koriil jelent6sen felszaporodott miofibroblasztok szintén erds pozitivitast mutattak (6.
Abra B). Proliferald tubularis sejtcsoportok, valamint az egyediilallo epitelialis sejteket

is aSMA pozitiv miofibroblasztok vették koriil (6. Abra C és D).

Ao asma B | . aSMA

A\ & N

6. abra. Az aSMA Kkifejezodése végstadiumu vesében. A. Intenziv aSMA festddés az
erek falat megvastagito aktivalt myo-fibroblasztokban. B. Cisztikusan atalakult, kitagult
tubulusok koriili stromaban az aSMA expresszio jelzi az aktivalt fibroblasztok
jelenlétét. C. Aktivalt fibroblasztokat tartalmaz6, aSMA pozitiv stromaba agyazott
kiilonallé tunbulusok. D. A fibrotikus, de nem hialinizalt stroma pozitiv festédést mutat
a FN1 antitesttel. E. Hasonlo szdveti strukturakban kaptunk pozitivitast a LAMA3
antitesttel. F. A LAMC2 antitest elsésorban a fibrotikus stromaba agyazott, szabalytalan

tubulusok hamsejtjeiben mutatott pozitiv festédést.
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Az FN1 pozitiv sejtek gyakorlatilag megfeleltek az oSMA pozitiv
miofibroblasztoknak. FN1 festddést elsGsorban fibrotikus szklerotizald stromaban
elhelyekedé fibroblasztokban észleltink (7 Abra A). Elvétve egy-egy stromaba
agyazott, kiilonallo epitelialis sejtben vagy szabalytalan sejtcsoportban is megfigyeltiik
enyhe FN1 pozitivitast, elsésorban az epitelialis sejtek bazalis polusan (7. Abra B).
Cisztikusan tagult tubulusok koriil finom FN1 pozitiv fibroblaszt haldzat, vagy hegszerti
nagyfoka FN1 felszaporodas fordult eld (7. Abra C, D). A laminin332 mindharom
Osszetevoje pozitiv reakciot mutatott az ESRD/ACRD vesében. A LAMA3 és LAMB3
kis hamszer( sejtcsoportokban és extracellularisan a stromaban fejezddott ki, mig a

LAMC?2 expresszio elsdsorban a hamsejtekben volt megfigyelhetd.

A FN1 B *_ FN1

C FN1T D FN1
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7. Abra. Fibronectin (FN1) immunreakcié végstadiumu vesében. A. Diffiz FN1
festddés a fibrotikus stroma sejtjeiben (nyil). B. Gyenge FN1 festddés figyelhetd meg a
tubularis sejtek bazalis membranjan (nyil). C. A tagult tubulusokat hatarold, enyhén
fibrotikus stroma sejtjei pozitiv reakciot adnak az FN1 antitesttel. D. Egy cisztikusan

tagult tubulus hialinizalt, FN1 pozitiv stromaban.
4.3.3. Matrix metalloproteinazok (MMP) Kkifejezodése ESRD/ACRD vesében

Mivel a metalloproteinazoknak (MMP) jelentOs szerepe van a szdoveti szerkezetek
atépiilésében, megvizsgaltuk az MMP9 ¢és MMP12 kifejezddését is ESRD/ACRD
vesékben. ESRD vesékben a stromalis fibroblasztok, kiilondsen a tubulusok koril
jelentés MMP9 immunreakciot mutattak (8. Abra A). Az ACRD vesékben a kisebb-
nagyobb cisztak falaban szintén jelentds MMP9 fest6dés volt kimutathaté (8. Abra B).
Az MMP9 kizarolag a stroma sejtjeiben fejezodott ki, a hamsejtekben nem figyeltiink
meg MMP9 pozitivitast. Ezzel ellentétben az MMP12 antitest erds citoplazmatikus
festodést mutatott a kitagult tubulusokban, valamint az ACRD vese cisztainak sejtjeiben
(8. Abra D). Ezen kiviil, egyes kiilonallo hamsejtben és a fibrotikus stromaval
elvalasztott sejtcsoportban is erés festédést is tapasztaltunk. Viszont az MMP12 nem

expresszalodott a stroma fibroblasztjaiban.
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8. abra. Metalloproteinazok kifejezddése végstadiumu vesében. A. Kotdszovetbe
agyazott szabalytalan tubulusok koriili stroma sejtjeinek egy részében MMP9
expresszid figyelhetdé meg (nyil). B. Erdteljes MMP9 festddés cisztikusan kitadgult
tubulus faldban (nyil). C. MMP12 immunreakcié a kis szabalytalan elrendezésii
epitélialis sejtekben (nyil). D. Az atrofias tubulusok sejtjei mellett a cisztafalban

proliferald epitelidlis sejtek is erds immunreakciot mutattak az MMP12 antitesttel.

4.4. A TXNIP, TXN jelatvitel ESRD vesében
4.4.1 A TXNIP, TXN expresszioja normal vesében

A TXN citoplazmatikus expresszioja Kizardlag felnétt vese proximalis tubulus
sejtjeiben fordult el6 (9. Abra A). Néhany sejt nuklearis TXN pozitivitasat észleltiink.

A TXNIP erds expressziot mutatott a kortikalis és medullaris gytijtdcsatorna sejtjeiben,
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a kis artériak miofibroblasztjaiban és a kis erek endotel sejtjeiben, valamint gyenge
pozitivitast mutatott a proximaélis tubulus sejtjeinek luminaris felszinén (9. Abra B).

Egészséges felnott vesében a TXNIP nuklearis expresszidja nem igazolodott.

A ™XN B TXNIP
PT A
~CD-
DT j_,/‘CD o Z
™ ik 3 ‘ >
L% ‘
C TXNIP D TXNIP

>3
AN

A
T A
9. Abra. A TXN a vese proximalis tubulusaiban fejezédik ki. B. Ezzel ellentétben a
TXNIP kizarolag a kivezetd csatornak sejtjeiben figyelheté meg. C. A gyulladasos
kornyezetbe (nyilak) agyazott tubulusok egyediil allo epitelilis sejtekben erdteljes
TXNIP kifejezédése lathatd. D. A nagyobb artériak miofibroblasztjaiban és endotel
sejtjeiben a TXNIP antitest erételjes expresszioja lathatd (nyilak), hasonléan az

epitelialis sejtekhez (rovid nyilak).

4.4.2. ATXNIP, TXN kifejez6dése ESRD/ACRD vesében
A TXNIP és TXN kiilonboz6é erdsségli expressziot mutatott az ESRD/ACRD
vesékben. Amint a normal felndttkori vesében megfigyeltiik, az ESRD/ACRD vesékben

is er6s TXNIP expresszio fordult el a kis erek faldban a proliferalo
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miofibroblasztokban és endotel sejtekben. Majdnem minden metszetben talaltunk
koriilirt proliferaciot mutatd TXNIP pozitiv kapillarisokat (9. Abra C). A nagyobb
arteriakban er6teljes miofibroblaszt, pericita és endotel sejt proliferaciot mutato artériak
voltak megfigyelheték (9. Abra D). Sem a nagy erek, a miofibroblasztok, az endotel
sejtek, sem a kis kapillarisok nem bizonyultak pozitivnak TXN antigén vizsgalattal. A
fibrotikus hialinizalt stromaba agyazott kis hamsejtcsoportok ¢€s Osszenyomott
tubulusok erésen pozitivak voltak a TXNIP-re, mig ugyanezek a sejtek csak gyenge
TXN expressziot mutattak (9 Abra D). Szabalytalanul novekvé, proximalis tubulusokra
emlékeztetd tubularis sejtek kis csoportjai a 12 ESRD/ACRD vesébdl 6tben fordultak
eld, és ezekben a TXN pozitivitas erésebb volt, mint a TXNIP pozitivitds. A pozitiv
sejtek némelyikének sejtmagja is pozitiv festédést mutatott TXN antitesttel. A
kobhamsejtekkel bélelt egyszerti cisztak dontd tobbsége gyenge pozitivitast mutatott a
TXN antitesttel (10. Abra A). Ugyanezek a vese részletek sokkal erdsebb
immunreakciét adtak TXNIP festéssel (10. Abra B). A feltételezett fokozott oxidativ
stressz vizsgalatara elvégeztiik az IL-6 és HIF1a immunreakcidt azonos metszeteken.
Bar az IL-6 pozitiv reakciot adott a cisztak kortili fibroblasztokban, a HIF-1a negativ

volt az 6sszes metszetben (10. Abra C és D).
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10. Abra. A TXN, TXNIP, IL-6 és HIF-1a kifejez6dés végtadiumu vese cisztikusan
atalakult részében. A. A cisztakat béleld hamsejtek gyenge TXN festddést mutatnak. B.
Ugyanazon veserészletben fokozott TXNIP kifejezddés figyelheté meg. C. Az IL-6 a
cisztak kozotti gyulladasos stroméban mutat pozitivitdst. C. A HIF-1a negativ

immunreakciot adott.

A cisztikus elvaltozast mutatd ACRD vesékben, kiilondsen a proliferativ cisztakban
sokkal kifejezett volt a TXN és TXNIP kifejezédése kozotti kiilonbség (11. Abra). A
papillarisan nové sejtek rendkiviil enyhe citoplazmatikus TXN reakciot mutattak,
viszont a sejtek egy részében erds sejtmagfestodést észleltink (11. Abra A).
Ugyanezekben a sejtekben a TXNIP antitesttel rendkiviil er6s citoplazma festédés volt

megfigyelhetd (11. Abra B). Az IL-6 immunhisztokémia a papillak stromajiban
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intenziv 1L-6 kifejez6désre utalt (11. Abra C). Viszont a HIF-1o az egyszerii cisztikhoz

hasonloan negativ volt (11. Abra D).

(@
r:
)
O

» 0y
A AN 3
.f“‘ \ A -
AT 2%
S s
o A g
"2 ! \\ $ Iv I N
. “ ty
3

TXNIP

11. abra. A TXN, TXNIP, IL-6 és HIF-1a kifejez6édése proliferativ Cisztaban. A.

Néhany sejt citoplazmdjaban, de kiilondsen ezek sejtmagjaban erdteljes TXN

pozitivitas lathatdo (nyilak). B. A TXNIP antitest kifejezett citoplazmatikus

kifejez0dése lathato. C. A papillaris strukturak kotdszovetes stromajaban jelentds IL-

6 pozitivitas fordul el6 (nyilak). D. Gyakorlatilag negativ immunreakcio a HIF-1a

antitesttel.
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4.4.3. ATXNIP, TXN, HIF1a kifejezodése ESRD/ACRD tumorokban

Hét cisztdban, amelyeket papilldrisan novekedd eozinofil vakuolizalt sejtek
csaknem teljesen kit6ltottek, valamint az 6t evRCC-ban pozitiv immunreakciot talaltunk
a TXN antitesttel. A legtobb daganatsejtben sejtmag pozitivitast is megfigyeltiink.
Ugyanezek a sejtek erés immunreakciot adtak a TXNIP antitesttel is (12. Abra A és B).
A kilenc chromophobe-like pre-neoplasias 1ézi6 és a négy chl-RCC erés
citoplazmatikus pozitivitast mutatott mindkét antitesttel. A papillaris pre-neoplasias
[éziok, valamint a TMA-ban 1évé 6t pRCC-k mindegyike pozitiv volt a TXNIP
antitesttel. Kozepes szintii TXN festést figyeltiink meg nyolc papillaris pre-neoplasias
[ézioban és a négy pRCC-ban. A citoplazmatikus festés mellett két pRRC nuklearis
TXN pozitivitdst mutatott. A vilagossejtes papillaris tumor mindkét antitest esetében
negativ volt.

Hat cRCC mutatott citoplazmatikus €s ketté nuklearis TXN expressziot is. Az
endotelialis sejtek negativ immunreakciét mutattak (12. Abra C). Hat cRCC koziil
harom gyenge citoplazmatikus TXNIP expressziot és ketté nuklearis pozitivitast
mutatott. A hat cRCC koziil 6tben erés nuklearis immunreakciot figyeltiink meg a

stromalis endotel sejtekben (12. Abra D).
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12. abra. TXN és TXNIP kifejez6dése ESRD/ACRD tumorokban. A. Az ugynevezett
evRCC sejtjeiben a citoplazma, valamint a sejtmagok jelentds része is erésen festodott
a TXN antitesttel. B. Erés citoplazma és alkalomszerlien egy-egy sejtmag pozitivitas a
TXNIP antitesttel. C. Sejtmag TXN pozitivitas cRCC-ban (révid nyil), viszont az
endotelialis sejtek nem festédtek (nyil). D. A konvencionalis veserak Kkapillaris

érhalézatanak endoltel sejtjei erds sejtmag pozitivitas mutatnak a TXNIP antitesttel

(nyil).

Az ebben a vizsgalatban szerepld TXN és TXNIP immunreakcid eredményeit az

ESRD /ACRD-vel sszefiiggd daganatokban az 1. tablazatban foglaltuk ssze.

34



1. Tablazat. A TXN és TXNIP kifejez6dése ESRD/ACRD-tumorokban

Antitest Tumor

evVRCC (5) chIRCC (4) cRCC (6) pRCC (5)

TXN cyt 5 4 6 4
nucl 5 2 2 2
TXNIP cyt 5 4 3 5
nucl 2 1 2 -
end-nucl - - 5 -

eVRCC- eozinofil-vakuolizalt RCC; chlRCC - kromofob-szeri RCC; cRCC -
konventionalis RCC; pRCC — papillaris RCC; cyt - citoplazma; nucl — nukleusz; end —

endotel

4.5 A D-vitamin jelatvitel ESRD vesében és tumorokban

4.5.1. VDR, CYP24A1, CYP27BI kifejezodése normal vesében

A D-vitamin receptor (VDR) erés expressziojat talaltuk a magzati vesében. A tiz
hetes vesében a VDR erds festédést mutatott az ureterbimbo sejtjeiben, az azt koriilvevo
blasztemalis sejtekben, a pre-tubularis aggregatumokban, ¢és az ezekbdl a
mesenchimalis-epitelialis atmenet soran kialakuld sejtekben, amelyekbdl késébb a
gylijtécsatornak fejlédnek ki (13. Abra A). A legerésebb festédést az S-formaju
testecskék disztalis részén észleltiik. A 14-16 hetes fotalis vese proximalis és disztalis

tubularis sejtjei gyenge festddést mutattak a VDR antitesttel. A CYP27B1 antitest a
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fejlodé Henle-kacs, a makula denza és a disztalis tubulusok sejtjeiben adott erds pozitiv
reakciot a 10, 14 és 16 hetes fotalis vesékben. A CYP24A1 nem fejez6dott ki a fotalis

vesében.

Feln6tt vese minden sejtjében, a proximalis tubulusoktél a medullaris
gyljtdcsatornakig nuklearis VDR expresszid volt megfigyelhetd, de a legerdsebb
festdést a disztalis tubulusok teriiletén észleltiink (13. Abra B). CYP27B1 erds
kifejez6dése a Henle-kacs felszalld agaban, a makula denza sejtjeiben és a disztalis
tubulusokban fordult el6, mig a gyiijtécsatornakban csak néhany sejt volt pozitiv. Mind
a CYP27B1, mind a CYP24A1 fehérjék finom szemcsés fest6désként vannak jelen a

sejtek citoplazmajaban, amely megfelel a mitokondriumok elhelyezkedésének.
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13. abra. VDR, CYP27B1 és CYP24Al kifejez6dése. A. Erés magfestés figyelhetd
meg a fotalis vese nefrogén zoénaban. B. Hasonloan kifejezett nuklearis VDR pozitivitas
a felndtt vese minden sejtjében. C és D. VDR immunohisztokémia erds sejtmag
pozitivitist mutatott az atipusos tubulusok sejtjeiben és a szolid sejtcsoportokban
(nyilak). E és F. Gyulladasos stromaba agyazott szabalytalan tubulusok és egy-egy
kiilonallo epitelialis sejt citoplazmajaban CYP27B1 és CYP24A1 pozitivitas lathatd

(nyilak).
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4.5.2. VDR, CYP24A1, CYP27BI1 kifejez6dése ESRD/ACRD vesében

Az ESRD/ACRD vese szerkezeti atalakulasat fibrotikus gyulladasos stroma
jellemzi, amelyben szabalytalan tubulusokat, epitelidlis sejtcsoportokat, és kiilonb6zo
tipusu cisztdkat lehet talalni. A teljesen atépiilt ESRD/ACRD vesében talalt pozitiv
immunreakciot a normal vesétdl eltérden, nehéz egy bizonyos sejttipushoz tarsitani.
VDR expressziot csak szabalytalan tubulusok néhany sejtjében és néhany kiilonallo
sejtben észleltiink (13. Abra C és D). A hialinizalt gyulladasos stromaba agyazott
szabalytalan tubularis sejtek egy része pozitiv immunreakciot adott mind a CYP27B1
mind a CYP24A1 antitesttel (13. Abra E és F). A cisztak falat alkoto sejtek egy része
szintén pozitivnak bizonyult. A még felismerhet6 epitelialis sejteknek csak kis szazaléka
(1-3%-a) bizonyult pozitivnak a VDR, CYP27B1 és CYP24A1 antitestekkel. Harom
ACRD vesében, amelyekben a ciszta lumenébe papillaris szolid eozinofil-
vakuolumokat tartalmazd sejtcsoport ndvekedést figyeltink meg, erés VDR ¢és
CYP27B1, valamint gyenge CYP24Al pozitivitast észleltiink. Két ESRD vesében,
amelyek ugyanazon betegbdl szarmaznak, az epitelialis sejtek mintegy 30%-aban
pozitiv  festédést észleltink mind a VDR, CYP27B1 ¢és CYP24Al
immunhisztokémidval. Ezekben a vesékben el6forduld szamos kromofob veserakra

emlékeztetd pre-neoplasztikus 1€zio is pozitivitast mutatott mindharom antitesttel.

4.5.3. VDR, CYP24A1, CYP27BI kifejezodése ESRD/ACRD vesetumorokban
Minden papilléris pre-neoplazias 1ézi6 és mind a hat pPRCC negativnak bizonyult
mindharom antitest vizsgalata soran. Tovabba negativnak bizonyult a hat cCRCC is. Az
Osszes eVRCC ¢és azok prekurzor 1€ézidi is pozitivak voltak a VDR és CYP27B1
antitesttel és gyengén pozitivak a CYP24Al antitesttel. A kromofob-szerii pre-

neoplazias 1ézidk és tumorok erds pozitiv festédést mutattak a CYP27B1 antigénnel,
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miga VDR és CYP24A1 antigének csak mérsékelt pozitivitdst mutattak. A vildgossejtes

pRCC negativ volt mind a harom antitesttel.

5. MEGBESZELES

A papillaris vesetumor ESRD vesében eléforduld szokatlanul magas aranydra
Ishikawa és Kovacs mutatott ra 1993-ban (19). Ezt kovetéen Kovacs felvetette az ESRD
vesében kialakult mikrokornyezet hatasat a tumorok gyakori kialakulasaban (27).
Hamarosan az is nyilvanvalo lett, hogy nemcsak szokatlan tipust vesetumorok
alakulnak ki ESRD vesében, hanem ezekben a tumorokban olyan kromoszomalis
elvaltozasok figyelhetok meg, amelyek nem jellemzdek az altalanos populacidoban
kialakulo tumorokra. Ezeket az adatokat figyelembe véve Nagy és munkatarsai
elvégeztek ESRD ¢és ACRD vesék génexpresszios vizsgalatat az Affymetrix
GeneChippel. Az ESRD/ACRD vesékre jellemz6 expresszios ujjlenyomatot 2016-ban
kozolték (41). Az ESRD vesében, a normal veseszovethez képest nagymértékben
kifejez6dé gének kozott tobb funkcionalis csoportot kiilonitettek el. Az egyik nagyobb
géncsoportot a citokinek és citokin receptorok, mint az IL-6, a Chemokine ligand 1
(CXCL1), a Chemokine ligand 3 (CXCL3), a Chemokine ligand 6 (CXCL6), a
Chemokine ligand 8 (CXCLS8), tették ki. Egy masik funkcionalis csoportba a
citokeratinok mint a Keratin 7 (KRT7), a Keratin 19 (KRT19), a Keratin 23 (KRT23),
a Keratin 81 (KRT81) ¢s a a Keratin associated protein 2-2 (KRTAP2-2) tartoztak (41).
Ezenkiviil szamos mas gén, mint a CSF2, a G proteincoupled receptor 87 (GPR87), a
Forkhead box E1 (FOXEL), az Epiregulin (EREG), a Noggin (NOG), a LAMAS, a
LAMB3, a LAMC2 csaknem kizarolag az ESRD/ACRD vesékben fejezodtek ki.

Neéhany tovabbi gén az ESRD/ACRD vesékben kialakul6 tumorokban is kifejezddott.
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Nagy ¢s munkatarsai altal elvégzett génexpresszios vizsgalat felhivta a figyelmet a
gyulladasos mikrokornyezetben kifejez6d6 gének, mint az IL-6, TGFp, CSF2, valamint
az aSMA, FN1, laminin332 és az MMP9 ¢s MMP12 szerepére a gyulladasos-fibrotikus
folyamat fenntartasaban ¢s az ESRD/ACRD kialakulasaban. Ezek a gének jelentds
szerepet jatszanak az extracellularis kornyezetet kialakitasaban, az egyre fokozddo
fibrézisban, a vese szerkezet atépiilését befolyasolo epitelialis sejtproliferacioban és a
tumorok kialakulasaban. A rendelkezésre allo adatok alapjan az IL-6, az IL-8, a
Lipopolysaccharide binding protein (LBP), a Serum amyloid Al (SAAL), valamint mas
gének (HGF, MET, IGF-1, HIF-2, HIF-1a, VEGF) expresszidjanak ismeretében
hatarozottan kijelenthetd, hogy a hosszan tarté gyulladasos mikrokornyezetnek fontos
szerepe van a vese szerkezetének atalakulasaban €s a ritka szovettani és genetikai
megjelenésit RCC kialakulasaban (20, 22, 24-26, 35, 36, 40, 42, 43). Az elvaltozasok
progressziojanak 1épésrol-1épésre torténd megfigyelése a gyulladasos folyamatok korai
fazisatol a vese végso szerkezeti atépiiléséig lehetetlen, mivel az ESRD/ACRD vesét
tobbnyire csak a progresszio utolsé szakaszaban egy klinikailag kimutathatdo tumor
miatt tavolitjak el. A rendelkezésre all6 adatok és a jelen tanulmany adatai alapjan
megprobaltuk rekonstrualni az ESRD/ACRD vese kialakulasanak és a tumorok

kialakulasdnak a folyamatat.

5.1 A proximalis tubularis sejtek szerepe a CKD kialakulasaban

A kiilonféle vesebetegségek altal okozott csokkent oxigén- és tapanyag-leadas,
illetve a toxikus stressz a proximalis tubulusok karosodasat eredményezi, amelyek
nehezen képesek alkalmazkodni a megvaltozott kornyezethez. Nem képesek konnyen
és gyorsan az oxidativ anyagcserérdl a glikolitikus anyagcserére atallni. Normal

korilmények kozott egy rovid ideig tartd stresszbdl, a fennmarado életképes sejtek
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csaknem teljesen felépiilhet (46). A helyzet azonban dramaian megvaltozik a hosszan
tartd hipoxémias-toxikus vagy metabolikus stressz soran (47). A sériilt proximalis
tubularis sejtek pro-inflammatorikus citokineket, mint IL-6, CSF2 és tumor nekrdzis
faktor o (TNFa) termelnek (48, 49). DNP-ban a magas gliikdz és a hipoxémias stressz
hatasara a proximalis tubularis sejtekben a fibronektin és ,,heat shock”-fehérjék, a TLR
endogén ligandjai fokozottan kifejezodnek (50, 51). A proximalis tubularis sejtek altal
expresszalt TLR-ek aktivalhatjdk az NFkB jelatviteli rendszert, amely a pro-
inflammatorikus citokinek képzédéséhez vezet (52). A TLR2 és a TLR4 részt vesz a
vese iszkémia-reperfuzids sériilésében €s a nefrotoxicitas kialakulasaban is (53, 54). A
vesesejtek és az aktivalodott immunsejtek folyamatos citokin képzése tovabb fokozza a
gyulladasos folyamatot. A hosszan tartd oxidativ vagy metabolikus stressz a kezdeti
gyulladast 6rdogi korként tovabb noveli, ami irreverzibilis intersticialis fibrozishoz,
végiil a vesefunkcio elvesztéséhez vezet (47). Ebben a fazisban molekularis folyamat az
eredeti betegségtol fliggetleniil, k6zos utat kdvet. Ennek a k6zos utnak a korai jellemzéi
a tubularis sériilés mellett a vese stroma fokozott gyulladasos sejtes infiltracidja. Ennek
a gyulladasos kornek a végeredménye az extracellularis matrix taltermelése, ami
fibrézishoz vezet, atalakitja a vese szerkezetét, és igy a szOvetek integritasa és a

vesefunkci6 fokozatosan elveszik.

5.2. A citokinek szerepe a gyulladasos amplifikacios folyamatban

Az immunrendszer f6 feladata a szoveti homeosztazis fenntartasa, a sériilt sejtek
felismerése és eltavolitasa (55). Hosszantartd gyulladasos folyamatokban azonban az
immunsejtek hozzajarulnak a fibrézishoz és a tumorok kialakuldsdhoz is (56).

Génexpresszio-vizsgalattal kimutattak, hogy a CXC csaladba tartozo citokinek, példaul
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a CXCL1, a CXCL3, a CXCLS5, a CXCL6 ¢és a CXCLS8, valamint a CSF2, a IL-6, a
TGFp és a Chemokin ligand 20 (CCL20) fokozottan kifejez6dnek ESRD/ACRD-ben
(41). Ezek a citokinek egy sejtfelszini jelatviteli utvonalat alkotnak az IL-8
receptorokkal, a Chemokin receptor 1 (CXCR1) és a Chemokin receptor 2 (CXCR2)
pedig a G-fehérjével aktivalt masodlagos hirvivé rendszeren keresztiil kozvetitik a
novekedést stimulalo, angiogenetikus vagy kemotaktikus jeleket a kiilonb6zd sejteken
(57). Immunhisztokémiaval kimutattak, hogy a CXCL8 (IL-8) é¢s a CXCR2 receptor
ESRD/ACRD vesében az epitelialis és a stroma sejtekben is expresszalodik (41). Az IL-
8-nak és receptoranak megnovekedett expresszidja nem csak a sejtproliferacidban, a
neoplasztikus transzformacioban is (58).

A legtobb adat arra utal, hogy az IL-6 kifejez6dése az egyik, talan legfontosabb
Immunhisztokémiai modszerekkel mar korabban és ebben a tanulméanyban is
kimutattuk, hogy ESRD/ACRD vesében az IL6-ot miofibroblasztok, proliferalo
hamsejtek valamint a CRCC sejtjei expresszaljak (42). A sériilt proximalis tubularis
hamsejtekb6l felszabadulo I1L-6 makrofagokat és monocitakat toboroz, amelyek
fokozzak az akut fazis fehérjék, mint az LBP és SAAI szintézisét a stromalis sejtekben
(59). Az LBP egy CDI14 altal szabalyozott utvonalon keresztiil jelet kozvetit egy
receptor komplexhez, melynek tagja TLR-4, és igy pro-inflammatoérikus citokinek mint
példaul IL-6 felszabadulasat okozza, amely tovabb fokozza az LBP szintézist (60,61).
Az SAA1 szerepet jatszik a gyulladasos sejtek kemotaktikus toborzasaban és képes
aktivalni a TLR4 fligg6 jelatviteli utvonalat (62). Szoveti sériilésben vagy DNP-ban a
TLR4 képes felismerni egyes hdsokk-fehérjéket, az extracelluldris matrix egyes

Osszetevoit, beleértve a fibronektint és a heparin-szulfatot (50, 51, 63). A TLR4
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stimulalasa az LBP - Cluster of differentiation 14 (CD14) — Myeloid differentiation
primary response 88 (MyD88) aktivalasan keresztiil elGsegiti a pro-inflammatorikus
citokinek, a MMP-2 és a béta-integrin NFkB-fiiggd kifejez6dését, amelyek mind
jelentések az ESRD/ACRD vese atépiilésében ¢és a tartds gyulladasos mikrokornyezet
fenntartasaban (52, 64).

A TNFa egy masik gyulladdsos medidtor, amely részt vesz a hosszantartd
gyulladasos betegségek kialakulasaban (65). Az ESRD/ACRD vese hamsejtjeinek
alacsony szintii, de hosszan tart6 TNFa expresszidja novelheti az dssejt-fenotipusu
sejtek szamat, ezzel elOsegitheti a kezdeti daganatos sejtcsoportok kialakitasat (66). A
TNFa a TNFo / NFkB / Protein kinaz B (Akt) / B-cell lymphoma 2 (Bcl2) utvonalon
keresztiil a sejtek novekedését eldsegité hatassal is rendelkezik (67). A TNFo a
stromasejtekben, fibroblasztokban és makrofagokban valamint a daganatsejtekben is

kifejezddik, tobbnyire az IL-6-tal egyfitt.

5.3. Aktivalt miofibroblasztok

A vese stromajanak jelentds részét normal fibroblasztok teszik ki, amelyek az
extracellularis  matrix  fehérjék  eldallitasaval  hozzajarulnak a  szdvetek
homeosztazisahoz (68). A normal vese fibroblasztok a sejtes kapcsolaton keresztiil
fenntartjak a normal szoveti architekturat és gatoljak a daganat kialakulasat (69). A
normdl stromalis fibroblasztok gyulladds vagy sebgyogyulas sordn atmenetileg
aktivalodnak, kontraktilissa valnak, ezért a neviik ,,myofibroblast”. A fibroblasztok
aktivalasa sebgyogyulas sordn atmeneti, €s a folyamat befejezésével visszaalakulnak
normal fibroblasztokka. Hosszan tartd gyulladas soran a fibroblasztok tartésan
aktivalodnak és az epitelidlis sejtekkel valdé kommunikacion keresztiil pro-tumorigén

tulajdonsagot nyerhetnek (70). Az aktivalt fibroblasztok kimutatasara valdjaban nincs
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megbizhatd marker, leginkabb az aSMA-t alkalmazzak (71). Az aktivalt fibroblasztok
kimutatasara az ESRD/ACRD vesében mi is az aSMA immunhisztokémiat hasznaltuk.
Evekkel ezel6tt a rakot soha nem gyogyuld sebnek (never healing wound) nevezték, ami
arra utalt, hogy a rak kialakuldsdban és progresszidjaban szerepet jatszo molekularis
folyamatok hasonloak a sebgyodgyulas soran bekovetkezd folyamatokhoz (72). Az
aktivalt fibroblasztok azonban csak atmenetileg, a gydgyulasi folyamat végéig vannak
jelen sériilés esetén.

A miofibroblasztok folyamatosan aktivaltak maradnak a rosszindulati daganatok
gyulladasos stromajaban, ami a daganatos progressziot segiti (69). A nem-kissejtes
tiidorakos sejtvonalak kiilonféle fibroblasztokkal torténd egyiittes tenyésztése a CSF2,
IL-6, IL-8 és IL-1B, valamint a CXCL1 és CXL6 kemokinek NFkB altal iranyitott
expresszidjat mutatta (73). Az aktivalt miofibroblasztok novekedési faktorok és
gyulladasos citokinek, mint példaul az IL-6, TGFf, FGF, HGF révén kommunikalnak a
daganat sejtekkel valamint az ESRD/ACRD vese hamsejtjeivel is (74-76). A daganathoz
tarsulo fibroblasztok az IL-6 expressziojaval tamogatjak epitelsejtek epitelialis
mezenhimalis atalakulasat is az ESRD/ACRD vesékben Az aktivalt fibroblasztok
kivalthatjak az MMP-k termelését, amelyek elésegitik a tumorsejtek vandorlasat, az
attét képzését (64). A miofibroblasztok donté szerepet jatszanak a daganat
progresszidjaban a Janus kinaz 2 (JAK2) — Signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) at aktivalasan keresztiil (77). Azt is felvetették, hogy a vérbdl
szarmazo fibrocitdk a TGFB ¢és mas citokinek hatdsdra fibroblasztokka
differencialodhatnak, és részt vehetnek a szovetek atalakuldsdban a sériilés helyén

(78,79).
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5.4 Oxidativ stressz és genetikai instabilitas

A karcinogenezis egyik gyakori mediatora a gyulladas altal kivaltott oxidativ
stressz (80, 81). TNFa, IL-6 és TGFp jelentOs szerepet jatszik a reaktiv oxigén- €s
nitrogéncsoportok (RONS) képzddésében. A RONS mitokondrialis és genomikus DNS
karosodast okoz, amely szintén fokozhatja a daganatos sejtek kialakulasanak a
lehetdségét (82, 83). Maga a mitokondrium is a jelentés mennyiségii ROS képzésével
az intracellularis oxidativ stressz forrasanak tekinthet6 (84). A mitokondrialis DNS
(mtDNS) érzékenyebb a genotoxikus hatasokra, ami a javitdé mechanizmusok gyenge
hatasaban és a védd hisztonok hidnyaban keresendd. Ezért a stressz alatti mutaciok
szama jelent6sen magasabb, mint a nuklearis DNS-ben. A 1égzési lanc 6sszetevdinek
megvaltozasa az intracellularis RONS-ek fokozott képzddését és felhalmozddasat
eredményezi, valdszintileg a hibas elektrontranszport lanc okozta elektronszivargas
miatt (85, 86).

A daganatok kialakulasanak legkorabbi eseménye az instabilitas kovetkeztében
kialakult DNS karosodds. Urémids betegeknél a testvérkromatidok cseréjének
gyakoribba valasat, mikronukleoluszok képz6dését és a DNS-repair mechanizmusok
jelentdsen csokkent hatékonysagat irtak le (87). Az urémias allapotban jelentkezd
toxikus hatasoknak figyelemre méltd6 koros kovetkezményei lehetnek a
mitokondriumokra (88). Az mtDNS 4977 bp-os szegmensének delécidja szignifikansan
nagyobb gyakorisaggal fordult el6 ESRD vesebetegek kiilonbdzd szoveteiben, mint az
¢életkornak megfeleld kontrollokban varhatd lett volna (89). Az mtDNS mutécioja az
ESRD/ACRD-vel 6sszefiiggd daganatokban is szignifikansan magasabb, mint a normal
populacié daganataiban (82). A VHL génmutacio eléfordulasa az ESRD-hez tarsuld

CcRCC-ben magasabb (83%) mint az altalanos populacioban el6éfordulokkal hasonld
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tipusu daganatokban (55%), ami arra utal, hogy a hipoxémias stressz és a RONS

Azonban a normal, fiziolégias RONS szintnek jelentGs szerepe van a sejtek
mitkodésében és a homeosztazis fenntartasaban. Ennek egyik szabalyozdja a TXNIP/
TXN oxido-redukcios rendszer. A TXNIP/TXN kolcsonhatasa szabalyozza a sejtek
kozotti ROS képzodését a tubularis oxidativ stressz alatt. A TXNIP/TXN szerepe
ESRD/ACRD vesékben még nem ismert. Vizsgalatunk soran ESRD/ACRD vesékben
joval magasabb TXNIP mint TXN expressziot talaltunk. Ez arra utal, hogy a
TXNIP/TXN ROS szabalyoz6 funkcidja karosodott. Korabban beszamoltak arrdl, hogy
a DNP-ban szenvedd betegek veséiben szignifikansan magasabb volt a TXNIP szintje,
mint a kontroll vesékben, azonban a TXN expresszidja nem kiilonbozott (90).
Diabéteszes vesékben a fokozott TXNIP expresszidja az extracellularis matrix fokozott
termelésével jar (90, 91). A TXNIP-hiany véd a DNP kialakulasatol (92). TXNIP
fokozott kifejezodése a tubularis autofagia és a mitofagia diszfunkcidjahoz vezet a
Mammalian target of rapamycin (MTOR) jelatviteli uton keresztiil, mig TXNIP gatlasa
megforditja a DNP-ra jellemz6 talzott extracellularis matrix (ECM) lerakodast (93).

A TXNIP magas expresszioja az ESRD/ACRD vesékben valosziniileg
megemelkedett ROS-szintet eredményez, ami noveli a gyulladast és az intersticialis
fibrozist (94). Az ESRD vesékre jellemzé erds artérias és arteriolaris szklerdzis
beszlkilt és lassu véraramlashoz vezet, ezzel tovabb noveli az oxidativ stresszt. A
TXNIP fontos szabalyozdja a vaszkularis endotelialis novekedési faktor 2 receptornak
(VEGFR?2), az endothel sejtek tulélésének és az angiogenezisnek (95-97). Nemrégiben
bebizonyosodott, hogy a TXNIP kulcsfontossagi szerepet jatszik a vaszkuléris
endotelialis diszfunkcioban és az angiogenezisben a DNP-ban (98). Amint ebben a

vizsgalatban kimutattuk, a hialinizalt gyulladasos stromaba agyazott artériak és endotel
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sejtek er6s TXNIP expressziot mutattak. A diffiz vagy koriilirt kapillaris halézat
endotelialis sejtjei szintén erdsen expresszaltak a TXNIP fehérjét.

A karcinogenezis, valamint a tumor progresszidjanak legfontosabb mediatora a
gyulladasos mikrokdrnyezet (99). A redox rendszer egyensulyanak gyulladas altal
okozott felborulasa, az ECM pro-tumorigén atalakitasa és a sejtek varatlanul magas
osztddasa magyarazhatja a ritka dagant tipusok kialakulasat az ESRD/ACRD vesékben
(28, 100). Az ESRD/ACRD vesékben el6forduld nagyszami rakmegel6z6 1€zidk
jelenléte is erre utal. A prekurzor 1éziok szdvettani formaja azonos az ugyanabban a
vesében a klinikailag felismert daganatok szovettani megjelenésével (42, 101). Egy t6bb
intézetet magaba foglald vizsgalatban az ACRD-ben eléfordul6 66 tumor szinte minden
masodikat evRCC-ként diagnosztizaltak, amely kizarolag ACRD-ben keletkezik (22).
A TXNIP és a TXN expresszidja az eVRCC-ben ¢s ezek prekurzor elvaltozasaiban,
ahogy vizsgalataink mutattak, alatamasztja a gyulladasos mikrokdrnyezet altal okozott
oxidativ stressz kiemelkedd szerepét.

Oxidativ stressz alatt a TXN fehérje a magba vandorol, és szdmos jelatvitelt aktival,
amelyek a sejtproliferacioban jatszanak szerepet. Oxidativ stressz alatt kozvetlen
kapcsolat van a Mitogen-avtivated protein kindaz (ERK1/2 MAP kinaz) jelatviteli ut
aktivalasa és a TXN nuklearis transzlokacié kozott (102). Vizsgalataink soran
kimutattuk a TXN nuklearis expresszidjat az 0sszes evRCC-ben és azok prekurzor
1ézidiban. A TXN nuklearis expresszidja ritkan fordult el6 azokban a daganatokban,
amelyek az altalanos populacioban is el6fordulnak, mint a chIRCC, a pRCC ¢és a cRCC.
Erdekes modon mind a hat cRCC endotelialis sejtben a TXNIP citoplazmatikus és erés
nuklearis expresszidja mutatkozott, ami az endotel sejteben jelenlévo oxidativ stresszre

utal (103).
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A cellularis oxidativ stressz €s a citokinek altal generalt RONS-0K részt vesznek az
AKT ¢és ERK1/2 aktivalasaval a sejtproliferacioban ¢€s a taléléshez kapcsolodo szignal
utvonalak szabalyozasaban, valamint a HIF-1 aktivalasaban (104, 105). Az
ESRD/ACRD vese hipoxémias dallapotanak megfeleléen leirtdk a hipoxiaval
kapcsolatos HIF1a és HIF2 gének kifejezddését valamint az NFkB aktivalasat (36). A
HIF1a a korabbi experimentalis in vitro tanulmanyok szerint fontos szerepet jatszik a
ESRD/ACRD vesékben. A laboratoriumban mas szempontbol 811 cRCC-ben elvégzett
HIFlo immunhisztokémiai reakcidé egyetlen tumorban sem mutatott Ki expressziot

(kozlés alatt). Igy a korabban kozolt irodalmi adatok megkérddjelezhetdek.

5.5 Extracellularis matrix (ECM)

A normal fibroblasztok altal termelt ECM molekuldk, mint példaul egyes
proteoglikanok, kollagén, fibronektin és laminin332 fontos szerepet jatszanak a normal
szOveti architektura fenntartidsaban. Az aktivalt fibroblaszt altal kivalasztott fehérjék
részt vesznek az ECM atalakitasaban (106). Az igy megvaltozott ECM inkabb a tovabbi
szOveti atépiilést és tumorok keletkezését segiti, mintsem a normdl veseszerkezet
fenntartasat (107).

Amint ebben a vizsgalatban kimutattuk, a fibronektin jelen van a sejtfelszinen ¢€s az
ECM-ben az ESRD/ACRD vesében. A fibronektint az aktivalt fibroblasztok, a
simaizomsejtek és az endotelsejtek szintetizaljak. A fibronektinnek kiilonb6zd szerepe
van az embrionalis fejlédés soran, de még felndttek normal szdveteiben is. Az
folyamatokban, felnétteknél a fibronektin kifejez6dését sebgyogyulas és véralvadas

soran lathatjuk (108). A fibronektin elengedhetetlen az ECM fehérjéinek
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Osszedllitasaban, beleértve a kollagént, fibrillint, fibrinogént, fibulint, integrint és
trombospandint, ezen kiviil szerepet jatszik az ECM atépiilésében (68, 109). A VEGF
vezethet, ami az ECM folyamatos atalakulasat eredményezi.

A laminin332 mindharom komponensének (LAMA3, LAMB3 ¢és LAMC2)
expresszigjat igazoltuk ESRD/ACRD vesékben. Méis ECM molekuldkkal
az embriondlis fejlddés soran a sejtek szervezddését a szovetek kialakuldsat.
Feln6ttkorban jelentds szerepe van a regeneracioban, tumorok kialakulasaban és
metasztazis képzésében (110). ESRD vesében a sejtek migracidja elengedhetetlen a
normal veseszerkezetének atalakuldsahoz és a daganatok kialakuldsahoz.

Vizsgalatunk soran kimutattuk az MMP9 ¢s MMP12 expresszidjat az ESRD/ACRD
vesében. Az MMP-k alapvet6 szerepet jatszanak az ECM lebontasaban és
atalakulasaban (64). Nemcsak az ECM lebontasaban, a normal fiziologiai
folyamatokban, az embrionalis fejlédésben és a sebgydgyulasban vesznek részt, hanem
a szovetek atalakitdsaban és a daganatos sejtek terjedésében is. Az ESRD/ACRD
vesékben a karcinogenezis soran az egyik elsé 1épés az bazalmembran lebomlasa és az
ECM fehérjehalozat proteinazokkal torténd atalakitasa. Az ECM atrendezddése utan
megindul az epitelialis sejtek kiszabadulasa a normal szoveti kotelékbol, ami a tumor
keletkezéséhez vezethet (107). A gyulladasos valasz nagy mennyiségli RONS-t

eredményez a makrofagok altal, amelyek szintén aktivalhatjak az MMP-kat.
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5.6. A D-vitamin jelatvitel ESRD vesében és tumorok kialakuldsaban
A D-vitamin aktiv formdinak erds sejtproliferacio és tumorndvekedést gatlo
hatasa van (111-113). A D-vitamin hatasat aVDR-rel interakcioba Iépve, azon keresztiil
kozvetiti. A VDR a szteroid-hormon aktivalt nuklearis receptorok egyik tagja (114). A
vérben szabadon keringé D-vitamin szintje a vese epitelialis sejtjeiben elhelyezked6 2
hydroxilaz altal szabalyozott. A CYP27B1 felelds a biologiailag aktiv D-vitamin
szintéziséért, mig a CYP24Al1 a D-vitamin katabolizmusat kozvetiti (115). A
CYP24Al-nek van egy ugynevezett vitamin D response element (VDRE) régidja a
promoter régioban, amelyen keresztiil a CYP24A1 erdsen indukalhaté D-vitaminnal. A
folyamat 1ényege, hogy megvédije a sejtet a D-vitamin intoxikaciotol (116). A keringd
D-vitamin szintje altalaban alacsonyabb CKD-ben ¢és ACRD-ben, mint a normal
populacidban. A csokkent CYP27B1 és megnovekedett CYP24A1 expresszidja
tumorsejtekben azt sugallja, hogy a D-vitaminnak kulcsfontossagu szerepe lehet a
karciogenezisben (117-119). Adataink azt mutatjadk, hogy a D-vitamin mar
feltételezhetGen az anyai D-vitamin kot fehérjébol szintetizalodik a magzati vese
disztalis tubulusaiban mar a terhesség 10. hetétdl, és a nefrogén zoénaban 1évé VDR-hez
Feln6tt vesében a VDR a nefron Osszes sejtjében expresszalodik, mig a CYP27BI1 és a
CYP24A1 expresszioja a disztalis tubulusokra korlatozodik. A harom gén 6sszehangolt
miikddése fizioldgiai koncentracioban tartja a keringd D-vitamin szintjét €s szabalyozza
a homeosztazist.
ESRD/ACRD vesében egy fokozodd gyulladasos €s fibrotikus mikrokdrnyezet €s az
ebbe agyazott szerkezetileg és miikodésében megvaltozott nefron valtja fel az ép
tubulusokat. A fennmaradé néhany ismeretlen eredeti hamsejt a normal vese

hamsejtjeinek korilbeliil 5-10%-at teszi ki. Ezen sejthalmazok kozott jelentdsen
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csokkent CYP27B1, VDR ¢és CYP24A1 expressziot mutatd sejtek szama (1-5%),
amelyek normal veséhez képest igen jelentds csokkenés, figyelembe véve az egészséges
vesében a VDR esetén 100%-0s, mig CYP27B1 esetén 40-50%-0s pozitivitasat. Ezek a
megfigyelések magyardzhatjdk a keringd D-vitamin rendkiviil alacsony szintjét
ESRD/ACRD-ben szenvedd betegeknél.

A D-vitamin aktiv formainak erds tumorellenes hatasa van a rakmegel6zo és a rakos
elvaltozasokban (111-113). Szamos tanulmany kimutatta a csokkent CYP27B1-szintet
¢s a megnovekedett CYP24A1-expressziot az emld, a vastagbél és a prosztatardk
sejtvonalaiban, ami utal a diszfunkcionalis D-vitamin metabolizmus és a karcinogenezis
Osszefliggésére (117-119). A D-vitamin hatasat a VDR-vel valo kapcsolodasa révén fejti
Ki. Ebben a tanulmanyban bemutattuk, hogy az ESRD/ACRD-ben eléfordulé cRCC,
vilagossejtes pRCC, pRCC és ezek prekurzor elvaltozasai nem expresszaljak a VDR-t
vagy a CYP27B1-et, ami arra utalhat, hogy a tumorsejtek megszabadultak a D-vitamin
proliferaciot kontrollalé hatasatol. Ezzel szemben az evRCC és annak prekurzor
elvaltozasai VDR-t, CYP27Bl-t és ugyan kisebb mértékben CYP24Al-t is
expresszaltak. A chIRCC-szer(i daganatok és azok prekurzor elvaltozasai szintén a VDR
¢s a CYP27B1 er6s, valamint a CYP24A1 gyenge expresszidjat mutattak. Figyelemre
méltd, hogy az eVRCC és a chIRCC-szeri daganat kizarolag az ESRD/ACRD-hez
asszocialtan fordul eld, mig a CRCC és a pRCC az altalanos populacioban alakul ki.
Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a kiilonb6z6 asvanyi anyagok homeosztazisa
mellett a D-vitaminnak mas bioldgiai funkcidja is lehet. A D-vitamin kulcsfontossagu
szerepet jatszik a differencidlodott sejtek status quo fenntartasdban azaltal, hogy
szabalyozza a sejtproliferaciot, az apoptozist, az angiogenezist, az invaziot és a
metasztatizalast (120-122). A D-vitamin bioldgiailag aktiv metabolitjai egyes sejtekben,

szOvetekben és rakos sejtekben erds anti-proliferativ, pro-differencidlodasi €s pro-
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apoptotikus hatasokat fejthet ki (123, 124). A normalis D-vitamin szint csdkkenti a vese-
, vastagbél-, emld-, tiid6- és holyag-, valamint a prosztatarak kialakulasanak kockazatat
(125-127). A D-vitamin hatasat a VDR-vel val6 interakcio révén hajtja végre (123). A
D-vitamin/VDR-komplex gatolja a sejtproliferaciot azaltal, hogy VDRE promoter
région keresztiil up-regulalja a ciklin-fiiggd kinaz inhibitorokat, a p21-et és p27-et (128).
A VDR asejtek vandorlasat és invazidjat is szabalyozza azaltal, hogy gatolja a Wingless
and Int-1 (Wnt)/p -catenin jelatviteli utat és noveli az E-kadherin expresszidjat (129). A
VDR pro-apoptotikus szerepet jatszik azaltal, hogy gatolja a Bcl-2 és B-cell lymphoma
extra large (Bcl-XL) anti-apoptotikus fehérjék expressziojat (130).

Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a VDR aktivacidja gatolja az RCC sejtvonalak
proliferaciojat és metasztatikus potencialjat a Transient receptor potential cation channel
subfamily V (TRPV5) epithelialis Ca+ csatorna szabalyozasan keresztiil (131). A D-
vitamin gatolja az emberi veserak sejtjeinek novekedését és a VDR-vel vald
kolcsonhatas révén gatolja a tumor novekedését (132, 133). Tovabba, a D-vitamin
védbhatasanak hianya noveli a vesetumor kialakulasanak kockazatat (134). Ebben a
munkéaban kimutattuk, hogy a CYP27B1, valamint a D-vitamin expresszioja lényegesen
alulszabalyozott az ESRD/ACRD vesékben. Sajat és irodalmi adatok a D-vitamin

Osszetett szerepére utalnak, amely egy adott szovetre vagy annak tumorara jellemzdek.

5.7 Epitelialis sejtek plaszticitasa, az epitelialis-mesenhimalis tranzicié (EMT)

Az ESRD/ACRD vese nefronjanak sejtjei fokozatosan elveszitik normalis
miikddésiiket, felfiiggesztik a termindlis differencidlodds programjat, és extrém
szerkezeti atalakulason mennek keresztiil. Normal allapotban a vese tubuldris sejtjei
KRT8-at és KRT18-at expresszalnak, hogy fenntartsak szerkezeti integritasukat és

stabilitasukat. Az ESRD/ACRD vesében fellépd gyulladas hatdsara a hamsejtek a
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keratin expressziojukat KRT7 és KRT19 iranyéba toljak el, ami lehetévé teszi alakjuk
megvaltoztatasat és a tumorgenezishez sziikséges plaszticitasuk novelését (135). A
KRT7 és a KRT19 egyiittes expresszidja proliferativ cisztakban, pre-neoplasztikus
elvaltozésokban és daganatokban fordul eld, ami erdsen utal ezen elvaltozasok hasonld
eredetére. Nemrégiben kimutattak veseelégtelenségek kisérleti modelljeiben, hogy az
vezet (136). Amint ebben a tanulmanyban kimutattuk, az aktivalt fibroblasztok nagy
mennyiségii IL-6-ot termelnek, ami megmagyarazhatja a KRT7 és KRT19 fokozott
kifejezodését. A gyulladasos mikrokdrnyezet szintén hozzajarulhat az epitélialis
mesenchymalis atmenethez (EMT) a remodellacié soran. A sejtek integritdsanak
fenntartasaban részt vevd struktirak elvesznek és megtorténik a citoszkeleton
ujjaszervezodése. A fibroblaszt markerek, koztikk az aSMA, a fibronektin és a MMP-k
is expresszalddnak az EMT soran, amelyeket pro-inflammatorikus citokinek, TNFa és
TGFp aktivalnak (137, 138). Az IL-6 elbsegiti az NFkB aktivalodasat, amely
szabalyozza az EMT-ben részt vevd transzkripcids faktorok expresszidjat (139). A
hamsejtek plaszticitasa, citoszkeletonjuk Ujraszervezddése szintén fontos 1épés az

ESRD/ACRD vese atalakitasaban és a tumorok kialakulasaban.

5.8. ESRD vese és fokozott tumorgenezis

Az ESRD vese szoveti képét az idiilt gyulladasos mikrokérnyezet domindlja,
amelybe vagy cisztikusan atalakult vagy teljesen rendezetlen sejtcsoportokba tomoriilt
epitelialis sejtek talalhatok. A gyulladasos mikrokdrnyezetet jelentOs részét az ECM és
az ebben oldott novekedési faktorok, citokinek és proteinazok teszik ki. A gyulladasos
mikrokdrnyezetben szdmos sejtes elem fordul eld, mit aktivalt fibroblasztok,

immunsejtek, makrofagok, limfocitak. A proliferalo endotelialis sejtek és pericitak
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szintén a mikrokdrnyezet részét képezik. Ezek a mezenhimalis sejtek szoros
kolcsonhatasban vannak az epitelialis sejtekkel (57). A citokinek folyamatos
expresszidja, az aktivalt fibroblasztok allando jelenléte, az ebbdl, valamint a besziikiilt
vérellatasbol adodo oxidativ és metabolikus stressz és ennek kovetkeztében kialakult
genetikai instabilitas jelentds szerepet jatszik a vesetumorok kialakuldsaban. Ehhez jarul
az a tény, hogy maguk az epitelialis sejtek is jelentds atalakulason mennek keresztiil,
mert miikodés hianyaban atalakitjak citoszkeleton profiljukat és plasztikusabba valnak.
Ilyen koriilmények kozott, a fokozott citokin és novekedési faktor termelése mellett nem
varatlan az a megfigyelés, hogy az ESRD vese nem egy nyugvd, hanem egy jelentds
sejtproliferaciot mutato szerv (140).

Ha figyelembe vessziik a részletes szovettani és immunhisztokémiai elemzést és
a génexpresszids ujjlenyomatbol szarmazé adatokat, a kovetkezd fejlodési utak

rajzolodnak ki az ESRD/ACRD-ben kiindulé tumorok tipusokra (14. Abra).

Oxydative, metabolic and toxic stress IME: tissue and ECM remodelling, RONS
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14. Abra. A végstadiumu vese és a kiilonboz6 tumorok kialakulasanak a feltételezett

patomehanizmusa.

Konvencionalis veserak (cCRCC). A fibrotikus gyulladasos vese stromaban
egy-két hamsejt vagy lazan Gsszefliggd epitel sejtcsoportok fordulnak eld, amelyek
valésziniileg a proximalis tubulusok gyulladasos, nekrotikus destrukcioja utan
visszamaradt sejteknek felelnek meg. Ezeket a sejtcsoportokat nem veszi kortl
fénymikroszkopos szinten felismerhetd bazalis membran. Véleményiink szerint ezek a
sejtek képezik a CRCC potencialis kiindulasi alapjat. A cRCC 95%-ara az egyik
kromoszoéma 3-as rovid karjanak vesztése és mintegy 60%-ban a VVon Hippel-Lindau
(VHL) gén mutacidja jellemzé. Eldzetes vizsgalatbol tudjuk, hogy normal felnétt
vesében az embrionalis fejlodés soran torténd fokozott mitotikus aktivitas miatt a 3p
kromoszéma régio elvesztése, a VHL gén egy példanyaval nem ritka jelenség, igy az
ESRD vesében eléforduld rendezetlen sejtcsoportok egy-egy sejtjiében a kromoszoma
3p hiany el6fordulasa varhato (141). A RONS magas koncentracioja VHL és/vagy
Amennyiben VHL mutéci6é egy kromoszoma-valtozast hordozo sejtben torténik és ez a
sejt a mikrokornyezetben 1évé fokozottan kifejez0d6 novekedési faktorok hatasara
proliferalni kezd, tumor alakulhat ki. Erdekes médon, az altalanos populacioban (a
VHL szindroma kivételével) nem mutattak ki prekurzor elvaltozasokat, de
ESRD/ACRD vesékben, atlagban 3-4 mikroszkopos méretli vilagossejtes elvaltozast
fordul el6 (42). Az a lelet is azt erdsiti, hogy mig az atlag populacioban a poximalis
tubulus sejtjei normal mikrokdrnyezetben vannak, addig az ESRD vesében a bazalis

membran nélkiili sejtcsoportok egy pro-tumorigén mikrokdrnyezetbe dgyazottak.
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Az eosinofil vakuolizalt vesetumor (evRCC) szinte Kkizarolag csak
végstadiumu, ACRD vesékben fordul eld. Egy nagy, tobb intézményt lefedd
vizsgalatban ACRD vesékben szinte minden masodik daganatot evRCC-ként
diagnosztizaltak. Az evRCC eléforduldsa szamos pre-neoplasztikus elvaltozashoz
kapcsolodik, amelyek hasonld szovettani mintat mutatnak. Kisebb vagy nagyobb
cisztak, nagy eozinofil vakuolizalt sejtekkel bélelve kizarolag ACRD vesékben lathatok.
Néhany cisztaban atmenetet figyeltiink meg a kis kobsejtekbdl a nagy eozinofil
vakuolizalt sejtek felé. Véleményiink szerint az evVRCC ACRD vesékben eléforduld
hasonl¢ cisztakbodl szarmazik.

Papillaris vesetumor (pRCC). Jelenleg is vita folyik a pRCC-k eredetérdl a
normal populécioban, valamint az ESRD/ACRD vesében. Tébb mint 25 évvel ezelott
azt javasoltak, hogy a pRCC az élet folyaman fennmaradd, nem teljesen differencialt
embrionalis sejtekbdl szarmazik (142). Ezt az elméletet erdsiti, hogy minden normal
populacioban kialakuld pRCC atlagosan 42 nefrogén rest-szerli 1ézi6t hordoz és
atlagosan 13 nefrogén rest-szerii 1ézi6 tarsul az ESRD/ACRD vesékben megfigyelt
PRCC esetében (42, 143). A kis papillaris elvaltozasok/adenomak gyakorisagat az
altalanos populacioban Apitz mar 1944-ben dokumentalta (144). Azt is javasolta, hogy
az adenoma az embrionalis vese differencialodasanak zavara miatt alakul ki, és a vese
szklerozisa csak ezen elvaltozasok szamat €s nagysagat noveli. Az adatok alapjan
elmondhato, hogy a szklerotikus ESRD vesében kimutatott papillaris elvaltozasok olyan
embrionalis nyugvo sejtekbdl alakulnak ki, amelyek az erds gyulladdsos
mikrokornyezet tumorigén hatasara kezdtek novekedni. Az ESRD/ACRD vesékben
eléforduld pRCC-k tulnyomo tobbségének genetikai valtozasai hasonloak az altalanos

populacioban az ESRD/ACRD-vel nem 6sszefiiggé pRCC-kben megfigyeltekhez.
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalatunk az ESRD/ACRD kialakulasahoz vezet6 patomehanizmus jobb
megértését célozta. A vese teljes szerkezeti atépiiléséhez és igy a vese mukodés
beszikiiléséhez illetve teljes megsziinéséhez vezetd irreverzibilis gyulladasos

mikrokdrnyezet patomehanizmusat vizsgaltuk immunhisztologiaval (15. Abra).

IL6| oxydative, toxic, FN1
metabolic stress

aSMA

i inflammatory

. microenvironment

e 2 end stage kidney
- CANCER -

15. Abra. A végstadiumi vesében el6forduld valtozasok és tumorgenezis rovid

Osszefoglalasa.

a, A proximalis tubulusok barmilyen okbol, oxidativ, toxikus vagy metabolikus stressz

miatt bekovetkezett karosodasa elindit egy visszafordithatatlan folyamatot, amelynek

soran kialakul egy gyullad4sos mikrokdrnyezet.
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b, Ennek fenntartasaban jelentds szerepe van az IL-6 folyamatos kifejez6désének, de
mas citokinek, mint az IL-8, CSF2 és TGFB is részt vesznek a gyulladdsos

mikrokdrnyezet fenntartasaban és az ECM atalakitasaban.

¢, Az ECM cellularis komponensét nagy részben aktivalt fibroblasztok és immunsejtek
teszik ki. Az aSMA pozitiv aktivalt fibroblasztoknak fontos szerepe van az ECM
fibrillaris  részének képzésében ¢és az epitelidlis sejtekkel valo  allando

kommunikacioban.

d, Az aSMA pozitiv miofibroblasztok jelentés mennyiségii FNI1-t termelnek. A
fibronektin elengedhetetlen az ECM fibrillaris fehérje haldzatanak Osszeallitasaban,
beleértve a kollagént, fibrillint, fibrinogént, fibulint, integrint és trombospandint. Az
aktivalt fibroblasztok jelentds szerepet jatszanak az ECM pro-tumorigén atalakitasdban

is.

e, A MMP-ok mint az MMP9 és MMP12 kifejez6dés jelentds szerepet jatszik az
ESRD/ACRD vesék atépiilésében, a proliferald epitelidlis sejtek korili ECM

lebontéasaban és egyuttal a tumorok kiakalulasaban.

f, A fibrotikusan atépiilt vese és a benne fennmaradé hamsejtek CYP27B1 és VDR
expresszidjanak jelentds csokkenése és igy a D-vitamin protektiv hatasanak kiiktatasa

szintén hozzajarul a daganatok kialakulasahoz

g, A TXN/TXNIP redox rendszer karosodasa Osszefiigg az ESRD/ACRD vesében

kialakult gyulladasos mikrokdrnyezettel. A TXN/TXNIP megvaltozott kifejez6dése az
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ESRD/ACRD-hez tarsul6 evRCC-ban ¢és ezek prekurzor 1ézidiban az oxidativ-reduktiv

rendszer elvaltozas oki szerepére utal.

A gyulladas és a daganatos megbetegés fokozott kockazata kozotti dsszefliggés az
utobbi idében jol dokumentalt. Példaul virusos hepatitis és a majrak, a Helicobacter
pylori fertézés és gyomorrak, a schistosomiasis €s a hugyholyag laphamrékja, vagy a
human papilloma virus és a méhnyakrak kialakuldsa kozotti kapcsolat ismert (145).
Kordbbi ¢és jelen vizsgalataink alapjan ugy véljiik, hogy ezekhez a példakhoz
hozzaadhatjuk az ESRD/ARCD-ben el6forduld gyulladasos mikrokornyzet és a hozza
kapcsolodd gyakori daganatos megbetegedés kozotti  Osszefiiggést. A tumor
tulajdonképpen egy soha nem gyogyuld sebnek tekinthet6. Az ESRD/ACRD vesében
megfigyelt irreverzibilis, progredialé gyulladasos és fibrotikus folyamatot is egy soha
nem gyogyulo sebnek felel meg, amely végiil egy masik soha nem gyogyuld seb, egy

daganat kialakuldsédhoz vezethet.
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szdmomra a tudomanyos munkat. Koszonettel tartozom emellett a Debreceni Egyetem
Urologiai Klinika orvoskollégainak, akik tekintettel voltak a kutatdbmunka- és a dolgozat
megirdsara forditott idomre. Ko&szondm a fent emlitettek mellett a Heidelbergi
Molekularis Onkolédgiai Labor munkatarsainak, hogy korabbi munkdjuk eredményeit
felhasznalhattam. Nem utolsd6 sorban koszonettel tartozom csaladdomnak és

feleségemnek, akik megértésiikkel, tiirelmiikkel tdimogattak mindvégig.
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10. Roviditések jegyzéke

ACRD Szerzett cisztas veseelégtelenség (acquired cystic kidney disease)
Akt/PKB Protein kinase B

Bcl2 B-cell lymphoma 2

Bel XL B-cell lymphoma extra large

CCL20 Mouse Macrophage Inflammatory Protein 1-y
CD14 Cluster of differentiation 14

chlRCC Chromophobe-like renal cell carcinoma

CKD Kroénikus vesebetegség (chronic kidney disease)
CSF2 Colony Stimulating Factor 2

cRCC Conventional/clear renal cell carcinoma
CXCL1 Chemokine ligand 1

CXCL3 Chemokine ligand 3

CXCL5 Chemokine ligand 5

CXCLS6 Chemokine ligand 6

CXCLS8 Chemokine ligand 8

CXCR1 Chemokine receptor 1

CXCR2 Chemokine receptor 2

CYP24A1 24-hydroxylase

CYP27B1 la-hydroxylase

DNS Dezoxiribonukleinsav

DNP Diabéteszes nefropatia

ECM Extracellularis matrix

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition
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EREG

Epiregulin

ERK1-2/MAPK

Mitogen-activated protein Kinases

ESRD Végstadiumu veseelégtelenség (end-stage renal disease)
evRCC Eosinophilic vacuolated renal cell carcinoma
FN1 Fibronectin 1

FOXE1 Forkhead Box E1

GFR Glomerularis filtracios rata
GPR87 G Protein-Coupled Receptor 87
HGF Hepatocyte growth factor
HIF-1a Hypoxia inducible factor la
HIF-2 Hypoxia inducible factor 2
IGF-1 Insuline-like growth factor
IL1B Interleukin 1B

IL-6 Interleukin 6

IL-8/ CXCLS8 Interleukin 8

JAK?2 Janus kinaz 2

KRTAP2-2 Keratin Associated Protein 2-2
KRT7 Keratin 7

KRT19 Keratin 19

KRT23 Keratin 23

KRT81 Keratin 81

LAMA3 Laminin Subunit a 3

LAMB3 Laminin Subunit 8 3

LAMC?2 Laminin Subunit y 2
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Laminin332 LAMA3+LAMB3+LAMC?2

LBP Lipopolysaccharide binding protein

NfkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NOG Noggin

NSAID Nem szteroid gyulladascsokkentd

MET Hepatocyte growth factor receptor

MMP9 Matrix metallopeptidase 9

MMP12 Matrix metallopeptidase 12

MtDNS Mitokondrialis dezoxiribonukleinsav
MmTOR Mammalian target of rapamycin

MyD88 Myeloid differentiation primary response 88
PRBMB1 Permeable reactive barrier myc box 1
pRCC Papillar renal cell carcinoma

P21 Cyclin-dependent kinase inhibitor la

p27 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1§

ROS Reaktiv oxigén szabadgyok

RONS Reaktiv oxigén- €s nitrogén szabadgyokok
RT-PCR Real time polymerase chain reaction

SAAl Serum amyloid Al

STAT3 Signal Transducer And Activator Of Transcription 3
TGFpB Transforming growth factor 3

TLR2 Toll-like receptor 2

TLR4 Toll-like receptor 4

TNF-a Tumor nekrézis faktor o
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TRPV5 Transient receptor potential cation channel subfamily V
TXN Thioredoxin

TXNIP Thioredoxin Interacting Protein

VDR Vitamine D receptor

VDRE Vitamine D response element

VEGF Vascular endothelial growth factor

VEGFR2 Vascular endothelial growth factor receptor 2

VHL VVon Hippel-Lindau

WNT Wingless and Int-1

aSMA o smooth muscle actin
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Abstract. Background/Aim: End-stage kidney disease is
characterized by chronic inflammation and frequent
development of cancer. The level of circulating vitamin D is
generally low in patients with end-stage renal disease
(ESRD). Experimental studies have implicated the role of
dysfunctional vitamin D metabolism in tumorigenesis.
Patients and Methods: We analyzed the expression of vitamin
D receptor (VDR), cytochrome P450 family 27 subfamily B
member 1 (CYP27B1) and cytochrome P450 family 24
subfamily A member 1 (CYP24Al), the key genes involved in
vitamin D signaling, in kidneys from patients with ESRD,
tissue microarrays containing ESRD-associated renal cell
tumors, as well as in their precursor lesions by
immunohistochemistry. Results: Kidneys from patients with
ESRD showed strong structural rearrangement with only few
tubules and epithelial cell groups embedded in fibrotic-
inflammatory stroma. Only an estimated 1-3% of the
epithelial cells showed positive staining with antibodies to
VDR, CYP27BI and CYP24Al, which contrasted with the
100%, 40-50% and 40-50% of positively stained cells,
respectively, found in normal kidneys. Down-regulation of
the vitamin D signaling proteins was found in patients with
renal cancer, with the exception of tumors and their
precursors occurring exclusively in ESRD. Conclusion: The
significantly reduced activity of CYP27B1 in kidney from
patients with ESRD explains the low level of circulating
vitamin D. We suggest that the lack of anti-tumorigenic effect
of vitamin D is a crucial factor in the frequent development
of unique types of renal cell cancer in in patients with ESRD.
The number of patients with diabetes mellitus and
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hypertension leading to chronic renal disease is rapidly
growing worldwide (1). An increasing number of patients
with type 2 diabetes receive renal replacement therapy in
European Countries (2). This therapy prolongs the patient’s
life but, in several cases, leads to end-stage renal disease
(ESRD), with major structural rearrangement and sclerosis.
During long-term hemodialysis, cystic changes, so-called
acquired cystic renal disease (ACRD) may develop. In spite
of sclerosis, the kidneys in patients with ESRD/ACRD show
remarkable mitotic activity. Intense cell proliferation is
accompanied by pre-neoplastic lesions and unique types of
renal cell carcinomas (RCC) develop at higher frequency
than in the general population (3, 4). Clinically recognized
RCC of end-stage kidneys has been found in 3.8% of
prospectively screened candidates for renal transplantation,
whereas the general population has a 0.04% lifetime risk of
developing RCC (5, 6).

Several studies have suggested a role of a progressive
inflammatory microenvironment in remodeling of
ESRD/ACRD kidneys and the development of tumors (7-11).
However, less is known about the role of 1,25-(OH),D3
(vitamin D) metabolism in ESRD/ACRD-associated
carcinogenesis. Vitamin D has strong antiproliferative and
antitumorigenic effects and plays a role in the maintenance
of normal cellular status quo by interaction with nuclear
VDR (12-15). The level of circulating vitamin D is tightly
regulated by the expression of two hydroxylases in epithelial
cells in the kidney. la-Hydroxylase (cytochrome P450
family 27 subfamily B member 1, CYP27B1) is responsible
for synthesis of the biologically active form of vitamin D,
whereas 24-hydroxylase (CYP24A 1) mediates its catabolism
(16). CYP24A1 has a vitamin D response element in its
promotor region and acts in control mechanisms to prevent
tissue vitamin D intoxication (17).

Reduced CYP27BI and increased CYP24A1 expression
have been demonstrated in cancer cell lines, suggesting that
dysfunctional vitamin D metabolism may be involved in
carcinogenesis (18-20). The aim of this study was to analyze
the possible role of vitamin D metabolism in remodeling of
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kidney tissue in ESRD/ACRD and in tumor development by
comparing the expression to that of normal fetal and adult
kidneys. We applied VDR, CYP24Al1 and CYP27BI
immunohistochemistry to kidneys, ESRD/ACRD and associated
renal cell tumors.

Patients and Methods

Tissue samples. We collected 12 kidneys removed from patients with
ESRD/ACRD due to cancer. The formalin-fixed kidney specimens
were obtained from the Departments of Urology at the University of
Heidelberg, Bad-Hersfeld District Hospital, Germany, Radcliffe
Hospital in Cambridge, United Kingdom and of the Institute of
Pathology, University of Ljubljana, Slovenia. Six kidneys were
classified as ESRD and six with intensive cystic changes as ACRD.
Each kidney was processed entirely in pamaffin blocks for histological
analysis. Hematoxylin and eosin-stained slides were scored for cysts,
small precursor lesions and tumors. The diagnosis of the main tumors
was established according to the Heidelberg Classification and as
proposed by Tickoo er al. (21, 22). Five tumors were diagnosed as
papillary ROC and another six as conventional RCC. We also found
one oncocytoma, two ACRD-associated eosinophilic-vacuolated
tumors, two chromophobe-like tumors, and one clear-cell papillary
RCC in the 12 kidneys. Altogether, 65 small papillary, 42
chromophobe-like and 24 eosinophilic vacuolated pre-cancerous
lesions were detected in the 12 kidneys (10).

Tissue multiarmy (TMA) containing 3-5 core biopsies from cach
tumor was constructed from paraffin-embedded tissues after
marking the arcas of interest on hematoxylin and cosin-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 (MTA1; Beecher Instruments, Inc. Sun Prairie, WI, USA).
Fetal kidneys were obtained from autopsy whereas adult kidney
tissues were from radical tumor nephrectomy. The use of tissue
samples for this study was approved by the Ethics Committee of the
University Pecs, Hungary (no. 5343/2014). All procedures were in
accordance with the ethical standards of the Institutional Research
Committee and with the 1964 Helsinki Declamation.

Immunohistochemistry. Sixteen representative paraffin blocks from
kidneys from patients with ESRD/ACRD were selected for
immunohistochemistry. Serial sections were used in order to be able
to compare the results of immunohistochemistry. We also analyzed
fetal and adult kidneys for the cellular localization of the antibodies.
After dewaxing and rehydration of the slides, antigen de-masking
was performed in 10 mM sodium citrate buffer, pH 6,0 in 2100-
Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam, the Netherlands).
Endogenous peroxidase activity and nonspecific binding sites were
blocked with 3% hydrogen peroxide containing 1% normal horse
serum for 10 minutes at room temperature. Slides were then
incubated with antibodies to VDR (abl34826, 1:200 dilution;
Abcam, Cambridge, UK), CYP27B1 (EPR20271, 1:2000 dilution;
Abcam) and CYP24 Al (HPA022261,1:200 dilution; Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO, USA) at room temperature for 1 hour each. Horse
radish peroxidase-conjugated secondary antibody (Histopathologia
Kft, Pecs, Hungary) was applied for 30 minutes. The signal was
then visualized with amino-ethyl-carbazol (DAKO, Glostrup,
Denmark). Tissue sections were counterstained with Mayer's
hematoxylin (Lillie’s modification, DAKO) and after 10 seconds
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bluing slides were mounted by Glycergel Mounting Medium
(DAKO). For negative controls, the primary antibody was omitted.
‘The staining intensity was assessed by comparing it to the intensity
observed in adult normal kidneys.

Results

Expression pattern of VDR, CYP27BI and CYP24Al in fetal
and adult kidneys. We found strong expression of VDR in the
nephrogenic zone of fetal kidney (Figure 1A). Cells of the tip
of the ureteric bud, cap of the metanephric mesenchyme,
pretubular aggregates, renal vesicles, comma-shaped body and
the S-shaped body displayed strang nuclear staining with VDR
antibody in 10 gestational-week-old kidneys. The strongest
expression was seen in the distal compartment of S-shaped
body. In 14- and 16-week-old fetal kidney proximal and distal
tubular cells also displayed weakly positive staining with VDR
antibody. CYP27B1 protein was strongly expressed in cells of
emerging Henle loops, macula dense cells and distal tubules in
10-, 14- and 16-week-old kidney (Figure 1C). No expression
was detected by the CYP24Al antibody in fetal Kidneys.

In adult kidney, nuclear VDR expression was observed in
all types of cells from the proximal tubules to medullary
collecting tubules, but the strongest expression was seen in
distal tubules (Figure 1B). CYP27B1 exhibited strong
expression in the ascending loop of Henle, macula dense cells
and distal tubules (Figure 1D). CYP24A1 expression in distal
tubules was weak. Both CYP27B1 and CYP24A1 proteins
were present in the cytoplasm of cells, with fine granular
staining cotresponding to their mitochondrial location.

Expression of VDR, CYP27BI and CYP24Al in kidney tissue
Jrom patients with ESRDIACRD. The strong structural
remodeling of kidneys in patients with ESRD/ACRD was
characterized by highly fibrotic inflammatory stroma
containing small cell clusters, circumscribed proliferation of
slightly dilated tubules and different types of cysts, as well as
areas displaying atrophic thyroid-like structure. Therefore,
positive immune reaction cannot be precisely localized to
segment-specific cells of the renal tubular system. VDR,
CYP27B1 and CYP24A1 expression was seen only in some
solid cell clusters and in small clusters of growing tubular
cells (Figure 1E-G). Within the thyroid-like area, occasional
solid clusters of cells displayed VDR, CYP27B1 or CYP24A1
positivity. Altogether, only 1-3% of the epithelial cells
displayed positive staining for each of VDR or CYP27B1 or
CYP24A1. Some of the cysts were lined by positively stained
cells and others by negatively stained cells. In three ACRD
kidneys, several cysts with papillary-solid eosinophil-
vacuolated cells growing into the lumen were detected, all
showing positive staining for VDR and CYP27B1, and weakly
for CYP24A1. Of interest, two kidneys obtained from the
same patient with ESRD showed diffuse positive staining for
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Figure 1. Expression of vitamin D receptor (VDR), cytochrome P450 family 27 subfamily B member 1 (CYP27B1) and cytochrome P450 family 24
subfamily A member 1 (CYP24Al) in normal, and end-stage renal disease and acquired cystic renal disease (ESRD/ACRD ) kidneys and tumors .
Strong nuclear VDR expression was found in fetal kidney (A). Nuclear expression of VDR was found in all epithelial cells of adult nephron (B).
Strong immunoreaction with CYP27B1 antibody was apparent in thick ascending loop of Henle and distal tubules in fetal (C) and adult (D) kidney.
VDR (E), CYB27BI (F) and CYP24Al (G) staining of epithelial cell groups embedded in fibrotic stroma of ESRD kidney. Eosinophilic-vacuolated
tumor showing nuclear VDR (H) and eytoplasmic CYP27BI (I). Strong cytoplasmic immunoreaction of CYP27B1 was found in chromop hobe-like
renal eell carcinoma (J). Scale bar: 25 um.
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VDR, CYP27BI1 and CYP24Al in approximately 30% of
epithelial cells. Several small chromophobe-like pre-neoplastic
lesions were also positive for VDR, CYP27B1 and CYP24A1.

Expression of VDR, CYP27B1 and CYP24Al in ESRD/ACRD-
associated tumors. Several small pre-neoplastic lesions were
detected in the slides used for immunohistochemistry. Six
papillary RCCs included in TMA as well as all papillary pre-
neoplastic lesions were consequently negative with the three
antibodies. No expression of VDR, CYP27BI1 or CYP24A1l
was observed in the six conventional RCCs and the clear-cell
papillary RCC. Eosinophil-vacuolated RCCs and their
precursors were positive for VDR and CYP27BI (Figure 1H
and I), and weakly for CYP24A1. All chromophobe-like
tumors, as well as their precursor lesions displayed strong
positive staining for CYP27BI1 (Figure 1J) and moderate
staining with antibodies against VDR and CYP24Al.

Discussion

Vitamin D is synthesized, presumably from maternal
25(0OH),Dy/vitamin D-binding protein complex, in distal
tubules of fetal kidney as early as the 10 week of pregnancy.
By binding to VDR in the nephrogenic zone, it induces target
gene expression and controls fetal nephron development. In
adult kidney, VDR was found to be ubiquitously expressed in
all cells of the nephron, whereas the expression of CYP27B1
and CYP24A1 was limited to the distal nephron. The
coordinated expression of these three is necessary to keep the
level of circulating vitamin D at an optimal physiological
concentration and regulate mineral homeostasis.

In kidney from patients with ESRD/ACRD, a progressive
inflammatory and fibrotic microenvironment replaces the
functionally intact renal tubules. The remaining few
epithelial cells of unknown origin make up approximately 5-
10% of epithelial cells of that of normal kidney. Among
these cell clusters, we found a substantially reduced number
of CYP27B1-, VDR- and CYP24A 1-expressing cells (1-5%),
which contrasts with the 100% and approximately 40-50%
of cells positive for VDR and CYP27BI, respectively, in
normal kidneys. These observations may explain the low
level of circulating vitamin D in patients with ESRD/ACRD
and at the cellular level in affected kidneys.

Active forms of vitamin D have a strong anti-tumorigenic
effect on precancerous and cancerous lesions (12-14).
Several studies demonstrated reduction of CYP27B1 and
increased CYP24A1 expression in breast, colon and prostate
cancer cell lines, suggesting an association between
dysfunctional vitamin D metabolism and carcinogenesis (18-
20). We found in this study that ESRD/ACRD-associated
conventional RCCs, clear-cell papillary RCC, papillary
RCCs and their precursor lesions did not express VDR or
CYP27B1, indicating that tumor cells had escaped vitamin
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D control. ESRD/ACRD-associated eosinophilic vacuolated
tumors, chromophobe RCC-like tumors and their precursor
lesions displayed strong expression of VDR and CYP27BI
and a weak expression of CYP24A1. It is noteworthy that
these two types of renal tumors occur exclusively in
ESRD/ACRD, whereas conventional RCC and papillary
RCC also develop in the general population.

There is increasing evidence that in addition to mineral
homeostasis, vitamin D may have other biological functions.
Vitamin D plays a crucial role in maintenance of status quo
of differentiated cells by controlling cell proliferation,
apoptosis, angiogenesis, invasion and metastasis (23-26).
Vitamin D has strong antiproliferative, pro-differentiation
and pro-apoptotic actions in some cells, tissues and cancers
(27, 28). A normal level of vitamin D reduces the risk of
development of renal, colorectal, breast, lung and bladder
cancer and lethal prostate cancer (29-31). The biological
effect of vitamin D is mediated through its binding to VDR
(27). It was shown that vitamin D-VDR complex inhibits
cell proliferation by up-regulation of p27 and p27 (32). VDR
also controls cell migration and invasion by increasing the
expression of E-cadherin (33). VDR is involved in apoptosis
by inhibiting the expression of anti-apoptotic proteins BCL2
apoptosis regulator (BCL2) and BCL2-like 1 (34).

Recently it was demonstrated that VDR suppresses the
proliferation and metastatic potential of RCC cell lines via
regulation of transient receptor potential cation channel
subfamily V member 5 epithelial Ca®* channels (35).
Vitamin D inhibited growth of human kidney cancer cells
and suppressed tumor growth via interaction with VDR (36,
37). The lack of a protective effect of vitamin D due to its
diminished expression increases the risk of kidney cancer
development (38). We showed in this study that CYP27BI
as well as VDR expression is substantially down-regulated
in kidneys from patients with ESRD/ACRD, which may lead
to a high risk of tumor development.

In conclusion, our study demonstrates a significant decrease
in expression of CYP27B1 and VDR in ESRD/ACRD kidneys
which may explain the low level of local and circulating active
vitamin D. It was reported that a progressively pro-
tumorigenic inflammatory microenvironment is associated
with tumorigenesis (9). We showed in this study that the lack
of antitumor effect of vitamin D signaling may also be a
crucial factor in the frequent development of unique types of
RCC in patients with ESRD/ACRD.
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