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1. Bevezetés

A tézisben elvégzett vizsgalatok alapjat Cohnheim 1882-ben felallitott hypotézise
képezte: “Die Hauptsache ist und bleibt immer, dass es ein Fehler, eine
Unregelmissigkeit der embryonalen Anlage ist in der die eigentliche Ursache der
spateren Geschwulst gesucht werden muss. Aber was wir als angeboren verlangen, ist ja
nicht die Geschwulst, sondern lediglich die Anlage dazu, d.h. nach der von uns
proponierten Formulierung die Existenz desjenigen tiber das physiologische Mass
hinaus produzierten Zellenquantum, aus dem eine Geschwulst sich entwickeln kann®.
Azaz olyan embrionalis sejtekbdl, amelyek nem vesznek részt a normal szovetek
képzésében, a késobbiek soran tumor alakulhat ki. Ez nem azt jelenti, hogy az
Ujsziilottek tumorral jonnek a vilagra, hanem egy ,,Anlage”, azaz a szovetek-szervek
kialakulasahoz foloslegben termelt sejtek csoportja az, amelybdl késébb tumor fejlédése
indulhat Ki.

A vese fejlodése egy rendkiviil 6sszetett molekularis biologiai folyamat, amelyben
szamos jelatviteli rendszer vesz részt. Ezeknek az iddbeni és térbeni kifejezodése, a
fehérjék szoveti gradiensének valtozasa szabalyozza a nefron kialakulasat, és az ezt
felépitd mintegy 25, mikodésében és citologiai megjelenésében kiillonbozé sejt
jelatviteli rendszerek finoman 6sszehangolt koélcsonhatasat, nem meglepetés, hogy
barmelyik gén id6beni és térbeni kifejez0désében bekdvetkezd valtozas felborithatja az

“ ey

vagy forditva.

A differencialodasi zavar egyik kovetkezménye lehet a vese velesziiletett
rendellenessége, az un. CAKUT (congenital anomalies of the kidney and urinary tract).
Nem véletlen, hogy a vesebetegségben szenvedé gyerekek 40%-aban CAKUT fordul
el. Osszefiiggés lehet a vese miikddési zavarai és a tumormegel6z6 allapotok kozott is,
ami a vesefejlodési zavarok Osszetettségére utalhat. Gyakori kovetkezménye a vese
fejlédése zavarainak a gyermekkori tumorok, mint pl. a Wilms tumor (WT), a clear cell
sarcoma of the kidney (CCSK), vagy a rhabdoid tumour of the kidney (RTK)
kiindulasa. A WT mar hosszabb ideje elfogadott modell a tumorok embryonalis
maradvany sejtekbol valo kiindulasanak vizsgalatara. A maradvany embryonalis sejtek
és sejtesoportok, amelyek nem vesznek részt a vese végsd formdjanak kialakitasaban, és
nem, vagy csak részben differencialédtak, azaz ugynevezett nefrogén maradvanyok
(nephrogenic rest, NR) és a WT tumor kozotti Osszefliggés az irodalomban jol
dokumentalt.

Csaknem 25 évvel ezel6tt tortént mar utalas arra, hogy a felnéttkori papillaris vesetumor
(PRCT) is nagy valosziniiséggel az élet folyaman fennmaradé embryonalis
maradvanyokbol indul ki. A doktori tézis kidolgozasa soran elvégzett részletes
szovettani vizsgalatok egy masik felnéttkori daganathoz - a mucindzus, tubularis és
orsosejtes karcindmahoz (mucinous tubulary and spindle cell carcinoma, MTSCC) —
tarsulo, embryonalis maradvanyhoz hasonl6 elvaltozasokat mutattak ki. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a vese embryonalis fejlodésében bekovetkezett differencialodasi



zavar nem csak gyermekkori tumorok, hanem felnétt korban el6forduldé tumorok
kialakulasaban is szerepet jatszhat. EQy ritka, felndttkorban jelentkezd, éretlen sejtekbol
allo tumor, a metanephrogen adenoma (MA) eredete még nem bizonyitott.

Az irodalomban jol dokumentalt, hogy fenti tumorok egy részében hasonld szdvettani
formak fordulhatnak el6. A WT kis epithelidlis sejtekbdl allo, szolid- tubularis, vagy
tubularis-papillaris formaja differencial-diagnosztikai nehézséget okozhat, kiilondsen,
ha fiatalokban vagy feln6tt korban fordul eld6. A nem “tipusos” MA is megjelenhet
hasonlé formaban, ¢és igy néha felndttkori WT-nak diagnosztizaljak. Bar az MTSCC a
leirds szerint tipusos sejtformaciokbol all, amelyek mucindézus strémaba vannak
agyazva, sokszor hidnyzik a mucindzus strdma, €s a szovettani kép is a fentebb leirt
szolid-tubularis-papillaris felépitést mutatja. A PRCT kis sejtes formaja gyakran mutat
szolid, tubularis novekedést. gy nem tipusos esetekben a négy tumor differencialis
diagnozisa nem egyszeri. Bar a genomikus elvaltozasok egyértelmiien elkiilonitik az
egyes tumorokat, patologusok inkabb az immunhisztologiat kedvelik. A genetikai
vizsgalatokon kiviil jelenleg nincs olyan immunhisztologiai marker (vagy markerek),
amelyek ezen tumorok differencialis diagnozisaban segitséget nytjtananak.

2. Célkitiizések

Az irodalomban egyértelmiien elfogadott, hogy a Wilms® tumor nefrogén
maradvanyokbol indul ki, amelyek kialakuldsa a vese differencidlodédsi zavaradra
vezethetd vissza.

Az MA, az MTSCC és a PRCT eredete az irodalomban vitatott, eltér6 nézetek ismertek
ezeknek a tumoroknak a kiilonb6zé vese csatorna szakaszokhoz vald hasonlosaga és
esetleges eredete kozt.

Ennek tisztdzasara megvizsgaltunk

2.2. Genomikus DNS vizsgalattal egyértelmiien azonositott MA szdvettani valtozatait és
ezek immunhisztologiai jellemzoit;

2.3. Genomikus DNS vizsgalattal egyértelmiien diagnosztizalt MTSCC, valamint az
ehhez tarsulo prekurzor 1éziok immunhisztoldgiai jellemzdit;

2.4. Genomikus DNS vizsgalattal diagnosztizalt sporadikus és MET-mut4cidhoz kotott
papillaris vesetumorok és prekurzor 1€ziok immunhisztoldgiai jellemzdit;

2.5. A fotalis vesefejlodés soran idOben és térben kifejezddott géneket.

3. Anyag és modszer
3.1. Vizsgalati anyag

Mivel viszonylag ritka el6fordulasti tumorokrél van sz6, a vizsgélati anyagot évek soran
kovetkezé intézetekbOl gyt tottik Ossze:Pathologisches Institut, Ruprecht-Karls-
Universitaet Heidelberg; Pathologiai Intézet, Altalanos Orvosi Kar, PTE, Pécs. Az
anyag masik részét a témavezetdmhdoz konziliumba kiildott esetekbdl valasztottuk ki. A
WT-k kozott trifazisos- €s bifazisos tumorok, valamint tiszta epithelialis és blasztémas
tipustt tumorok is eléfordulnak. Rutin szdvettani feldolgozds soran makroszkoposan
felismerhetd nefrogén maradvanyokat kiilon paraffin blokkba &gyaztak. Az MA,
valamint az MTSCC esetek kozott szamos tipusos €s atipusos szovettani megjelenésii
tumor van. Az egyik betegbdl az MTSCC miatt eltavolitott vese mellett bonctermi



anyagként a masik vese is elérhetd volt. Mindkét vesét teljes egészében 47 és 67
paraffin blokkba agyaztak be, amelyek kiértékelése soran szamos prekursor 1€zi6 keriilt
felismerésre. Az immunhisztologiai vizsgalatokba bevont 76 papillaris vesetumor kozt
18 eset szolid, vagy szolid-tubularis novekedésli szovettani megjelenést mutatott. A
PRCT-hez tarsul6 prekursor 1ézidkat a vese szovettani feldolgozasaval azonositottuk.
Fotalis vesék abortusz utan, illetve az iddsebb terhességbdl szarmazok a fotuszok
bonctermi vizsgélata sordn keriiltek kivagasra és beagyazasra. A felnéttkori vese mintak
a nefrektomia soran eltavolitott vesébdl, a tumorral ellentétes polusbdl lettek kivagva és
beagyazva. A szovetmintak gytjtését és feldolgozasat a Ruprecht-Karls-Universitaet és
a PTE AOK Etikai Bizottsag engedélyének birtokaban végeztiik el.

3.2. DNS kivonasa

Nagy molekulasilya DNS kivonasa fagyasztott szovetbdl proteindz K emésztés utan
fenol/kloroform modszerrel tortént. Formalinban fixalt és paraffinba agyazott (FFPE)
mintadkbol DNS kivonésa a mar korabban leirt modszerrel tortént.

3.3. Mikroszatellita vizsgalat:

Normal- és tumoros szovetbdl nyert genomikus DNS-bdl a mikroszatellita lokuszok
vizsgalata PCR alapti amplifikacioval tortént. Az Osszes lokusz vizsgalatara négy
multiplex reakcidban keriilt sor. A fluoreszcens modszerrel jelolt PCR termékek
elektroforézise és értékelése a LI-COR 4300 DNS szekvenald automatan tortént.

3.4. Array CGH (DNS alapt 6sszehasonlitd genomikus hibridizacio)

Nagy molekulaju genomikus DNS hybridizaldsa a 105 k (105 000 DNS fragmentumot
tartalmazd) mikroarray platformon, mig a formalinban fixalt, paraffinba &agyazott
szovetekbOl extrahalt DNS hibridizélasa a 44 k mikroarray platformon tortént, a
forgalmaz6 4ltal javasolt protokoll szerint (Agilent Technologies, 5,0-0s verzio)
(Szponar ¢és mtsai, 2010). Az eredmények leolvasdsa az Agilent DNA Microarray
Scanner (Agilent) felhasznéalasaval tortént, a hasznalati tmutatd szerint (2.0 vagy 5.0
valtozat). Az Agilent Scanner Control Software 7.0 valtozata 5 um felbontasban, 100%
foto-elektron sokszorozoval dolgozik mindkét csatornan. A nyers mikroarray képekbol
az AMADID 014950 (105k) ¢s AMADID 014950 (44k) racs sablon segitségével a
Feature Extraction Software 9.5 véltozatanak felhasznalasaval nyertiik ki az adatokat. A
mikro array és a fragmentek kromoszomalis elhelyezkedésének elemzése az Agilent
CGH Analytics Software felhasznalasaval tortént. A végsd kiértékelést az ADM 2
algoritmus végezte, amelynek kiiszobértéke 6,0 volt, a sziir6 feltétel alapértelmezése
szerint minimum 3 minta kiilonbség volt a vizsgalt régidban.

3.5. Tissue microarray (TMA) készitése

A vizsgalat soran fotalis és felndtt egészséges veseszovetet, valamint kiillonféle tipust
vesetumorokat tartalmazo paraffin blokkokat hasznaltunk fel TMA készitéséhez. A
tumoros blokkokbdl készitett hematoxilin-eozin festett metszetek attekintése soran
jeloltiik ki a reprezentativ teriilet, ez lett a mintavétel helye. Ezt kdvetden a kijelolt
teriiletnek megfeleléen a paraffinba agyazott szovetblokkbol a Manual Tissue Arrayer
(MTAL1, Beecher Instruments Inc. Sun Prairie, CA, USA) késziilék segitségével 0.6 mm
atméréjli  szovethengereket emeltiink ki. Kiilonb6zd szdveti megjelenésli, vagy
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kiilonb6z6 nuklearis graddal rendelkezé tumorokbdl tobb (2-4) mintat vettiink. Az igy
kapott szovethengereket az MTA1 késziilék segitségével egy egységes paraffin blokkba
agyaztuk be, igy lehet6ség volt 100-150 kiilonb6zé minta egy metszeten torténd
egyidejli vizsgalatara. Az antitest festddés ellendrzése céljabol a TMA készitésekor
egészséges fotalis- és felndtt vese mintakat is beépitettiink.

3.6. Immunbhisztologia

A 4 pum vastag metszeteket hosszabb taroldsra paraffinba martottuk. Az
immunhisztologiai vizsgalat elott a paraffinba martott metszeteket legalabb egy oraig
xylolban egy 42C-os termosztatban inkubaltuk. A paraffin réteg eltavolitasa utan
kétszer 10 perc tiszta xilol, 2x 10 perc 100 isopropyl alkohol kovetkezett, majd leszallo
etanol sorban rehidraltuk a metszeteket. (2 x 100%, 96%, és 70%, egyenként 5-5
percig). A metszeteket pH7.4-es foszfat pufferben 2x5 percig kezeltiik. Ezt kovetden az
antigén feltarast pH6 illetve pH9 pufferben valo forraldssal értiikk el, amit a 2100-
Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam, Hollandia) késziilékben végeztiink el. A
nem specifikus kotdhelyek és az endogén peroxidaz blokkolasa 1% normal 16 szérumot
tartalmaz6 3%-os hydrogénperoxidban tortént, szobahémérsékleten, 10 percig. Ezt
kovetden a metszeteket éjszakan at nedves kamraban 4°C-on inkubaltuk. A KRT7,
AMACR, CD57 és WT1 antitestek vizsgalatit a BOND-MAX Automatikus IHC/ISH
Stainer (Leica Biosystems) segitségével végeztiik el, és a reakciot DAB (DAKO)
segitségével tettlik lathatova.

A metszetek kiértékelése a Leica LaborluxS mikroszkoppal tortént, a fotokat a Leitz
DMRBE mikroszkdpra helyezett ProgRes C14 kameraval készitettiik.

A kovetkezd antitesteket hasznaltuk:

- nyul polyklonalis anti-MET antitest (sc-12, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 1:100
higitasban;

- nyul polyklonalis anti-HNF1B antitest (HPA-002083, Sigma Aldrich, Inc.), 1:100
higitasban;

- egér monoklonalis anti-KRT7 antitest (OV-TL, M7018, DAKO) 1:3000
higitasban;

- nyudl poliklonalis anti-p504S/AMACR antitest (13H4, RM-9130-A, Thermo-
Scientific) 1:150 higitasban;

- egér monoklonalis anti-CD57 antitest (NCL-NK1, Leica Novocastra) 1:100
higitasban;

- egér monoklonalis anti-WT1 antitest (6F-H2, M3561, DAKO) 1:100 higitasban;

- nyudl poliklonalis anti-IRX1 antitest (NBP1-83090, Novus Biologicals) 1:200
higitasban,;

- nyul poliklonalis anti-POU3F3 antitest (18999-1-AP, Proteintech) 1:200
higitasban.

4. Eredmények és megbeszélés
4.1. Az embrionalis eredetii vesetumorok differencialdiagnézisa
A WT megismétli a vesefejlodés soran kialakuld szoveti elemek differencidlatlan

formait. Esetenként egész tumor, vagy annak egy részlete kis-kézepes nagysagu
epithelidlis sejtekbdl épiilhet fel, amelyek szolid, tubularis, vagy papilléris szerkezetet
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mutatnak, amelynek alapjan hasonlithatnak az MA nem tipusos formdjahoz. A tipusos
“tankonyvi’ MTSCC parhuzamosan elhelyezkedd, 0sszenyomott tubuléris szerkezetet
mutat, a sejtek a Henle-kacs sejtjeire emlékeztetnek, de idénként tagult tubularis és
papillaris megjelenés is lathatd. A papillaris novekedés miatt tartottak az MTSCC-t a
papillaris vesetumor szubtipusanak . A papillaris vesetumor az élet soran perzisztalo,
kiilonb6z6 differencialtsagh PNL-ekbdl indul ki, és a kis “kék” sejtektél a nagy,
differencialodott eozinofil epithelialis sejtekig minden sejtforma megjelenhet, amelyek
szolid, tubularis, és papillaris novekedést mutathatnak. Amint a fentiekbdl lathato,
idonként a kevés citoplazmaval rendelkez6 kis sejtek szolid, tubularis esetleg papillaris
novekedése, amely az MA-ra jellemz6, el6fordulhat WT-ben, MTSCC-ben és PRCT-
ben is. Az atfedd szovettani kép egyes esetekben differencialis diagnosztikus nehézséget
okozhat.

A PhD munkaban megvizsgaltuk a fentebb targyalt embryondlis eredetli epithelialis
vesetumorokban ¢és ezek prekurzor 1ézidiban 5 gén expressziojat. Az immunhisztologia
kiértékeléséhez hozzdadtuk az egy kordbban elvégzett munka soran  SCEL
immunhisztokémiaval kapott adatokat is. Az immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményét a 2. Tablazatban foglaltuk dssze.

1. Tablazat. A WT, MA, MTSCC és PRCT ¢és tarsuld prekurzor 1€ziok immunhisztologidja.

Antitest WT MA MTSCC PRCT
PL-NR T PNL T PNL T

CD57 9/9 12/15 10/10 4/4 719 10/10 56/76
KRT7 0/9 0/15 0/10 3/4 6/9 7110 57/76
AMACR 0/9 0/15 0/10 214 8/9 7110 74/76
SCEL 0/9 0/15 0/10 0/4 0/9 13/19 87/114
WT-1 9/9 12/15 10/10 0/4 0/9 0/10 0/76
CDH17 9/9 0/15 9/10 0/4 0/9 0/10 2176

PL-NR, perilobar nephrogenic rest; T, tumour; PNL, pre-neoplastic lesion;

A B3GAT1 gént, amely a CD57 fehérjét kodolja, tobb szerz6 MA specifikus markernek
irta le. Valoban, a CD57 minden MA-ban kifejezédik, de a 15 WT-bél 12-ben,
kiilonosen az MA szerli szovettani képet mutatd tumorokban pozitiv reakcidt kaptunk.
Az MTSCC 78%-a, és a papillaris vesetumorok 74%-a adott pozitiv reakciot a CD57
antitesttel. Eredményiink ellentétben all az International Society of Urological
Pathology (ISUP) ajanlassal, és azzal az adattal, amely szerint 15 papillaris
vesetumorbol csak egy volt pozitiv a CD57 antitestre. Eredménytinket, hogy a CD57
WT-ben és papillaris vesetumorban is kifejez6dik, mar masok is leirtak, mi ezeket az
adatokat fogadjuk el. Ugy gondoljuk, hogy a CD57 antitestnek nincs differencialis
diagnosztikai értéke.

A KRT7 valamint az AMACR immunhisztokémia egyértelmiien elkiilonitett két
tumorcsoportot. Az egyik csoportba a WT és az MA tartozik, amelyek a vese korai
differencialodasi zavaranak felelnek meg. Mind a WT, mind az MA negativ eredményt
adott az AMACR és a KRT7 antitestekkel. A WT-t és az MA-t a WT1 gén kifejezédése
is megkiilonbozteti az MTSCC-tdl és a papillaris vesetumortdl, mert mig az elézdéek
pozitivan festddnek, az utobbiak mindegyike negativ reakciot adott. A masodik csoport
az MTSCC és a PRCT, amelyek — a vesefejlodés késobbi szakaszanak megfelelden -



epithelilis differencidlodasra elkotelezett sejtekbdl indulnak ki. Mind az MTSCC mind
a PRCT pozitiv immunreakciot mutatott az AMACR és KRT7 antitesttel.

Az els6 csoportban, bar mind a WT, mind az MA pozitivan festédik a WT1 antitesttel, a
CDH17 antitest kizar6lag az MA-ban ad pozitiv reakciot, és sem a WT, sem az
MTSCC, sem a PRCT nem festodik. Az atfedé szovettani megjelenéstt WT és az MA
egyértelmiien elkiilonithetd a WT1 ¢s CDH17 immunhisztolégiaval.

A masodik csoporton beliil az SCEL immunhisztolégianak van megkiilonboztetd
diagnosztikus jelentosége. Az MTSCC ¢és a PRCT pozitiv mind AMACR, mind KRT7
antitesttel, de az SCEL kizarolag PRCT-ben fejezédik ki. A fent emlitett tumormarkerek
segitségével az ugynevzett Szolid-tubularis szovettani megjelenésitc WT, az MA, az
MTSCC ¢és a PRCT egyértelmtiien elkiilonithetdek.

Ezzel kapcsolatban meg kell emliteniinkhogy a DNS-alapu tumor diagnosztika tovabbra
is a legmegbizhatobb ezeknek a tumoroknak az elkiilonitésére. A WT-re a kromoszéma
1q, 7q és 12 duplikacioja, valamint a kromoszoma 11 és 16 vesztése jellemzd. Az
MTSCC-ben a kromoszoma 1, 4, 6, 9, 13, 14, 15 és 22 monoszémidjanak van
diagnosztikus értéke, mig PRCT-re a kromoszéma 7, 17, 8, 12, 16 és 20 duplikacioja
jellemz6. A BRAF V600E muticidja kizardlag MA-ban fordul eld, ami szintén
felhasznalhaté az MA diagndzisanak megerdsitésére.

4.2. AWT, az MTSCC és a PRCT prekurzor 1ézi6i

A tumorok kialakuldsanak megértéséhez fontos megfigyelés volt, hogy a tumorokhoz
tarsulo prekurzor 1éziok a tumorral azonos immunreakciét mutattak. A WTI
immunhisztolégia mind a WT-ben, mind a hozza kapcsoléddé PL-NR-ben pozitiv volt.
Hasonldan, a KRT7 és az AMACR gének nemcsak az MTSCC-ben és a papillaris
vesetumorban, hanem az ezekhez tarsulo PNL-ben is kifejezédtek. Ezek az adatok
megerdsitik a prekurzor 1éziok és a tumorok kozti kapcsolatot, azaz a feltevést, hogy a
WT, az MTSCC ¢és a PRCT embryonalis eredetii prekurzor 1éziokbol indul ki.

Sajnos nem allt médunkban MA-t tartalmazo egész vese feldolgozasa, hogy az MA-hoz
esetlegesen tarsuld prekurzor 1ézidkat megtalaljuk. Ehelyett egy nem vart eredmény
segitett. Amint fentebb mar ismertettiik, az MA - fliggetleniil a szoveti szerkezettdl -
pozitiv reakciot adott a CDH17 antitesttel. Meglepetésiinkre mind a 9 WT-hoz tarsuld
PL-NR - a hyperplasztikus teriiletek kivételével - pozitiv immunreakciot adott a CDH17
antitesttel. Hasonlo szoveti szerkezetli PL-NR, ahogy ez varhatdo volt, erds
sejtmagfestést adott a WT1 antitesttel. Ugyanakkor egyetlen WT sem mutatott pozitiv
CDH17 immunreakciot. A szoveti hasonlosag, valamint a PL-NR és az MA kozos
CDH17 antigén profilja arra utal, hogy az MA a perzisztalo PL-NR-bdl indul ki.

4.3. Az MA és a PL-NR kozotti osszefiiggés

Ez a nem vart eredmény késztetett benniinket arra, hogy megvizsgaljuk a CDH17 és
WTI1 kifejezédését fotalis vesében. A 11. gesztacidos hétbdl szarmazd vesékben a
Bowman-tok parietalis epitheliuma pozitiv festddést mutatott a CDH17 antitesttel, de a
proximalis tubulus sejtjei mar nem fejezték ki a CDHI17 fehérjét. A 3-6 honapos
ujsziilottek €s a felndttek veséje teljesen negativ volt. A szintén a 11. gesztacids hétbol
szarmaz6 vesében a WTI1 antitesttel pozitiv immunreakcid volt megfigyelhetdé a



glomerulus podocitakban és a Bowman-tok parietalis sejtjeiben. Felndttkori vesében
er6s nuklearis pozitivitas allt fenn a podocitak 50-70-%-aban.

Az immunhisztolégiai vizsgalatok talan legérdekesebb eredménye a PL-NR ¢és az MA
kozotti szoros Osszefiiggés megvilagitasa. Az dsszes PL-NR, valamint egy kivételével
az 0sszes MA pozitiv reakciot mutatott a CDH17 antitesttel. PL-NR tobbnyire részben
differencialt, tubularisan novekedd epithelialis sejtekbdl épiil fel, mig a legtobb WT a
kiilonb6z6é magassagi epithelialis sejtek mellett blastémalis, stromalis,valamint
glomeruloid 1ézidkat tartalmaz. Az a lehet6ség, hogy a rosszindulatt WT a sejtek
differencialodasa révén egy joindulata tumor, azaz MA kialakulasahoz vezet, amint azt
tobben felvetették, nem valdszinli. Vizsgalatainkban a WT-ben talalt MA-szerii
szovettani részletek nem adtak pozitiv reakciot a CDH17 antitesttel, ami kizarja annak a
lehetdségét, hogy az “aktiv’ (rosszindulati) WT egy “inaktiv”’ azaz joéindulati tumorra
differencialodik.

Az embryondlis fejlédés soran a WT1 tobbek kozt az S-forma proximalis doménjében
fejez6dik ki, ahol a sejtek mar elkotelezédtek a podocytak, valamint a Bowman-tok
parietalis sejtjeinek formalasara. Ezknek a sejteknek a differencialodasi zavara vezethet
a PL-NR kifejlédéséhez a WT spektrumon beliil. Megfigyelésiink, hogy a CDH17
specifikusan az MA-ban, PL-NR-ben és a fotalis vese Bowman-tokjanak parietalis
sejtjeiben fejezddik ki, alatdmasztja feltételezéslinket. Egy csirasejtes WT génmutaciot
hordoz6 ¢és progressziv vesebetegségben szenvedd fiatalkortinl “embryonal hyperplasia
of the Bowman capsular epithelium” (EHBCE) elnevezésii elvaltozast irtak le. EHBCE
¢s MA kozos eléfordulasat is kozoltek. 1diilt veseelégtelenségben a vese atépiilésével
kapcsolatban is megfigyeltek EHBCE-szerii sejtproliferaciot. Itt érdemes megjegyezni,
hogy a Bowman-kapszula Ossejtre jellemzé CD24 és CD133 pozitiv sejtjei képesek
felndtt korban is podocalyxin pozitiv podocitava differencialodni, és a glomerulusba
vandorolni. Ez arra utal, hogy ezek a CMM eredetii sejtek felnétt korban is megorzik a

crcr

korban kialakult EHBCE valésziniileg ezekbdl a sejtekbdl indul ki.

4.4. Hypotézis az embryonalis eredetii vesetumorok kialakulasara

Cohnheim feltételezését, hogy az embryonalis szervfejlddés soran nem differencidlodott
sejtcsoportokbol vagy a pluripotens sejtek ,, tultermelésébol” a késébbi években tumor
alakulhat ki, a WT széleskorii szovettani és molekularis vizsgalataval igazoltak.
Elfogadott, hogy a WT a proliferacios képességgel rendelkezd, nem, vagy csak részben
differencidlodott sejtcsoportokbol, PL-NR-bdl vagy IL-NR-bdl indul ki.

A PL-NR tobbnyire epithelialisan differencialodott sejtekbdl épiil fel. Ezekben a
1éziokban a néha eléforduld hyperplasztikus, anaplasztikus novekedés az ugynevezett
hyperplasztikus NR kialakuldsdhoz vezet, amely tovabbi proliferacié révén WT-t
eredményezhet. Vizsgalatunk arra utal, hogy a tisztan epithelidlisan differencialodo,
alakulhat ki. Ezt nemcsak az immunhisztologiai vizsgalatok eredménye, de a hasonlo
szovettani megjelenés is timogatja. A PL-NR ¢és az MA t6bbnyire éles hatérral kiiloniil
el a normal vese parenchymatol.

Az IL-NR nem ¢éles hatara, a normal veseszovettel dsszefliggden proliferal, és a legtobb
esetben stromalis sejteket is tartalmaz. Ez arra utal, hogy a legtobb trifazisos, jelentds

8



fibroblasztos, vagy idénként heterolog szoveteket - mint simaizmot, myoblastot
tartalmazo - WT valészintileg az IL-NR-bdl indul ki. Az NR szoveti differencidlodasa
nagy fokban meghatarozza a beldle kialakulo WT szoveti szerkezetét is.

A papillaris vesetumorhoz, valamint az MTSCC-hez tarsuld6 PNL ritkan tartalmaz
éretlen, blasztéma szer( sejteket, tObbnyire szolid, tubularis felépitési, de néha csztikus-
papillaris novekedést mutat. Ezek a PNL-k imunnhisztologiai vizsgalattal
megkiilonboztetheték a WT-hez tarsuldo PL-NR-t61 és IL-NR-t6l. Amig a PL-NR és az
IL-NR az anti-WT1 antitesttel pozitivan festddik, a papillaris vesetumorhoz és az
MTSCC-hez tarsulo PNL-ek kivétel nélkiil negativ immunreakciét mutatnak a WT1-
gyel. A KRT7 immunhisztolégia ennek az ellenkezdjét mutatja. Mind a papillaris
vesetumorhoz, mind az MTSCC-hez tarsuld6 PNL pozitiv festédést ad az anti-KRT7
antitesttel, mig a PL-NR ¢és az IL-NR minden esetben negativ.

A jelen munka eredményeinek és az eldzetes irodalmi adatoknak a figyelembevételével
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vese embryondlis fejlodésének egy korai
szakaszaban bekoOvetkezett differencialodasi zavara miatt PL-NR és IL-NR alakul ki,
amely epithelialis illetve epithelialis, blasztémalis, és stromalis sejtekbol épiilhet fel.
Amennyiben a differencialodési zavar a nefron kialakulasanak késébbi fazisaban, azaz a
sejtek epithelidlis elkotelezettsége utdn jon létre, akkor ez az MTSCC-t és a PRCT-t
megel6z6 PNL kialakuldsahoz vezethet. A PRCT-hez tarsulo PNL-ek egy részébol
felndttkorban papillaris adendma és karcinoma fejlédhet ki.

Hypotézisiinket a 2. dbran foglaltuk Gssze:

4 ) '

Perilobar i
nephrogenicrest —> Metwfﬂhré%zdle;loma
WT1+, CDH17+ '
v

Hyperplastic

nephrogenicrest —> Wilms tumor

WT1+, CDH17-
WT1+, CDH17- '
Embryonal kidney,
turati t ~ r N
maturation arres Interlobar Mucinous tubular and
nephrogenicrest spindle cell carcinoma
WT1+, CDH17- ] L SCEL-

Papillary renal cell
carcinoma
SCEL+

Pre-neoplastic lesion
KRT7+, AMACR+

2. abra. Az embryonalis eredetii vesetumorok kialakuldsanak feltételezett folyamata.

5. Kovetkeztetések

1993-ban, majd 1997-ben paradigma valtozas kovetkezett be a vese tumorainak
osztalyozasidban, amennyiben a korabbi szdvettani osztdlyozast egy kromoszomalis,
DNS elvaltozadsokon nyugvd, teljesen Uj szemléleti vesetumor osztalyozas, a
Heidelbergi Klasszifikacid valtotta fel. Ehhez kés6bb szdmos ritkan, vagy rendkiviil
ritkan el6forduld vesetumort csatlakoztattak. Ezeknek a ritkan el6forduld tumoroknak -
mint a metanefrogén adenoma (MA) és mucinozus tubularis és orsoésejtes karcindma
(MTSCC) - nem volt tisztazott a pontos eredete, természete. A PRCT korabban javasolt



embryonalis eredetét sem fogadta el a WHO ¢és az ISUP (International Society of
Urological Pathologist) korébe tartozé patolégusok csoportja.

Munkamban a nemzetkozi szinten széles korben vizsgalt Wilms tumort vettem
alapnak, és ennek a felhasznaldsaval megprobaltam az MA, az MTSCC ¢és a PRCT
eredetét tisztazni. Kidolgoztam a korabban kromoszoma- és DNS-array segitségével
egyértelmiien azonositott, de atfedd szovettani képet mutatd tumorok felhasznalasaval
egy immunhisztokémian alapuld megkiilonboztetd koérismézést, amely egyuttal a
tumorok embryonalis eredetét is figyelembe veszi. A kovetkeztetések roviden:

A, A nemzetkozi standardnak megfeleléen megerdsitettik a WT és a nefrogén
maradvanyok (NR) kozotti 6sszefiiggést;

B. Elsoként felismertiik az MTSCC kialakulasa és a pre-neoplasztikus 1€ziok (PNL)
kozotti Osszefliggést;

C. El6szor mutattunk ra a perilobularis NR és az MA kozotti immunhisztologiai
hasonldsagra, és ennek alapjan arra hogy az MA a perzisztalé PL-NR-b6l indul ki;

D. Szovettani vizsgalattal igazoltuk a PRCT-hez tarsuld6 PNL-ek jelenlétét, amely
minden kétséget kizarva arra utal, hogy a WT-hez hasonléan a PRCT eredete is
embryonalis differencialédasi zavarra vezethetd vissza,

E. Kidolgoztunk egy immunhisztoldgiai panelt, amelynek alkalmazasaval az atfedo
morfoldgidju WT, MA, MTSCC ¢és PRCT egyértelmiien elkiilonithetd;

F. Figyelembe véve a sajat adatainkat, javasoltunk egy modelt a WT, az MA, az
MTSCC ¢és a PRCT embryonalis differencialatlan maradvanyokbdl (NR és PNL) valo
kiindulasanak leirasara.

6. Roviditések

aCGH array CGH

Array CGH DNS alapu dsszehasonlitd genomikus hibridizacio
CAKUT congenital anomalies of the kidney and urinary tract
CDC collecting duct carcinoma

CGH comparative genomic hybridisation

CMM cap metanephric mesenchyme

CSB comma-shaped body

CCsK clear cell sarcoma of the kidney

FFPE formalinban fixalt és paraffinba dgyazott
IL-NR intralobularis nefrogén maradvany

ISUP International Society of Urological Pathology
kCGH kromoszomalis CGH

KRO kromoszoéma vizsgalat

MA metanephrogen adendma

MET mesenchymalis-epithelialis tranzicid

MM metanefrogén mesenchyma

MS PCR-alapt mikroszatellita analizis

MTSCC mucindzus tubularis és orsosejtes karcinoma
NR nephrogenic rest

PA pretubularis aggregat

PCR polimerase chain reaction

PL-NR perilobuléris nefrogén maradvany
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