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l. Bevezetés

A vesesejtes karcinoma (RCC) egy igen agressziv betegség, amely az dsszes felndttkori
tumorok 2-3%-at teszi ki, és a 10. leggyakoribb daganatos megbetegedés a human
populécioban. Egyben ez a harmadik leggyakoribb uroldgiai daganat a prosztata- és holyagrak
utdn; ennek ellenére a legmagasabb a haldlozasi ardnya, tobb mint 40% [1-3]. A betegek
kortlbeliil 20-30%-anal tavoli attétek alakulnak ki mar a diagnézis felallitdsakor [2, 4]. Az
Osszes szovettani tipus koziil a vilagossejtes vesekarcinoma (clear cell renal cell carcinoma:
ccRCC) a leggyakoribb altipus, amely az 6sszes RCC eset 75-80%-at teszi ki [1-4]. Korai
felismerés esetén a lokalizalt RCC mitéti uton kezelhetd, €és a betegek 5 éves tulélési aranya
megkozeliti a 85%-ot [2]. Ahogyan a szakirodalom ¢€s a klinikai tapasztalat is mutatja a betegek
kortlbeliil 40-50%-ban kiujul a nefrektomia utan, vagy akar metasztatikus vesetumor (mRCC)
jelentkezik [2, 4]. Az elmult évtizedben elért terapids fejlesztések ellenére az mRCC kezelése
még mindig nagy kihivas a szakemberek szdmara. A miitéti megoldds csak cytoreduktiv
jelleggel torténhet, ezenkiviil a rendelkezésre allo adjuvans terapiak hatékonysaga limitalt [2].

A szakirodalom a vesedaganatoknak joindulata elvaltozasait is emliti. Ilyen példaul a
vese angiomiolipéma (AML) és az onkocitoma (oxifil adenoma), melyek a miitéten atesett
betegek jelentds részét érintik [5, 6].

A vesetumorok kialakulasanak pontos hattere egyeldre nem teljesen tisztazott. A ccRCC
kolcsonhatast figyeltek meg, amely megvaltozott proteomprofil kialakuldsdhoz vezet [7-12]. A
ccRCC patogenezisében egyik kdzponti genetikai esemény a Von Hippel-Lindau (VHL) gén
inaktivalasa, akar szomatikus mutaciok, akar promoter hipermetilacié kovetkeztében [7-10].

A VHL betegség (OMIM 193300) egy autoszomalis dominans, 6roklédd szindroma,
amely hajlamositja az egyént kisagyi hemangioblasztomak, retina angiomak, a vildgossejtes
vesekarcindma, neuroendokrin daganatok és pheochromocytomdk kialakuldsara. A Von
Hippel-Lindau betegséget a 3. kromoszoma (3p25-26) rovid karjan talalhatdé VHL
tumorszuppresszor gén csiravonal mutacioil okozzak [2]. A VHL gén inaktivacidjan kiviil mas
gének is hozzajarulnak a ccRCC kialakuldsahoz, ilyen lehet a foszfatdz és tenzin homoldgot
(PTEN) és az 1-es tipusu emldtumorral asszocialt fehérje (BRCA-1) kédold gén, a BAP1-et
foglalja magéaban [2, 3, 11].

Az RCC patogenezisének, genetikai hatterének jobb megértése hozzéajarulhat a betegek

egyéni genetikai sajatossagaira €piild, a személyre szabott terapiak megkdozelitéséhez [2, 4].

10



A betegek korai felismerése és megfeleld6 nyomon kovetése befolyasolhatja a betegség
progndzisat is. Ezért sziikséges az 0j biomarkerek megismerése, amelyek lehetévé teszik a
betegség korai felismerését, a pontos diagndzis felallitasat, valamint akar a nefrektomia utani
korai metasztazisok elérejelzését, €s 11j célzott terapiak kidolgozasat [13-16].

A mikroRNS-ek (miRNS vagy miR) kicsi, nem kédold6 RNS-ek, amelyek fontos szerepet
jatszanak a karcinogenezis szabalyozdsdban [16-18]. A tumorszovet a megfeleld normal
szovetekhez képest eltérden expresszal miRNS-eket, melyek fontos célfehérjéket szabalyoznak
a karcinogenezis soran [13, 19-21]. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy ezek Osszefiiggésbe
hozhatok szamos human daganat kialakuldasaval, a miRNS-ek expresszios profilja bizonyos
esetekben informativabb és pontosabb a kiillonb6z6 daganatok osztalyozasanal [13, 16, 19].
Nem véletlen az a tény, hogy miRNS-ek egyre inkabb a daganatkutatas kozéppontjaba keriilnek.
Egyes miRNS-ek mar ma is, a jovében pedig feltehetdleg még tobb miRNS lehet potencialis
biomarker jelolt a humén daganatos megbetegedések, koztik a vesetumorok
diagnosztizalasaban és kezelésében egyarant.

A miRNS-ek valtozdsa és az emberi betegségek, koztiik a rak, kiilondsen a veserak
eléfordulasa kozotti Osszefiiggésrdl mar a szakirodalomban beszamoltak [17-23]. A miR-21
tulzottan expresszalodik szdmos human daganatban, és Osszefiiggésbe hozhatdo a tumoros
szovetben megvaltozott sejtfolyamatokkal [23-27]. A huméan daganatokban leirt miR-21-r6l
kimutattdk, hogy onkogénként hat, mivel szamos, a proliferacidval, apoptozissal és invazidval
kapcsolatos tumorszuppresszor gént céloz meg [19-21]. In vivo és in vitro vizsgalatok azt
sugalljak, hogy a miR-21 diagnosztikai és prognosztikai markerként szolgalhat az emberi
rosszindulati daganatok esetén [21]. A legujabb bizonyitékok azt mutattak, hogy a miR-21
jelentds szerepet jatszik a tumorellenes gyogyszerrezisztenciaban is [24-26]. A miRNS-ekkel
kapcsolatos szakirodalom azt is mutatja, hogy a miR-21 fokozott expresszidja vesesejtes
karcinomaban 0Osszefliggést mutat a betegek alacsonyabb tulélésével [24]. Egyes human
daganatok esetében érdekes mdodon a betegség stadiuma is korrelal a miR-21 expresszidjaval.
A magasabb patologiai gradussal jellemzett betegek esetében jelentdsen magasabb miR-21
expressziot irtak le [24-28]. A human daganatokban egy masik miRNS, a miR-221 is igen
gyakran keriil emlitésre. A miR-221-r8l kimutattdk, hogy szdmos tumor esetében fontos
onkomiR [18]. Ennek a miRNS-nek tulzott expressziojat szdmos rosszindulati daganatban
észlelték, beleértve a gyomorrdkot, a hepatocellularis karcinomat, a hugyholyagrakot, a
hasnyalmirigyrakot, a papillaris pajzsmirigykarcindmat, a hepatocellularis karcinomat, a
glioblasztomat, a bor melanomat és a limfomat [29-31]. Szignifikans Osszefiiggést mutattak ki

amiR-221 expresszios szintje és a klinikopatologiai tumorjellemzdék kdzott, beleértve a tumor-
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metasztazist leird stddiumot (TNM), a lokalis invazidt, az attéteket, a prognozist, a
sugarérzékenységet ¢és a tumorellenes gyogyszerrezisztenciat, példaul vastagbél- ¢és

végbélgyulladas esetén [30].
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. Célkitiizés

Amikor tudoméanyos munkamat elkezdtem, a vesetumorokat érintéen ugy a miR-21, mint
amiR-221 kapcsan korlatozott informaciok alltak rendelkezésiinkre. Nem véletlen, hogy célom
volt kisérletes munkat folytatni ezen onkogén jellegi miRNS expresszids profiljanak
vizsgalatara vonatkozoan a Debreceni Egyetem Urologiai Klinik4jan vesetumorral
diagnosztizalt és miitott betegek mintain.

Ebben a tudomanyos munkéban egy-egy betegcsoportban sor keriilt a bevezetés elején
mar emlitett VHL, PTEN ¢és BAP1 mutacidinak a vizsgalata alkalmaval kapott eredmények
bemutatasara. Tovabba, egy masik, szintén vesetumorral leirt betegpopuldcido ép/tumoros
szovetmintak parjain a miR-21 és miR-221 expressziojat vizsgaltuk. Ugy a genetikai, mint a
miRNS-ekkel torténd vizsgalataink soran célul tiiztiik ki azok klinikopatoldgiai jelentéségének
elemzését is a betegek klinikopatologiai jellemzdinek birtokaban. Szintén célunk volt VHL,
PTEN, BAPI genetikai eltérések, valamint a miR-21 és miR-221 lehetséges szerepének
vizsgalata az RCC tumorigenezisében.

Ahogyan azt az irodalom, de egyben a klinikai gyakorlat is mutatja, sajnos még mindig
nincs egyértelmii bizonyiték a vesedaganatok kialakuldsat magyardzo genetikai és epigenetikai
tényezOkre. A nagyszamu diagnosztizalt eset ellenére, a kutatok még nem taldltak dsszefliggést
a genetikai elvaltozasok, a betegek klinikopatologiai allapota, prognozisa vagy klinikai
kimenetele kozott. Ugyszintén feltaratlannak tiinik a vesetumorok kialakulasat befolyasold
epigenetikai tényezok, konkrétan a miRNS-ek szerepe, valamint azok targetjeikkel kialakitott
interakcidinak jelentdsége, melyek szereppel birhatnak a vese tumorigenezis jelatviteli
utvonalainak befolyasolasaban, szabalyozasaban.

Ebben a tudomanyos munkiban egy sokrétli elemzést tliztiink ki célul a vesetumorok
kialakuldsat érintd egyes genetikai és epigenetikai tényezOket illetden. Néhany fontosabb
pontban 0sszefoglalva, a kovetkezd célkitlizésekre probalunk valaszt adni:

e Sagner szekvenalasi megkdzelitést alkalmazva célul tlztik ki a VHL, a PTEN és a
BAPI1 gének muticioinak elemzését vesetumoros betegekbdl izolalt tumoros és ép
szovetminta parokban. Jelen tanulmany célja a VHL gén mutécidinak vizsgalata az 1-3
exonokban, valamint a PTEN és BAP1 gének mutaciok vizsgalata az Gigy nevezett ,,hot
spot” régidkban.

e Szintén célunk volt, hogy a vizsgalt mintainkban altalunk azonositott minden genetikai
elvaltozas jelenlétét Osszefliggésbe hozni a vizsgalt betegek klinikopatoldgiai

jellemzdivel is.
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Tovabbi célunk volt olyan epigenetikai faktorok, mint a miR-21 és miR-221 vizsgalata,
melyek befolyasolhatjdk a vesetumorok tumorigenezisét, a betegség klinikai
kimenetelét és a betegek terapidra adott valaszat.

Az irodalombol szerzett informaciokra alapozva ebben a tudomanyos munkaban célunk
volt a vizsgalatba bevont vesetumoros betegek ép/ tumoros szovetminta parjain a miR-
21 és miR-221 expresszidjanak a vizsgalata.

Szintén célul tiztiik ki a miR-21 és a miR-221 lehetséges szerepének meghatarozasat a
miRanda, PicTar és TargetScan adatbazisok segitségével, melyekben a miR-21 és a
miR-221 specifikus targetek fellelhetok.

Tovabba a Klinikopatologiai ismeretek birtokaban a miR-21 ¢és a miR-221 lehetséges

biomarker szerepének a megvilagitasa.
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1. Irodalmi attekintés
II1. 1. A vesetumorok
A vesetumorok epidemiologiaja

A vesetumorok az dsszes eléforduld daganatos megbetegedések mintegy 3 %-at teszik ki.
Legmagasabb incidencidjukat a nyugati tarsadalomban észlelik [32]. 2020-ban 431,288
vesedaganatos beteget diagnosztizaltak vilagszerte, ebbdl 138,611 beteg eurdpai vVolt. Az utobbi
két évtizedben évente 2% nodvekedés volt megfigyelheté a vesetumorok el6fordulasaban.
Eurdpaban. 2022-ben vilagszerte 179,368 esetben vezették vissza a halal okat a vese daganatos
megbetegedéseire (115,600 férfi beteg, valamint 63,768 ndéi beteg), igy incidencidja
1,8/100000-re tehetd [33].

A vesetumorokkal 0sszefiiggést mutatd elhaldlozasok szdma folyamatosan novekedett a
mult évszdzad végéig, majd stagnalt, kdszonhetden a korai diagnosztikdnak és az egyre
fejlettebb kezelési modszereknek, jelenleg csokkend tendenciat mutat [34].

A vilagossejtes vesetumor a leggyakoribb vesét érintd szolid térfoglald folyamat, mely
tobb mint 90%-at jelenti az dsszes a vesében képalkotok altal leirt daganatnak. A nemek aranya

1,5-2,0:1 a férfi populacio javara, és dontd tobbségében az idésebb generaciokat érinti [35].

A vesetumorok patologiaja

A World Health Organization (WHO) altal 2022-ben publikalt, az Urogenitalis
Daganatok Osztalyozasa 5. kiadasaban megjelent klasszifikdcid alapjan szamos szovettani
altipus kerdill leirasra a vesedaganatok tekintetében [35-37]. Az uj WHO besorolas a korabbi
2016-ban megjelent verzid jelentésen atdolgozott, illetve revidealt valtozata, mely a
morfologiai, immunhisztokémiai szempontok mellett genetikai és molekularis szinten is
osztalyozza a vesedaganatokat. Ezen 0j entitasok f6leg a ritkdbban elfordulé veserak tipusokat
érintik, de a jelenleg elérhetd adjuvans kezelések indikdcioindl nagy jelentdséggel birnak. A
vesedaganatok WHO szerinti besorolasat roviden az 1. tablazat szemlélteti. Tekintettel arra,
hogy magyar nyelvli forditas nem elérhetd az irodalomban, igy ezt helyenként eredeti

formajaban, angol nyelven idézziik.
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1.Tablazat. A vesedaganatok WHO szerinti besorolasa [35, 37]

A vesetumorok WHO szerinti klasszifikaciéja (2022-es iranyelv alapjan)

Vesetumorok

Vilagossejtes vesetumorok (Clear cell renal tumours CRCC)

Vilagossejtes vesetumor (Clear cell RCC)

Alacsony malignitasti multilokularis cisztikus vese neopldzia

(Multilocular cystic renal neoplasm of low malignant potential)

Papillaris vesetumorok (Papillary renal tumours)

Papillaris adenéma (Papillary adenoma)

Papillaris RCC (Papillary RCC)

Onkocytas és chromofob vesetumorok (Oncocytic and chromophobe renal tumours)

Vese oncocytoma (Oncocytoma of the kidney)

Chromophob RCC (Chromophobe RCC)

Mas oncocytoma jellegli vesetumorok (Other oncocytic tumours of the kidney)

Gyljtécsatorna tipusu tumorok (Collecting duct tumours)

Gylijtécsatorna tipust tumor (Collecting duct carcinoma)

Vese mesenchymalis tumorok (Renal mesenchymal tumours)

Feln6ttkori mesenchymalis vesetumorok (Adult renal mesenchymal tumours)

Klassszikus angiomyolipoma (Classic angiomyolipoma/PEComa of the kidney)

Epitheloid angiomyolipoma (Epitheloid angiomyolipoma/epithelioid PEComa of
the kidney)

Vese haemangioblastoma (Renal haemangioblastoma)

Gyerekkori vese mesenchymalis tumorok (Paediatric renal mesenchymal tumours)

Embrionalis vese neoplaziak (Embryonal neoplasms of the kidney)

Nefroblasztikus tumorok (Nephroblastic tumours)

Nefrigenikus maradvanyok (Nephrogenic rests)

Gyerekkori cisztikus nefroma (Paediatric cystic nephroma)

Cisztikus, részben differencialt nefroblasztoma (Cystic partially differentiated

nephroblastoma)

Nefroblasztoma (Nephroblastoma)

Kevert tumorok (Miscellaneous tumours)

Gyerekkori csirasejtes tumorok (Germ cell tumours of the kidney)
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A vesedaganatok szdvettani feldolgozasakor sziikséges megadni a morfologian tul a
pontos szdvettani tipust, az International Society of Urologic Pathologists (ISUP) szerinti mag
morfologiat, szarkomatoid jelenség meglétét vagy hianyat, az érinvazid jelenlétét, tumor
hianyat, pT és pN stddiumot (amennyiben a sebészi beavatkozas soran nyirokcsomo eltavolitas
is tortént). Jelenleg a 3. fokozati Fuhrman gradus fokozatosan kivezetésre keriil és helyette a

WHO/ISUP gradus megadasa kertil el6térbe [35-37].

A fontosabb szovettani tipusok bemutatasa
1. A klasszikus vilagossejtes vesetumor (clear cell renal cell carcinoma: ccRCC)

A klasszikus vilagossejtes vesetumor makroszkopos metszeti képen narancssarga,
szabalyos tokkal nem rendelkezd, szoliter megjelenésii térfoglalds. A kornyezd veseszovetet
deformalja, kevésbé invazivan nd. Metszeti képen gyakran bevérzések és nekrozis is

megfigyelhet6 [38].

1. Abra: A vilagossejtes vesekarcinoma makroszkopos és
szovettani képe
chrome-extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://publicatio.bibl.u-
szeged.hu/28078/1/0007a.pdf
A multilokularis cisztikus vesetumor (Multilocular cystic renal neoplasm of low
malignant potential MCNLMP) a vildgossejtes vesetumorok egyik alcsoportja. Lassan novo,
kizardlag cisztikus terime, szolid részek nélkiil, klasszikus vilagossejtes veserak

magmorfologiaval, azonban alacsony malignitasi potenciallal és ISUP gradussal [35].
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2. Abra: Multilokularis cisztikus neoplazia szovettani képe

Microsoft Word - PhD-végsd.andras-03.08..doc (pte.hu)

Az 0sszes vesetumor 0,5 -2,5 % -at teszi ki, nem képez attéteket, korlefolyasa
benignusnak mondhato. Kezelése altalaban részleges, szervmegtartd miitét, amennyiben

technikailag kivitelezhet6 [39].

2. Papillaris vesekarcinoma (pPRCC)

A papillaris alvarians a masodik leggyakrabban eldforduld malignus vese térfoglalas,
mintegy 13- 20%-ban észlelhetd. Szovettani képén papillaris és tubulopapillaris elrendez6dés
figyelheté meg [35-37].

3. Abra: Papillaris 1-es tipusu vesekarcindma szovettani képe [40]

Korabban két alvariansa volt ismert, I. és II. altipus [35]. A jelenleg bevezetés alatt allo
WHO besorolas a korabbi I. altipust ,,klasszikus mintdzatt” papilldris vesekarcindmaként

definialja. Ezen kiviil harom tjabb morfolédgiai alvarians keriilt meghatarozasra. Az elsé a ,,bi-
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phasic” (alveolo-squamoid), tobbnyire szolid megjelenésii és ndvekedésii. A masodik altipus a
,reverz nuclear polarity” melyet korabban onkocyta jellegii pRCC -ként ismertiink. A harmadik
altipus a Warthin- szerli varians, mely a habszerii szovettani képe alapjan a nydlmirigyekben
eléforduld Warthin tumorra jellegzetes kép miatt keriilt elnevezésre [35-37].

A pRCC szdvettani képe (keskeny papillaris elrendezddés, 6sszekottetések nélkiil, mikro
kapillarisok jelenlétével) magyardzza szokatlan klinikai megjelenését is. A tumor altalaban
pszeudokapszulaval rendelkezik, emiatt szabalyos kerek format vesz fel (Pascal torvénye),
valamint torékeny (vagdalthus jellegll). A tumorndvekedés papillanekrozist okoz, emiatt
hiperozmotikus fehérje lerakodas figyelhetdé meg, ami tovabbi tumor méret ndvekedéshez,
illetve daganaton beliilli folyadék felhalmozddashoz vezet. Ennek kovetkeztében a
posztkontrasztos CT felvételeken csak a széli részeken figyelheté meg kevés halmozas, és a CT
kép alapjan a tumor Osszetéveszthetd a Bosniak II. F, vagy Bosniak III. besorolast
vesecisztakkal. Metszeti képen okkersarga megjelenésti, exofitikus, alacsony ISUP gradusu.
Biopsziat kovetden meglehetésen magas a szoérodasi rata (13%) melyet a tumor torékeny

szerkezete magyaraz [41].

3. Kromofob vesesejtes rak (chRCC -chromophobe renal cell carcimoma)

A chRCC jelenleg, mint onkocitoid és kromofob sejtes vesekarcindma lett definialva.
Tobbnyire véletlenszeriien keriil felfedezésre, tiinetmentes egyéneknél. Makroszkdposan
vilagosbarna metszeti képet mutat, viszonylag homogén, tomor, jol koriilirt és nem rendelkezik
tokkal. Eléfordulésa sporadikus, de bizonyos genetikailag drokletes betegségekben, mint a Birt-
Hogg-Dub¢ (BHD) szindroma, illetve a Cowden szindroma felismerhetd csaladi halmozodas.
Elébbiben a follikulint szabalyozo gén, utobbiban a PTEN szabalyozé gén mutacidjat ismerjiik
[35-37].

4. Abra: A kromofob vesekarcindma szovettani képe [40]
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A chRCC esetében nem adhaté meg ISUP, vagy Fuhrman gradus a sajatos mag atipia
miatt. Genetikai vizsgalat soran gyakran megfigyelheté az Y, 1, 2, 6, 10, 13, 17 és 21
kromoszomak delécidja [35].

Progndzisa nagyon jonak mondhatd, az 5 és a 10 éves tulélés 94.3 % ¢és 89.2 %. A betegek
5,7 %- nal figyeltek meg recidivat, ezen betegek 76,5%-a metasztatikus volt. Ezen esetek tobb
mint felében szoliter attét volt megfigyelhetd, mely leggyakrabban csont attétnek bizonyult.
Korai sebészi kezelést koveto attétek képzodése vagy kiujulas viszonylag ritka, igy a pT2a

stadium alatti tumorok prognozisa kifejezetten kedvezo [42].

Egyéb vesetumorok

Az alabbiakban sz6t ejtiink néhény ritka, sporadikusan eléfordulé vesetumorrdl, melyek

orokletesek is lehetnek.
a. Vesevel6 karcinoma (SMARCBI1-deficient renal medullary carcinoma RMC)

A veseveld allomany karcindma a vesekarcindmak kevesebb, mint 0,5 %-at teszik ki.
Tobbnyire afrikai felmendkkel rendelkezd fiatal betegeket érint (atlagosan 28 év koriil),
gyakran megfigyelhetd sarlosejtes anémia a kortorténetben, valamint férfiak esetében kétszer
gyakrabban fordul elé, mint n6knél. Tébbnyire centralisan kialakulo és infiltrativan terjed6
tumor. A diagndzis felallitasakor a betegek kétharmada mar klinikai értelemben el6rehaladott
stadiumt. A még idejében felfedezett eseteknél is gyakran heteken beliil attétek alakulhatnak
ki [43, 44].

A haemoglobinopatia nélkiil eléforduld veseveld karcindmakat a WHO ,nem

osztalyozhatd medullaris fenotipustt” veserakként definialja [35-37].

b. Policisztas vesebetegség talajan létrejott végstadiumu veseelégtelenséggel tarsulo

veserak

A végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd betegeknél gyakran lehet a kivaltd ok a
policisztas vesebetegség, illetve gyakrabban tarsulé vesekarcindma is megfigyelhetd. A
veseelégtelen betegek 4%-aban figyelhetd meg veserdk kialakuldsa, valamint a normal
populédcidhoz képest tizszeres az esélyiik a betegség kialakuldsara. A klasszikus vildgossejtes

veserakkal ellentétben ezen rizikdcsoportban eléforduld daganatok tobbgocuak, kétoldaliak, €s
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kevésbé agresszivak. Tobbnyire vildgossejtes varidns fordul eld, de gyakran megfigyelhetiink

papillaris varianst is [36, 45].

Joindulati vesedaganatok

Papillaris adenoma

A papilléris adenoma egy viszonylag kisméretii, szovettani elrendezddése papilléris vagy

[ SN4

mondhaté [35-37].

Onkocytoma

Az Osszes vese térfoglalds mintegy 3-7% -at teszik ki. A 4 cm-nél nagyobb vesetumorok
esetében aranyuk jelentésen nd, mintegy 20 %-ban fordul eld. Dignitasa alapjan joindulata
térfoglalasként jellemezhet6 [46].

Habar a képalkotd vizsgdld modszerek egyre fejlettebbek, mégis elkiilonitése a
vesekarcindmatol még mindig kihivast jelent. Emiatt egyre nagyobb szamban n6 a vesetumor
biopszidk szdma és jelentdsége, azonban a mintavétel nem jelent egyértelmi és megbizhatd
diagnozist. Szovettani mintavétel esetében a végleges szovettani eredmény ritkdn mutat
malignitast [47]. Mivel altalaban lassan progredial, igy a sebészi kezelés mellett az aktiv

utankovetés is javasolhato valogatott esetekben [48].

Cisztikus vesetumorok

A vesecisztak besorolasat a CT megjelenésiik alapjan Bosniak szerint végezziik, mely
figyelembe veszi a szeptumok, meszesedések, valamint cisztafal kontrasztanyag felvételét. A
Bosniak I. és II. elvaltozasok joindulatinak mondhatdk, rendszeres kovetésiik javasolt. A
Bosniak IV. tipusu vesecisztdk, vesetumornak mindsiilnek, melyek egyértelmiien sebészi
beavatkozast igényelnek [49]. A Bosniak I1.F (Follow-up), és I11. besorolasu képletek azonban
mind diagnosztikai, mind terdpids szempontbol kihivast jelentenek. A pontos diagndzis
felallitasahoz ezen csoport kivizsgéalasakor kontrasztanyagos ultrahang, illetve MR vizsgalat
elvégzése megfontolando. A kiegészitd képalkoto vizsgalatok elvégzése alapjan a fenti betegek
12 %-a kés6bbi utankovetés soran Bosniak I11. /IV. csoportba osztalyozhatd, majd az elvégzett

miitét utan végzett szovettani feldolgozas alapjan az esetek 83 %-a malignitast mutat [50].
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A Bosniak III. vesecisztak miitét utani szovettani feldolgozasa soran, amennyiben
rosszindulata elvaltozas igazolodik, az leggyakrabban ccRCC-nak bizonyul. Emellett egyéb
alacsony malignitast cisztikus elvaltozasok, illetve pRCC-k dominalnak. Mivel ezen csoport
sebészi kezelése soran nyert szovettani eredmény az esetek mintegy felében joindulata

elvaltozast igazol, igy valaszthato alternativa az aktiv utankovetés [50, 51].

Orokletes vesetumorok

Mindeddig tiz olyan genetikai szindromat ismeriink, mely vesetumor kialakuldsaval jar.
Az 0sszes ismert vesetumorok 5-8 %-a vezethetd vissza genetikai megbetegedésre. Tobbnyire
az ismert csaladi anamnézis, valamint szindromakra jellemzé egyéb tiinetek és a korai
kialakulas hivja fel a figyelmet a jelenségre. Jellemzden a betegség 46. €letév elott alakul ki a
betegek tobb mint 70 %-aban [43].

A fenti kategoriaba sorolandok a von Hippel-Lindau szindroma, az orokletes pRCC
szindroma, a Birt-Hogg-Dubé szindroma, fumarat hidrataz-deficiens RCC (FHD RCC),
sclerosis tuberosa, SDH mutaci6 (germline succinate dehydrogenase mutation), nem-polip6zus
colorectalis daganat szindroma, hyperparathyroidizmus-alkapocs tumor szindroma, PTEN
hamartoéma szindroéma (PHTS), szisztémas 3 kromoszéma transzlokaci6, familidris nem
szindroma szerli ccRCC valamint a BAP1-variansi RCC és a veseveldbdl kiinduld medullaris
vesekarcinoma [35].

Kezelésiik tobbnyire sebészi uton torténik, ezen belill is szervmegtarté miitét. Kivételt
képez a FHD RCC ¢és az SDH mutécio, melyek agressziv mivoltuk miatt korai és gyors
veseeltavolitast igényelnek. A VHL szindréma esetében valaszthaté alternativa az aktiv

utankovetés és a nagyobb térfoglalasok szervmegtartd miitéte [52, 53].

Angiomyolipoma

Mezenchimalis eredetli joindulatt térfoglalds, mely ultrahang és CT képe alapjan
konnyen diagnosztizalhatd és kovethetd. Sporadikusan vagy a sclerosis tuberosa részeként
jelentkezik, ez utdbbi esetben multiplex és kétoldali. Klinikai jelentdségét a spontan bevérzések
¢s az ezzel jaro életveszélyes allapotok adjadk (Wunderlich szindroma). Kezelése foleg sebészi,
lehetdleg szervmegtartd, de indokolt esetben szelektiv embolizacid és radiofrekvencids ablacid
is szoba johet. Kordbban 4 cm feletti méret esetében javasoltak a beavatkozast, jelenleg ezt a

klinikai kép, és a panaszok alapjan kell meghatarozni [54]. Sclerosis tuberosa esetében
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gyogyszeres kezelésként” mammalian target of rapamycin” (MTOR) gatl6 (everolimus) terapia

megkisérelhetd [55].

A vesetumorok etilogiaja

A latszolagos magas incidencia mogott feltehetden a széles korben elérhetd diagnosztikai
lehetdségek €és a megfeleld szlirdvizsgalatok népszerisitése all. Emellett szol az a tény is, hogy
bar ezekben az orszagokban a leggyakoribb az eléfordulds, azonban ezen esetek tobbnyire
kezdeti stadiumt megbetegedések [56].

A vesetumorok kialakuldsanak f6 rizikofaktorai a dohényzas, elhizas ¢és a
magasvérnyomds. A diagnosztizalt vesetumoros betegek 52%-a dohéanyzik, vagy korabban
dohanyzott. A szovettanilag igazolt kromofob sejtes vesedaganatos betegek 38 %-a, mig a
papillaris vese karcinomaban szenvedd paciensek 61,9 %-a dohanyzik, vagy dohanyzott [57].

Mig a cukorbetegség sulyosbitd tényezd a beteg kortdrténetében csakigy, mint
egyenesagi felmendknél eléforduld vesedaganat, ezzel szemben a mérsékelt alkoholfogyasztas
¢s a testmozgas protektiv hatassal birhat [58, 59]. Tobb, egyéb karos tényezé is felmeriilt a
vesedaganatok kialakuldsban, mint példaul egyes ételek fogyasztdsa, bizonyos karcinogén
anyagokkal valé érintkezés, radioaktiv sugédrzasnak vald kitettség, azonban egyértelmi
Osszefliggést az irodalom nem talalt [33, 60].

A betegség kialakuldsanak a kockazatat leginkabb a dohanyzas elhagyasaval, valamint a
testsuly csokkentésével lehet minimalizalni [33, 56].

A vesedaganatok szlirése egyeldre nem megoldott, valamint nincs egyértelmii evidencia
az altalanos széleskorti  szlirOkampanyok bevezetésére. Jelenleg nincs megbizhato
tumormarker, mely prognosztizalna a betegséget, sem vizeletvizsgalat, sem az altalanosan
hasznalt labor vizsgéalatok nem alkalmasak a korai észlelésre. Az évente elvégzett hasi ultrahang
vizsgalat a legelfogadottabb és leggyakoribb sziirési metddus, azonban ennek hatékonysaga
fligg a vizsgalo tapasztaltsagatol, illetve a tumor méretétdl [61, 62]. A magas rizikocsoportba
tartozo betegek szlirése (példaul végstadiumu veseelégtelenségben szenveddk) megfontolando
¢s magasabb eredmény rataval bir, ezen rizikdcsoportban a vesekarcinoma eléforduldsanak
tizszer nagyobb esélye van, mint az atlag populacioban [63]. A fentiek alapjan kijelenthetd,
hogy jelenleg nincs egyértelmii evidencia mely aldtdmasztana a népesség altalanos sziirését,

fenntartva azon kivételt, mely a fokozott rizikoju alcsoportokat érinti.
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A vesetumorok stadiumai és diagnosztikaja
A vesetumorok stadiumait a 2. tdblazat foglalja 6ssze

2. Tablazat: A vesetumorok stadiumai [37]

T -Tumor stadium

TX primer tumor nem beazonosithatd

TO nincs feltételezett primer tumor

T1 < 7cm, szervre lokalizalt

Tla<4cm

Tlb>4cm,de <7 cm

T2 > 7 cm, de a vesére lokalizalt

T2a>7cm de <10 cm

T2b > 10 cm, de a vesére lokalizalt.

T3 a tumor betor a vesevénakba €s /vagy a perinefrikus zsirszovetet involvalja,
de a Gerota fasciat nem tori at

T3a A tumor betdr a vesevénakba, €s vagy a peripelvikus zsirszovetbe és/vagy
betdr a perinefrikus zsirszovetbe a de a Gerota fasciat nem haladja meg

T3b A tumor betdr a vena cava inferiorba de a rekeszt nem haladja meg

T3c A tumor betdr a vena cava inferiorba és meghaladja a rekesz szintjét, vagy
beszliri a vena cava inferior falat

T4 A tumor attori a Gerota fascia szintjét és /vagy besziiri a mellékvesét.

N- Nyirokcsom¢ stadium

N X Nincs észlelt nyirokcsomo attét
N 0 Pathologiai feldolgozas soran nem igazolddott nyirokcsomo attét

N 1 Regionalis nyirokcsom¢ attét igazolhatd

M tavoli attét

MO nem észlelhet6 tavoli attét

M1 tavoli attét észlelhetd

A vesetumorok diagnosztikaja

A vesetumorok egy része sajnos eldrehaladott stadiumban keriil felfedezésre, azonban

kdszonhetden a széles korben elterjed képalkotd vizsgalatoknak (UH, CT) egyre gyakrabban
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deriil fény a betegségre korai stidiumban. Egyes tanulmanyok szerint az dsszes vesetumorok
60 % -a, illetve a I. stadiumu vesetumorok 87 %-a, ezenfeliil a III. és IV. stddiumu betegek 36
% -a keriil felfedezésre incidentalisan [64, 65].

A klasszikus vesetumorra utal6 tiineteket csak az esetek mintegy 5-6 % -aban észleljiik
(haematuria, tapinthaté hasi terime, deréktdji fajdalom). Paraneopldzias tiineteket is egyre
ritkdbban észleliink, azonban az igy felfedezett esetek rosszabb prognozissal, gyorsabb
korlefolyassal és agresszivabb szovettani eredménnyel jellemezheték [65].

Ezek alapjan konnyen belathato, hogy a fizikalis vizsgalatnak, illetve a rutin labor
vizsgalatoknak csekély szerepe van a korai staddiumu vesedaganatok diagnosztikajaban.

A képalkotd vizsgalatok, mint ultrahang, CT, illetve MR jelentik a gyakorlatban a

vesetumorok diagnosztikajanak az alapjat.
A vesetumorok kezelése
A szervre lokalizalt vesetumor kezelése

A szervre lokalizalt vesetumorok kezelése elsdsorban sebészi uton torténik. A Tl1
stddiumu vesekarcindma ,,gold standard” kezelése a szervmegtarté miitét, vagy mas néven
veserezekcid. Minden esetben torekedni kell a minél nagyobb mennyiségli ép veseallomany
megtartasara amennyiben ez technikailag kivitelezhet6. A beavatkozas egyértelmii eldnye,
hogy a betegek miitét utani vesefunkcidja jobb, mint a radikalis veseeltavolitdson atesett
betegek esetében, mikzben onkoldgia hatékonysaga megegyezik [66].

Fliggetleniil a beavatkozas modjatol (nyilt, laparoszkdpos, vagy robot asszisztalt) sem a
terapias hatékonysagban, sem a miitét utani vesefunkcids értékben nincs szignifikans
kiilonbség. A minimal invaziv eljarasok egyértelmli eldnye a kisebb postoperativ
fajdalomesillapito igény, a kedvezObb kozmetoldgiai eredmény, hatranyuk azonban a hosszabb
melegiszkémias id6, valamint a hosszabb miitéti id6 és altatasi id6 [67]. Habar a parcialis
nefrektomidk esetében magasabb a szovédmény rata, valamint a vérveszteség, mégis T1
stadiumban hosszatavon elényt jelenhet a sikeres beavatkozas a beteg szempontjabol [68].

A tumor mérete ¢€s elhelyezkedése, valamint egyéb szempontok alapjan kiilonb6z6
predikiv modellek allnak rendelkezésre melyek segitenek a szervmegtartd miitét eldontésében.
A PADUA, Renal score illetve C-index esetében nincs szignifikans kiilonbség, mindegyik
egyarant elfogadott és a napi rutinban hasznalatos [69].

A T2 stadiumu vesetumorok esetében a ,,gold standard” eljaras a radikalis veseeltavolitas

(nefrektoémia), illetve kivételes esetekben a szervmegtartd mutét. Ahogy a veserezekciok

25



esetében itt sincs szignifikdns onkoldgiai kiilonbség a kiilonb6zé eljarasok kozott, mégis a
gyakorlatban a laparoszkopos radikalis nefrektomia, valamint a robot asszisztalt radikalis
nefrektomia az elfogadott eljaras [68].

A lokalisan elérehaladott (T3) esetekben a radikalis nefrektomia mint alap beavatkozas
a valasztando eljaras. A stadiumtol fliggden kiegészitd beavatkozasokra is sziikség lehet egy
iilésben, melyek lehetnek mellékveseeltavolitas, retroperitonedlis nyirokcsomé disszekcio,
vena cava inferior rezekcio és tumor thrombus eltavolitas. Kivételes esetekben, amennyiben a
tumor a vena cava inferioron keresztiil a jobb pitvarfélbe propagal, szivsebészeti hattérrel
megoldott, nyilt tumor eltdvolitds (jobb pitvar megnyitassal) mesterséges extrakorporalis

keringéssel (szivmotor) valik sziikségessé [56, 70].

Alternativ kezelési eljarasok

Azon betegek esetében, akik miitétre nem alkalmasak, vagy valamilyen okbdl ez a
megoldas nem valaszthatd, 1éteznek alternativ beavatkozasok, mely koziil tobb még kisérleti
stddiumban van, biztatd kezdeti eredményekkel, azonban kevés irodalmi adat all rendelkezésre
ezek hosszatava onkoldgiai hatékonysagarol.

Idds rossz altalanos allapotu betegeknél kisméretli vesetumorok esetében valaszthato
alternativa az ,,aktiv megfigyelés” (active surveillance), illetve az ,,éber varakozas™ (watchful
waiting). Mindkét esetben ajanlott a tumor biopszia elvégzése a dontés meghozatala eldtt. A
két modszer gyokeresen eltér egymastol abban a tekintetben, hogy mig az el6bbi fenntartja
annak a lehetéségét, hogy a beteg megfeleld idéintervallumon beliil kurativ kezelésben
részesiilhet, utobbi viszont csak klinikailag szignifikans, a beteg altalanos allapotat befolyasolo
esetben indokol beavatkozast, mely tobbnyire szupportiv vagy palliativ [71].

A kisméretli vesetumorok esetében valaszthatd alternativ kezelés a tumor ablacio. Ez
torténhet radiofrekvencias, illetve mikrohullamt eljarassal, valamint biztat6 eredményekkel
szolgalhat a krioablacio is. Mindharom modszer elvégezhetd perkutan, illetve laparoszkoppal
aszisztalt modon is. Minden esetben kotelezo a szovettani mintavétel, [72, 73].

A sztereotaxids ablativ sugarkezelés klinikailag nem operabilis Tla és T1b esetekben
alkalmazhat6. Tobb dozis eszkalacio 1étezik, az egyszeri 26 Gray (Gy) illetve a tobb frakcioban
leadott dozisok (3x14 Gy, vagy 5x 6 Gy) mind megfeleld alternativak [74].

Inoperabilis T3 vagy T4 daganatok esetében a szelektiv vagy teljes artéria renalis
embolizacid, mint palliativ eljaras johet szoba, ennek f6 indikacioja a vérvizelés, vagy a tumor

okozta fajdalom [54].

26



A metasztatikus vesetumorok lokalis kezelése

Metasztatikus vesetumorok esetében a kezelés multidiszciplinaris és minden esetben a
beteg tiineti kezelésére, valamint életminéségének javitasara torekszik, mivel kevés esettdl
eltekintve, teljes remissziot nem remélhetiink. Oligometasztatikus esetekben, valamint, ha a
beteg altalanos allapota megengedi citoreduktiv nefrektomia javasolt. Egyértelml evidencia
sz6l a beavatkozas elvégése mellett, mind a progresszié6 mentes id6, mind az atlagos tulélés
tekintetében [75].

A tavoli, jellemzden tiido, maj vagy csont attétek kezelése, eltavolitasa egyértelmiien
javitja a beteg ¢€letkilatasait. Mind a sebészi Gton végzett metasztazisok eltavolitasa, mind az

alternativ megoldasok (ablacio, vagy sugarkezelés) novelik a teljes talélés esélyét [76, 77].

A metasztatikus vesetumorok szisztémas kezelése

A metasztatikus vesetumorok kezelésében a klasszikus kemoterapianak nincs szerepe €s
ellenjavallt. Kivételes esetekben (papillaris vesekarcindma, illetve medullaris vesekarcindma)
megajanlhato a beteg kezelésében, de eredményessége kérdéses [78, 79].

A VHL gén inaktivitdsa miatt felhalmozodd hipoxia indukalhato faktor (Hypoxia-
Inducible Factor: HIF) tulajdonképpen a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (Vascular
Endothelial Growth Factor: VEGF) és a trombocita eredetii névekedési faktor (platelet-derived
growth factor: PDGF) hiperexpresszioval jar, mely neoangiogenezishez vezet, igy tumor
kialakulasat indukalja [80].

Ezen folyamatok megismerése vezetett az igynevezett target terapiak kifejlesztéséhez,
melyek széles korben elterjedtek a metasztatikus vesetumorok és egyéb daganatok (pl.

A target terapiak kozott megemlitend6 a tirozin-kinaz inhibitorok (TKI) csoportja,
(sunitinib, pazopanib, axitinib, cabozantinib, lenvatinib, livozanib), a monoclonalis VEGF gatlo
antitest terapia és az mTOR gatlok (Temsirolimus, Everolimus) alkalmazasa [81].

A sunitinib oralisan adagolandé tirozin-kindz inhibitor, mely anti-tumor és anti-
angiogenezis hatassal bir. A kordbban alkalmazott interferon kezelésekhez képest javitja a
teljes, illetve a progresszidé mentes talélést. Toxicitasa miatt intermittaloan alkalmazhat6 [81].

A pazopanib oralis angiogenezis gatlo. Hatasossaga megegyezik a sunitinibével, viszont

alacsonyabb mellékhatas profilja miatt a betegek jobban toleraljak [82].
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Az axitinib masodik generacios oralisan adagolando szelektiv VEGFR-1, -2 ¢és -3 gatlo.
Tekintettel arra, hogy sorafenibbel 6sszehasonlitva nem nyujt eldnyt sem progresszio, sem a
tulélés tekintetében, igy masodvonalban javasolt alkalmazasa [83].

A cabozantinib masodvonalban adhato oralis tirozin-kinaz inhibitor. Mind az mTOR
gatlokhoz mind a VEGF gatlokhoz és a sunitinibhez képest is javitja a teljes talélést és késlelteti
a progressziot [84].

A lenvatinib multitarget TKI, mely gatolja a VEGFR1, VEGFR2, és VEGFR3 utakat,
valamint inhibitorként hat a fibroblaszt receptorokra, a PDGFRa receptorokra. Egyeldre
bevezetés alatt all, hatasossagat még II. klinikai fazisu study keretében tesztelik [85].

A tivozanib elsé vonalban adandd szelektiv TKI, mely egyértelmiien eldnyt nyujt a
progresszio mentes idészakot illetéen [86].

A monoklonalis VEGF antitest terapia, (bevacizumab) jelenleg kivezetés alatt allo
terapia, korabban intreferonnal tarsitottak, jelenleg atezolizumabbal tarsitva folyik klinikai
vizsgalat hatasossagat illetéen [87].

Az mTOR gatlok koziil a temsirolimus jelenleg kivezetés alatt all, az everolimus viszont
VEGF rezisztens esetekben adhato, végstadiumi betegeknél [85].

A masik vonal, mely metasztatikus vesetumorok esetén alkalmazhatd az immuntherapias
kezelési moéd. Az immun checkpoint inhibitorok forradalmasitottdk a metasztatikus
vesetumorok kezelését, mind monoterapidban mind kombinaltan jelentdsen novelik a teljes
tulélést, valamint a progresszid mentes talélést. Mdasod és harmadvonalban alkalmazhato
terapias készitmények, melyek blokkoljak a gatld T sejtek PD-1 receptorat, vagy a cytotoxikus
T sejt antigén (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 CTLA-4) utvonalat gatoljak. Tobb
klinikai 6sszehasonlitd tanulmény is igazolta a nivolumab hatasossagat mas készitményekkel
szemben végstadiumt vesetumoros betegek esetében [88].

Az immuntherdpidk valodi létjogosultsagukat a gyakorlatban kombindlt terdpiaként
nyerték el.

A nivolumab és ipilimumab kombinacidja a sunitinibbel szemben szignifikansan jobb
hatékonysadgot mutat. Habar szamos tanulméany tamasztja ald a kombinacié hatdsossagat,
azonban a mellékhatds profil, valamint szteroid adagolds kovetkeztében kialakuld
szovodmények lehetdsége miatt adasa csak erre felkésziilt centrumokban, kdzepes vagy
alacsony rizikdcsoportnak javasolt [89].

A tirozin-kinaz és immun checkpoint inhibitorok kombinacioban toérténd alkalmazasa

(axitinib és pembrolizumab, nivolumab €s cabozantinib) tobb jelenleg is futd klinikai vizsgalat
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targyat képezi. Jelen tudasunk alapjan szignifikdnsan javitja mind a teljes talélést mind a
progesszid mentes idéintervallumot hosszabbithatja [87, 90].

Osszegezve a fenticket, jelenleg elsé vonalban metasztatikus vesetumor esetében naiv
betegeknél pembrolizumab és axitinib vagy nivolumab ¢és cabozantinib vagy lenvatinib ¢€s
pembrolizumab kezdé kombinacidja javasolt a nemzetkozi iranyelv alapjan. A hazai terapias
protokoll ett6l némileg eltér ugyan, hiszen elsé vonalban tirozin-kinaz inhibitor kezelés

javasolt, majd erre épithetok fel masod és harmadvonalban a tovabbi kezelési lehetdségek [91].

IIL. 2. A vesedaganatokat érinté mutaciok tipusai, kialakulasanak genetikai hattere

A human daganatok patogenezise igen bonyolult és progressziv folyamat, tobb genetikai
¢s epigenetikai valtozdsa Osszessége, mely a karcinogenezis megindulasdhoz, a daganat
novekedéséhez, fejlodésehez és az attétek kialakulasdhoz vezetnek. Ahogyan mar korabban
emlitésre keriilt, a vesetumorok kiilonbdzd szdvettani tipusai eltérd klinikai képpel és genetikai
hattérrel rendelkeznek, melyek a prognozis és a célzott terdpia szempontjabdl nagy
jelentdséggel birnak. Nagyon gyakran megfigyelheté a VHL gén delécidja, mely elsésorban a
vilagossejtes vesekarcindma kialakuldsira hajlamosit. A VHL delécié gyakran jar egyiitt
tumorigenezissel, fokozott angiogenezissel (tumor méret ndvekedés) ¢&s metasztazis
képzddéssel [35, 36].

A vesetumorok kialakuldsara hajlamosité mutaciok tovabbi géneket is érinthetnek. Igen
gyakoriak a triszOmia és tetraszomia jellegli genetikai eltérések, valamint az Y kromoszéma
deléciodciodja is. Genetikai eltérések érinthetik a fumarate hydratase (FH), a tuberous sclerosis
complex 1 (TSCI), a tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) ¢és a PTEN géneket is. A
mezenchimadlis epithelialis (Mesenchymal-epithelial Transition: MET) jellegli génmutaciokat
elsésorban alacsony malignitassal jellemezhet6 papillaris szovettani tipusu vesekarcindmaban
irtdk le, melyben 13%-os gyakorisaggal jelentkezik [43, 92]. A MET protoonkogén, hibas
miikodése révén a PI3K/AKT (Phosphoinositide 3-kinases/ Protein Kinase B) jelatviteli ut
aktivalasa torténik meg, mely sejtprolifericaciot és angiogenezist indit be [43, 92].

Az FH a mitkondrialis Krebs-ciklus egyik enzimét kddold génje, mutacios eltéréseit eddig
leiomyomatosisban ¢és vesekarcindmaban azonositottak [92, 93].

Noha a BHD gén szomatikus mutécidja ritka sporadikus RCC-ben, hipermetildcidja szinte
minden RCC altipusban megfigyelhetd [92-94]. Ordkletes és sporadikus vesetumorokban
gyakoribb lehet még a TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex) mutacioja is, ami leginkabb

vesecisztak kialakuldsaval hozhato osszefiiggésbe. Emlitendd a FLCN (folliculin), és az SDH
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(succinate dehydrogenase) gének mutéacioi is. Az SDH gén mutéacidja a HIF-1a (Hypoxia-
Inducible Factor-1a) felhalmozddasat okozza [95].
Roviden 3. tablazat foglalja 6ssze a vesetumorokat érintd leggyakoribb génmutaciokat

¢s ezen genetikai eltéréselhez tarsuld betegségeket.

3. Tablazat: Az RCC kialakulasaért felelds gének és ehhez tarsult vesetumorok [92-94, 95]

Gén Kromoszoma Megjelené vesetumorok
lokalizacio
VHL 3p25 ccRCC, vesecisztak
PTEN 10g23 Metasztatikus RCC
BAP1 3p21.1 Metasztatikus RCC
MET 7q31 Papillaris RCC
FH 1q42-43 Papillaris RCC
FLCN 17pl11.2 Kromofob RCC, vesecisztak
TSC1/TSC2 9q34, 16p13 Angiolipoma, lymphangio-fibroma
SDH 3q29 Agressziv RCC

A tovéabbiakban roviden szeretnék emlitést tenni azokrdl a génekrdl, melyek vizsgalatat
jelen tudoményos munkaban is fontosnak tartottuk. A VHL, a PTEN, valamint a BAP1 génekkel
Osszefliggésbe hozhato genetikai eltérések és ezek kiilonb6zd tumoros folyamatokra kifejtett

hatasara szeretnék valamelyest kitérni.

A Von Hippel-Lindau betegség

A VHL gén inaktivacidja a leggyakoribb mutacid, mely elsdsorban egy autoszomalis
dominans oOroklodést betegség, a von Hippel-Lindau (VHL) szindroma ¢és ehhez tarsult
rosszindulati tumorok kialakulasaval jar. Sporadikus RCC-ben a VHL gén inatktivacidja a
betegek tobb mint 90%-andl kimutathato [95-98]. Mind a belsd, mind a csalddon beliili
fenotipusos heterogenitads megfigyelhetd a VHL-szindromas betegekben. A VHL-betegségben
szenveddk tulélési kockazati tényezdi kozott szerepel a korai sziiletési év, ndi nem, pozitiv
csaladi anamnézis, a korai betegség kezdete €s a 3 cm-nél nagyobb tumorok. Az irodalommal
Osszhangban a VHL gén (3p259) mutélt, deletdlt, vagy hipermetilalt lehet a sporadikus

vilagossejtes RCC-k 40-70%-aban. A VHL tumorszupresszor gén vesztése megakadalyozza a
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crcr

vezetve angiogenezis folyamat indukéalasaval mozditja eld a vese tumorigenezisét [94, 99, 100].
A HIF-1a egy heterodimer transzkripcids faktor, amely kozvetiti a sejtek véalaszat a hipoxiara.
Hipoxias koriilmények kozott a HIF1-a felhalmozodik, ami eldsorban olyan angiogén faktorok
szintjének novekedéséhez vezet, mint a PDGF, VEGF ¢és a 1-es gliikoz transzporter (Glucose
transporter 1: GLUT-1). Mutacié esetén a pVHL inaktivaciojanak hatdsara a HIF-lo nem
bomlik le, ezért hypoxidra adott valaszreakciok jatszodnak le. A VHL mutédci6 egyban a
PI3K/AKT fttvonalban idéz eld gatlast, ami elsésorban a vesetumorok tirozin-kindz gatlok

hatdsara adott valaszreakcidiban mutatkozik meg (5. &bra). Ez adja a VHL mutacio
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5. Abra: A VHL gén altal befolyasolt jelatviteli ut

https://www.researchgate.net/figure/Targeting-the-VHL-gene-pathway-in-clear-cell-kidney-
cancer_figl 40897184

Phosphatase and tensin homologue (PTEN)

A PTEN gén az egyik leggyakrabban mutalt tumorszuppresszor gén a daganatokban. A
10-es kromoszéman helyezkedik el és 9 exonbdl all. A PTEN lipid-foszfataz aktivitassal
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rendelkezik, mellyel antagonizalja a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K)/AKT/mTOR utvonalat
(6. dbra). A gén altal kodolt fehérje egy foszfataz, amely katalizalja a PIP3 defoszforilezését.
érintdé mutaciok tipusa lehet missense, nonsense €s inzercio, ¢s ezek kombinacidi is egyben. A
PTEN gén felelés a kromoszoma stabilitasaért és a DNS helyreallitasaért. A gén
inaktivacidjanak kovetkeztében megndvekszik a genomidlis instabilitds és a sejtproliferacio.
Csokkent expresszidjat szamos tumor tipusban megtalalhatjuk pl. tiid6-, prosztata-, vese-,

emlorak [101].
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6. Abra: A PTEN gén altal szabalyozott jelatviteli ut

https://www.mdpi.com/2072-6694/13/13/3120

Az angiogenezis szerepe az RCC-ben, ezt befolyasolo genetikai eltérések

Az RCC egy erdsen vaszkularizalt tumor, amely a nefronok proximalis tubulusaiban

talalhatd hamsejtekbdl ered. Az angiogenezis folyamata dontd szerepet jatszik az RCC
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inicidlasaban ¢és progressziojaban. Az RCC sejtekben a VHL gén gyakori inaktivalodasa és a
PI3K/AKT/mTOR jelatviteli ut megvaltozott aktivitdsa hozzajarul a HIF-1a expresszidjahoz.
A HIF-la felgyorsitja az angiogenezist. A VEGF ¢és PDGF faktorok megndvekedett
expresszidja 0j vaszkularis érképzodéshez vezet. Az 1) erek oxigénnel és tapanyagokkal
lehetové teszik a tumorok novekedését, és behatolasat a kornyezd szovetekbe, ezaltal
metasztazisok 1étrehozasat is (7. abra). A legtjabb vizsgélatok alapjan bizonyos immunsejtek
(makrofagok, hizosejtek, limfocitdk) is behatolnak az RCC-be, jelezve a tumort koriilvevo
mikorkornyezet Iétfontossagti szerepét az RCC progressziojaban. Mivel a tumorok
novekedésének és terjedésének feltétele a megfeleld vérellatottsag, angiogenezis inhibitorok
alkalmazdsa eredményes lehet ezen tumorok kezelésében. Angiogenezis gatlokkal
megakadalyozhatjuk, vagy lassithatjuk a tumorok novekedésének folyamatat, lehetévé téve a

lassabb progressziot és a sebészeti terapiat [96, 100, 102].
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7. Abra: RCC tumor angiogenezis. a) A tumor angiogenezisének elésegitését befolyasold
tényezOk. b) Daganatos ér és attét képzddése. Ang-1; angiopoietin-1; FGF; fibroblaszt

novekedési faktor; PDGF; trombocita eredetli ndvekedési faktor; RCC; vesesejtes karcinoma;

A BAP1 gén mutacioja

A BAP1 gén a VHL génhez hasonldan a 3. kromoszoman lokalizal6dik, igy nem véletlen, hogy
ezt a gént érintd mutaciok a 2. leggyakrabban eléfordulé mutaciok a VHL mutacidt kdvetden.
Az gy nevezett "BAPI rak szindroma" altal érintett esetekben szinte minden BAP1 mutans
allélt 6roklo egyénnél egy vagy tobb rosszindulata daganat alakulhat ki az élete soran. BAP1

mutaciot tobbbnyire uvealis €s cutan melanoma, mesothelioma és a vilagossesejtes
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vesekarcindma esetén irtak le. Ezek a daganat tipusok hordoznak a legnagyobb valdszintiséggel
szomatikus biallélos BAP1 mutéaciokat. Molekuléris biologiai vizsgalatok kimutattak, hogy a
BAP1 tumorszuppresszor funkcidjat elsésorban a sejtmagban fejti ki, ahol szamos folyamatban
vesz részt, beleértve a DNS-javitdst és a transzkripciot. A BAPI gén a citoplazmaban

mitokondrialis anyagcserére hat [103].

A BAPI mutalt ccRCC a szokvanyos morfologiatdl eltérést mutat, inkabb papillaris,
tubulopapillaris architekturat fest, szemcsés vagy diffuz citoplazmaval, kiemelkedd eozinofil
lebenyekkel és intenziv sejtmaggal. A BAP1 mutalt ccRCC eseteknél a BAP1 génnek a
sejmagban torténd elvesztését mutattdk ki, elsésorban immunhisztokémidval. Amennyiben a
BAP1 gén 2/3 részben mutalt, ez a betegség klinikai statuszaban is megmutatkozik. Ilyen BAP1
mutacidval jellemzett ccRCC esetek G3-as patologiai statusszal és metasztazissal irhatok le. Az
is nagyon érdekes, hogy a BAP1 gén muticidival azonositott esetek nagyban mutatnak
Osszefiiggést a betegek terapiara adott valaszaval is, ily modon befolyasolva a személyre szabott

terapia eredményességét [103].

IIL. 3. A vesetumorok kialakuldsaban szerepet jatszo epigenetikai faktorok

A miRNS-ekrol altalaban

A miRNS-ek rovid, koriilbeliil 20-22 nukleotid hosszlisagu, egy szali, fehérjét nem
koédold RNS-ek, melyek szinte minden eukaridta sejtben eléfordulnak [24, 104, 105]. Kozvetlen
uton a sejtekben taldlhatd géneknek legalabb a 30%-at szabalyozzék. Jelenleg tobb adatbazis is
ismert, mely egy specifikus miRNS targetjeinek szamat hordozza, mely akar tobb ezer is lehet.
A miRNS-ek targetjeik révén kapnak szerepet kiillonb6z6 olyan bioldgiai folyamatokban, mint
a sejtek apoptdzisa, proliferacidja, sejt- és szoveti differenciacio, immunfolyamatok, valamint
a kiilonb6z6 tumorokat érintd patoldgiai folyamatok [22, 24, 104, 106].

Az els6 miRNS-t, a lin-4-et 1993-ban Victor Ambros ¢és mtsai azonositottak

Caenorhabditis elegans-ban, mely szerepet jatszik a larva fejlédésében [104, 107].
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A miRNS-ek feljodése és annak szabalyozasa

Az érett miRNS-ek képzddése a nukleuszban kezdddik, ahol génjeikrél RNS polimeraz
enzim segitségével irodnak at egy ,hajtlikanyar” szerkezeti, kettds szali primer miRNS-t
képezve. A prekurzor miRNS (70 nuleotid hossza) képzésben az RNaz III aktivitast Drosha
enzimbdl és DGCRS (DiGeorge syndrome critical region gene 8) fehérjékbdl allo komplex vesz
részt [104, 105, 107, 108]. Az Exportin 5 transzport fehérje a prekurzor miRNS-cket a
sejtplazmaba szallitja, ahol az RNaz-III enzim, a Dicer és ennek kofaktora TRBP (TAR RNA
binding protein) a prekurzor miRNS-t tovabb alakitja 19-25 nukleotid nagysagii miRNS-
duplexekké, mely koziil az egyik miRNS szal degradalodik €s 1étrejon az érett miRNS. Az érett
miRNS az Ago 2 (Argonauta fehérje 2) proteinhez kotddve egy miR-RISC komplexben
(RISC=RNS indukalta csendesitd komplex) stabilizalodik, mellyel kétddni tud a célba vett
(target) mRNS-hez (8. dbra), [104, 108, 109].
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8. Abra: miRNS biogenezisének folyamata
chromeextension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/http://teo.elte.hu/minosites/ertekezes2013/schambe

rger_a.pdf

A miRNS-ek karcinogenezisben betoltott szerepe

A miRNS-ek nagy szerepet kapnak a sejtek novekedésében ¢és fejlddésében,

------

Targetjeik révén a miRNS-ek onkogénként vagy tumorszuppresszorként funkciondlnak, mely

alapjan egy specifikus miRNS expresszidja sejtburjanzashoz vagy adott esetben akar fokozott

37



apoptozishoz vezet [104, 105, 107, 110]. Szamos daganat esetén mutattak ki egy adott tumorra
jellemzd miRNS expresszids mintazatot, mely sok esetben segithet a daganat osztalyzasaban,
progndzis eldrejelzésében is [24, 104, 111]. Az érett miRNS 5’ végén talalhat6 2-8 nukleotid
hosszusagli szakasz az ugynevezett ’seed-szekvencianak’® felel meg, melyek bazis
komplementaritas révén kotddnek a target gének mRNS 3’-UTR részéhez [104]. Ily mdodon
egy specifikus miRNS tobb széz kiilonbozo célgénre is hatassal lehet [105, 107, 109].

A miRNS-ek gatolni képesek a tumorképzddésben szerepet jatszo gének mitkodését [109,
111]. A target gén mRNS-ének 3° UTR régiojahoz kotddve egy adott miRNS gatolhatja annak
atirodasat fehérjéve, igy gatolva annak a miikodését is. A miRNS-ek képesek megakadalyozni
a mar kész fehérje elvandorlasat a szintézis helyérdl, ami szintén jelentdsen blokkolja a target

gén mikodeését. [109, 111].

miRNS-ek, mint tumorszuppresszorok

A daganatszovetben csokkent expressziot mutatd miRNS-ek tumorszuppresszorként
apoptozisat kontrolldld onkogének miikddését szabdlyozva gatolhatjdk a tumoros sejtek
novekedését [105]. Tumorszuppresszorként emlithetok a let-7, a miR-15, miR-143 és a miR-
199a [108, 112].

A let-7 miRNS-t tumorszuppresszorként irtdk le tiidd-, petefészek tumorokban, illetve
vilagossejtes vesekarcinomaban, melynek expresszids szintje Osszefiiggést mutatott a betegség
kimenetelével €s a tuléléssel. A let-7 csokkent expresszidja esetén jelentds Gsszefliggést talaltak
az expresszios szint €s a posztoperativ talélési 1d6 lerovidiilése kozott. A let-7 miRNS
tulmiikodése A-549 tiidd adenokarcindma sejtvonalban sejtproliferacio gatlast okoz.

Tumorszuppresszor hatasat a RAS és MYC onkogének gatlasa révén is kifejti [112].

miRNS-ek mint onkogének

Az onkogénként vagy ,,oncomiR”- ként ismert miRNS-ek negativan befolyasoljak a
tumorszuppresszor gének mitkodését. Az irodalom elsésorban a miR-21-, miR-221-et emlegeti
ebben a szerepben. Ezen onkogén miRNS-ek jelenlétét maj-, emld-, hugyholyag-, tiido-,
pancreész-, papillaris pajzsmirigykarcindma, prosztata karcindma és vesetumorok kapcsan is
leirtak. A tumoros folyamatban betoltott szerepiiket a leggyakoribb targetjeik révén érik el. Ezek
kozé tartozik példaul a PTEN, PDCD4, TIMP3 és ritkabban a DDIT4. In vitro kisérletek alapjan
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a miR-221 expressziojanak gatlasa révén kedvezObb terapids hatas érhetd el egyes
daganatellenes szerekkel [18].

Onkogén miRNS-ként szerepel még a szakirodalomban a miR-210, miR-185, miR-106
¢s miR-155. A miR-155 overexpressziot mutatott emld-, vastagbél-, tiidé-, pancreasz- ¢és

haematoldgiai eredetli daganatokban [21, 26, 108, 112].

Néhany, mar leirt fontosabb miRNS eléfordulisa vesetumorokban

A miRNS-ek szerepét alapvetd fontossagunak taldltdk a vese mikodésének ¢és
homeosztazisanak tekintetében is [104]. Teljes miRNS panel mintazata alapjan a tumoros
szovet elkiilonithetd a normal veseszovettdl, igy a miRNS-ek a vesetumorok potencialis
diagnosztikai eszkozeivé valhatnak. Azonban egy adott miRNS biomarker szerepének
megallapitdsdhoz megfeleld szdmu szdvettani vagy szérum mintara van sziikség [18]. A 4.
tablazat az irodalomban mar korabban leirt miRNS-t, annak targetjét és esetleges funkcidjat

foglalja 6ssze a vesetumorokat illetden.

4. Tablazat: A vesetumorokban azonositott up- vagy downregulalt miRNS-ek [18]

Upregulalt »
Target Funkcio
miR-ek
miR-155 PTEN, Sejtosztodast gatol
miR-21, miR-221 PTEN, PDCD4 Apoptozis gatlas, sejtproliferaciot indukal, metasztazis képzés
miR-210 VHL-gén
Angiogenezist indukal
TCF21, PTPN13,
miR-34a Sejtproliferacié indukal
SFRP1
Downregulalt ;
Target Funkcio
miR-ek
miR-149
Sejtproliferaciot indukal
miR-141 KCNMAL1, LOX,
miR-200 ¢ VEGFA, SEMAGA
miR-143
Let-7 csoport K-RAS, ¢-MYC Sejtproliferaciot gatok
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A vesetumorok kapcsan kimelenedd a miR-21 és a miR-221, melyek szerepet jatszhatnak
a vesedaganatok kialakuldsaban ¢és annak daganatos elvaltozasaiban [106]. A miR-21
emelkedett expresszids szintjét foleg a vese proximalis tubulusdban mutattdk ki, mely
Osszefiiggésbe hozhat6 vesedaganatos betegekben észlelt tumor méretével. A miRNS-ek
targetjeit azonositd adatbazisok alapjan a vesetumorok kialakuldsat érintd jelatviteli
utvonalakban az NFkB lehet a miR-21 egyik legjelentdsebb kozvetlen targetje, mely révén a
113].

A miR-221 emelkedett szintje volt megfigyelhetd hasnyalmirigy-, prosztata-, papillaris
pajzsmirigykarcindma, glioblasztoma esetében [18, 26, 105]. A miR-221-nek a vesedaganatok
kialakuldsdnak folyamatdban valo részvételét targyalo irodalom egyeldre elenyészd, azonban
szamos daganattipus esetén emelkedett expresszids szintjét igazoltak. Eppen ezért gondoljuk
azt, hogy a miR-21 és miR-221 —r6l szerezett infroméciok pontosabb megismerése fontos lehet

a vesetumorok patomechanizmusanak megértésében.

A miR-21 és miR-221 human daganatokban

A miR-21 expresszigjat szdmos human daganatban hoztak Osszefiiggésbe azoknak
kialakulasaval [23-25, 27]. A miR-21-r6l onkogén szerepét tobb tanulmany igazolta, mely
szerep révén ez a miRNS tumorszuppresszorként olyan target géneket céloz meg, mely
jelentdsen befolyésolja a sejtek proliferdcijat, apoptdzisat és differencialodasat [19-21]. In vivo
és in vitro vizsgalatok mar bizonyitjdk a miR-21 diagnosztikai és prognosztikai szerepét
kiilonb6z6 human rosszindulati daganatokban. Az irodalom alapjan a miR-21 vesesejtes
karcinomaban mutatott upregulacidja osszefiiggést mutat a betegek alacsonyabb tulélésével
[24]. Erdekes modon a jelentdsen magas miR-21 expresszidja a magasabb patologiai gradussal
tarsul [24, 25]. Legujabb in vitro bizonyitékok alapjan a miR-21 jelentds szerepet jatszik a
rakellenes gydgyszerrezisztenciaban is [24-26]. A miR-221-r8] szintén kimutattdk, hogy
szamos rosszindulati daganatban észlelték, beleértve a gasztrointensztindlis tumorokat, a
hepatocellularis karcindbmat, a hugyholyagrakot, a hasnydlmirigyrakot, a papillaris

pajzsmirigykarcindmat, a glioblasztomat, a bér melanomat és a limfomat [23, 29, 31]. Ugy
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szintén szignifikans Osszefiiggést mutattak ki a miR-221 expresszidés szintje és a
klinikopatologiai tumorjellemzék kozott, beleértve a TNM stadiumot, a lokalis invaziot, az
attéteket, a prognozist, a sugarérzékenységet és egyben a tumorellenes gydgyszerrezisztenciat
[30].

Minden elérhetd informacié ellenére a miR-21 és a miR-221 ccRCC-ben mutatott
expressziojat illetden a vizsgalataink megkezdésekor még igen korlatozott adatok alltak
rendelkezésiinkre [24, 25].

Mindezen héattér informacidra alapozva ebben a tudoméanyos munkaban célul tiziik ki a
vesetumoros betegek €p/ tumoros szovetminta parjain a miR-21 és miR-221 expressziojanak
vizsgalatat. Szintén fontosnak tartottuk a miR-ek klinikopatoldgiai jelentéségének elemzését,

valamint a miR-21 és miR-221 lehetséges szerepének vizsgalatat a RCC kialakulasaban.
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IV. Anyagok és modszerek
IV. 1. Mintagyiijtés

A miR — el torténd vizsgalatokhoz 24 tumoros és 24 ¢ép (tobb mint 3 cm tavolsagra a
tumoros szdvettdl) szovetminta part hasznaltunk fel. A szekvenalasi vizsgalatainkhoz egy
masik betegcsoport, a 2022-2023-as iddszakbol szarmazo6 mintai kertiltek felhasznalasra. Ebben
az esetben is 24/24 ¢ép/tumoros szovetminta parokkal dolgoztunk. A mintdk gyljtése a
Debreceni Egyetem Urologiai Klinikajan vesetumorral diagnosztizalt betegek miitétje soran
tortént. A vizsgalatok végzése a Debreceni Egyetem Kutatdas Etikai Bizottsaganak
jovahagyasaval végeztik (UD REC/IEC 4831-2017), melyhez minden beteg irasos
beleegyezését adta.

Azon betegek, akiknek korabbi vagy mar meglévd masfajta daganata vagy fertézése volt,
illetve azok, akik sugarterapian, kemoterapian vagy immunterapian estek at, nem vettek részt a
vizsgalatokban. A tumorok az UICC (Union for International Cancer Control) TNM
osztalyozasi rendszere alapjan lettek csoportositva, a szOvettani gradus pedig a WHO
kritériumai szerint lett megadva [35, 37]. A helyi invazié a TNM klasszifikacio segitségével lett
értékelve. Minden humén szovetminta metasztazis nélkiili primer tumorbo6l szarmazott. A
szovetmintak a mitéti eltavolitast kovetden azonnal folyékony nitrogénbe lettek helyezve, majd

-80 °C-on voltak tarolva a tovabbi feldolgozasig.

IV. 2. A szovettani mintak elokészitése és RNS izolalas

A szovetek homogenizalasa a fagyasztott mintakbol a TissueRuptor homogenizator (IKA
Gmbh, Németorszag) hasznalataval tortént. A homogenizalast RNS izolalas kdvette, amely
soran 20-50 mg tumoros veseszovet €s ezek egészséges parjabol lett teljes RNS izolalva Trizol
reagens (TR118, Molecular Research Center Inc) vagy NucleoSpin DNS/RNS/Fehérje Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznaldsaval a gyarto leirasa alapjan. Az izolalt
RNS a tovéabbi vizsgalatokig RNaz-mentes vizben lett tarolva -80 °C-on. Az RNS mindsége
230 nm ¢és 280 nm, mennyisége pedig 260 nm hulldmhosszon lett meghatarozva az ND-1000
UV Spektrofotométer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) hasznalataval (9. Abra).
Amennyiben a fehérjéktdl mentes tisztasagot meghatarozo 260/280 nm-en mért optikai denzitas

meghaladta az 1,9 értéket a mintakrdl cDNS atiratot készitettiink reverz transzkripcidval.
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9. Abra: Nanodrop 1000 spektrofotométer (https://www.gmi-inc.com/product/thermo-
scientific-nanodrop-1000/)

IV. 3. Reverz transzkripcio (RT-PCR)

Az izolalt totdl RNS-ekbdl a Tetro-cDNS szintézis kit (Bioline, London, Egyesiilt
Kiralysag) felhasznalasaval cDNS atiratot készitettiink, a gyart6 utasitasainak megfeleldlen (5.
tablazat). A reakcid LightCycler iiveg kapillarisokban ment végbe LightCycler 2.0
thermocycler késziilékben (Roche GmbH, Németorszag), 42 °C-on 60 percen keresztiil, majd

a reakcid inaktivalasa 95 °C-on 5 percen keresztiil tortént (10. abra).

5. Tablazat: A reverz transzkripcidhoz sziikséges reagensek dsszemérése:

Bemért reagens Mennyiség

Total RNS npul

Primer Random Hexamer 1 ul

10mM-os ANTP mix 1 ul

5x RT puffer 4 ul

RNaz inhibitor 1 ul

Tetro reverz transzkriptaz (200 U/uL) 1l
DECEP kezelt viz (20-8-n) pul

Az 6sszes bemért reagens RNS-sel egyiitt 20 nl
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10. Abra: LightCycler 2.0 thermocycler késziilék (https://www.geminibv.com/labware/roche-

lc-carousel-centrifuge-lightcycler-2-0-per-fluorescence-meter/)

IV.4. A miR-21 és a miR-221 vizsgalata soran alkalmazott kvantitativ valés-ideji

polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A miRNS prekurzorok expressziojat qRT-PCR technoldgiaval vizsgaltuk a LightCycler
480 real-time -PCR késziiléket (Roche GmbH, Németorszag) hasznalva (11. abra), A reakcid
kivitelezése 96-lyukt plate-en 20 pl végtérfogatban (8 pl RT termék, 10 ul SYBR Green Master
mix és 2 pul PCR primer mix) tortént. A miRNS expresszios vizsgalatdhoz sziikséges stem-loop
specifikus primer parok a Tibmolbiol System (Roche) altal lettek megtervezve, majd
szintetizalva a miRNS adatbazisban fellelheté human-specifikus miRNS szekvencidk alapjan.
Kontroll miRNS-ként a miR-203-as lett valasztva az irodalomban mar korabban leirt stabil
expresszios értékek alapjan. A miRNS-ek azonositdsahoz hasznalt specifikus primer parok a 6.

tablazat-ban talalhatoak.
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6. Tablazat: A miRNS specifikus primer parok szekvenciai

miRNS Forward Reverz

miRNS-203 (5’-3’) TCCAGTGGTTCTTAACAGTTCA (5’-3") GGTCTAGTGGTCCTAAACATTTC
miRNS-21 (5’-3’)GCTTATCAGACTGATGTTGACTG (57-3’) CAGCCCATCGACTGGTG
miRNS-221 (5’-3")CCTGGCATACAATGTAGATTTCTG (5’-3")AAACCCAGCAGACAATGTAGCT

11. Abra: LightCycler 480 RT-PCR késziilék
(https://diagnostics.roche.com/global/en/products/instruments/lightcycler-480-ins-445.html)

A PCR termék amplifikacioja a SYBR Green altal kibocsatott fluoreszcencia intenzités
alapjan lett mérve. A floureszcens festék az extenzids fazis soran a duplaszali DNS-hez
interkalalédik, ennek megfeleld intenzitas jelet ad minden lefutott ciklus végén. Minden ciklus
végén igy meghatarozhatjuk a jelen 1évo duplaszali DNS mennyiségét. Az dsszes mintaval
triplikatumban lett futtatva a reakcio, mely 45 ciklusbol allt, és a kdvetkezd paraméterek mellett
lett végrehajtva: 95 °C-on 10 perc, majd 95 °C-on 10 mésodperc, 60 °C-on 1 perc és 72 °C-on

5 mésodperc.
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IV.5. APTEN és BAP1 gének expresszios vizsgalatahoz alkalmazott kvantitativ valos-
ideji polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A PTEN ¢és a BAPI gének expresszios szintjét gén-specifikus primerekkel vizsgaltuk 25
ul reakcids végtérfogatban (7. tdblazat). Pozitiv kontrolként MCF-7 human emlékarcinoma
sejtvonalat hasznaltunk. Az RT-PCR reakcid 35 ciklusbol allt (95 °C-on 15 masodperc, 60 °C-
on 30 masodperc, 72 °C-on 10 masodperc), amit 2 perces extenzids 1épés kovetett 72 °C-on. A
PCR termékek GelRed-et tartalmazo 1,5%-o0s agardz gélen lettek elvélasztva, melyeket UV-
alatt detektaltunk az AlphaDigiDoc™ RT késziilékkel (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA).
A DNS méretbeli meghatarozdsahoz 50 bp-onként azonosithaté DNS I[étrat hasznaltunk
(Bioline, London, UK).

7. Tablazat: A szekvenalashoz hasznalt gén-specifikus primer parok szekvenciai

Gén Forward Reverz
PTEN (5°-3’) TGGATTCGACTTAGACTTGACCT (5’-3") GGTGGGTTATGGTCTTCAAAAGG
BAPI1 (5’-3’) CCCGCGGGAAGATGAATAA (5’-3’) ACCCCCTTGACACCGAAATC

IV. 6. DNS izolalas

A vizsgalatainkhoz hasznalt tumoros veseszdvetekbdl a NucleoSpin DNS izoldlo Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznalasadval genomi DNS-t extrahaltunk. A DNS
mindsége 230 nm és 280 nm, mennyisége pedig 260 nm hulldmhosszon lett meghatarozva a
Nanodrop ND-1000 UV Spektrofotométer (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA)
hasznalatdval. Amennyiben a DNS 260/280 nm-en mért optikai denzitasa meghaladta az 1,9
értéket, ugy a mintak tisztasagat megfelelonek tekintettiik, és alkalmasnak talaltuk a tovéabbi

szekvenalasos vizsgalatokhoz. A DNS izolalas az alabbi 1épésekbdl allt:
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1. Megkozelitéleg 30 mg human veseszovetet homogenizaltunk TissueRuptor kés-
homogenizator segitségével, majd a homogenizatumot mikrocentrifuga csovekbe
helyeztiik.

2. A mintat 180 pl Lizis puffer T1 és 25 ul Proteinaz K hozzaadasaval 1-3 oran
keresztiil 56 °C-on el6-inkubaltuk.

3. A mintakhoz ezt kovetéen 200 pul Lizis puffert 3-at adtunk, az elegyet erételjes
vortexeléssel kevertiik, majd 10 percen keresztiil inkubaltuk 70 °C-on.

4. Az inkubalast kovetden 210 pl 96%-0s etil-alkoholt adtunk a mintakhoz, mellyel
elosegitettiik a DNS szilika-membranhoz val6 kotodését.

5. A lizalt mintdkat egy gyljtécsObe helyezett szilika-membrant tartalmazo
oszlopra pipettaztuk, melyet 1 percig 11000 g-n torténé centrifugalas kovetett. A
centrifugalds sordn a DNS az oszlophoz ko6t6dott.

6. A membranhoz kotott DNS-t 500 pl moso pufferrrel mostuk 1 percig, amit egy
ujabb mosas kovetett koncentraltabb mos6 pufferrel, a B5-tel, majd 1 percig
centrifugaltuk 11000 g-n.

7. A membrant puffer nélkiil szaritottuk 1 perces centrifugalassal 11000 g-n.

8. Végezetiil a DNS-t 100 ul eluélo pufferrel oldottuk le az oszloprol.

A folyamat a 12. sematikus abran lathato.
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NucleoSpin®Tissue

1 Minta elékészités Minta daraboldsa 25 mg-os darabokra
180 pul T1
2 Minta elé-lizél4sa 25 pl Ploteinaz K
56 °C,
1-36ra
200 pl B3
3 Minta lizalasa 70°C,
10 perc
4 | DNSkotes 210 pl 96-100 % etanol
elGkészitése

Lizatum atmérése

5 | DNSkdtés 5 )
11.000x g,
1 perc
= 1.Mosas 500 pl BW
6 Szilika membran 5 @
mosdsa 2.Mosas 600 pl B5
. 11.000x g,
1.és2. S 1 perc
7 | szillka membrdn szdritasa &S 11.000x g,
1 perc
100 pl BE
szobahdmeérséklet,
8 DNS eludlédsa 1 perc
11.000x g,
@ 1 perc

12. Abra: A NucleoSpin DNS izol4lé kit sematikus protokollja
(https://www.mn-net.com/media/pdf/5b/d0/d9/Instruction-NucleoSpin-Tissue.pdf)

IV.7. PCR amplifikacio:

A VHL, PTEN ¢s BAP1 génmutéaciok vizsgalata Sanger féle szekvenalasi modszerrel
tortént, amelyhez exon specifikus primerek lettek tervezve és alkalmazva. Az exon specifikus
primerek tervezése a vizsgalt gének exonok szerinti felépitésén alapult. A VHL gén exont lefedd

primerek az 13. abra alapjan késziiltek.
A. VHL

A VHL gén harom exonjanok vizsgdlatdhoz 4 féle, intron-alapti primer par lett

alkalmazva. Az 1. — es Exon két 4tfedd primer parral lett amplifikalva (8. tablazat). Minden 50
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ul végtérfogath reakciokdzeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2 mM dezoxinukleotid trifoszfatot, 1 x
Green GoTaq® Reakcié puffert, 2,5 mM MgCl-ot, 1,25 egység GoTaq® DNS Polimerazt

(Promega) és 10 pmol/ul primert tartalmazott. A PCR reakcid az alabbi protokoll szerint lett

kivitele

percig,

veégso e

zve: 10 perces kezdeti denaturacié 95 C°-on, melyet 40 ciklus kovetett 95 °C-on 1
56 °C-on (exon 3) és 59 °C-on (exon 1A, 1B, 2) 1 percig, 72 °C-on 1 percig, majd egy

xtenzids 1épés zarta a folyamatot 72 °C-on 7 percig.

A, VHL gén Nukleotid

B, VHL fehérje

13.

szam 1 340 341 463 464 642
’ / 1/ // 3 )
(GXEEX)8 B o p
1 14 54 63 114 155 193 204 213
Kodon
szam
Tumorszupresszor

Abra: A VHL gén a 3. kromoszoman lokalizalédik. A VHL gén (A) és a VHL fehérje (B)
szerkezeti felépitése: A gén 10 kb-bol épiil fel, mely harom exont tartalmaz. A VHL fehérje egy
18 kDa-os és egy 30 kDa-os forméban termelédik. A gén altal kodolt fehérje az elongin B-t,
elongin C-t és cullin-2-t indukald fehérjekomplex komponense, mely ubiquitin ligaz E3
aktivitassal rendelkezik. Ez a VHL fehérje f6 funkcidja. A VHL fehérje 214 aminosavat, két

strukturalis domént tartalmaz, egy a-doménnel és egy f-doménnel rendelkezik [1-6] .

8. Tablazat: VHL gén esetén az 1-3 exonokra tervezett primer szekvencidk
Exon Forward Reverz
Exon 1A 5°-TAT AGT GGA AAT ACA GTA ACG AG-3’ 5°-GAA GTT GAG CCA TAC GG-3°
Exon 1B 5°-AGA GTA CGG CCC TGA AGA A-3’ 5°-GCT TAC GAG CAG CGT ACA-3’
Exon 2 5°-ATC TCC TGA CCT CAT GAT CC-3’ 5°-GGG CTT AAT TTT TCA AGT GG-3’
Exon 3 5°-TGA GAT CCA TCA GTA GTA CAG G-3’ 5°-CTA AGG AAG GAA CCA GTC C-3’
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B. PTEN

A PTEN gén harom kiilonb6zd, a vizsgalatainkban célul vett exonok 4 intron-alapt,
kiilonbozé primer parokkal lett amplifikdlva. Az 5-0s exon két atfedd primer parral lett

amplifikéalva (14. abra, 9. tablazat).

A, PTEN gén

B, PTEN fehérje

Acetilizcio Ubikvitinizacié
N-terminus /. Ilggg ;‘ 2 C-terminus
PBD Phosphatase domain C2 domain Pest || Pest PDZ
1 15 I 185 192 350 403
>

C7l1 Cl124
>

Ubikvitinizacio
o Foszforilaciod
Oxidacid

14. Abra: A PTEN gén (A) és PTEN fehérje (B) szerkezeti felépitése: A PTEN tumorszuppresszor gén,
amely a 10023.31-hez illeszkedik, egy 403 aminosavbol allo fehérjét kodol. A fehérjének két o
funkcionalis doménje van, az N-terminalis (az 1-5 exon altal kodolt) és a C-terminalis domén (a 6-9

exon altal kodolt). A fehérje egy foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat 3-foszfataz. A foszfataz domén (5-

rrrrr

domén pedig a foszfolipid membranhoz ko6tédik [114-118].

9. Tablazat: PTEN primer szekvenciak

Exon Forward Reverz

Exon 5 (els6 par) 5’-AGT TTG TAT GCAACATTT CTA A-3° 5’-TTC CAG CTT TAC AGT GAA TTG-3’
Exon 5 (masodik par) 5’-GAC CAA TGG CTA AGT GAA GAT-3’ 5’-AGC AAC TAT CTT TAA AAC CTG T-3”
Exon 6 5’-TTG GCTTCT CTT TTT TTT CTG-3’ 5’-ACA TGG AAG GAT GAG AAT TTC-3’
Exon 7 5’-ACA GAATCC ATATTT CGT GTA-3’ 5°’-TAA TGT CTC ACC AAT GCC A-3’
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Minden 50 ul végtérfogata reakciokozeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2 mM dezoxinukleotid
trifoszfatot (ANTP), 1 x Green GoTaq® reakcid puffert, 2,5 mM MgCl-ot, 1,25 egység GoTaq®
DNS polimerazt (Promega, Bio-Science, Egyesiilt Kirdlysag) ¢és 10 pmol/ul primert
tartalmazott. A PCR reakcié az aldbbi protokoll szerint lett kivitelezve: 10 perces kezdeti
denaturacio 95 °C-on, melyet 45 ciklus kovetett 94 °C-on 30 masodpercig, 55 °C-on 30

masodpercig, 72 °C-on 30 mésodpercig, majd egy végso extenzids 1épés 72 °C-on 10 percig.

C. BAP1 gén szekvenalasa

A BAPI1 gén négy exon-ja (exon 14-17) 6 intron-alapa primer parral lett amplifikalva, 3

primer par hasznalataval (15. abra, 10. tablazat).

A, BAPI1 gén
miE e R R —
23 6 [ 15 16 /
/ /
B, BAPI fehérjc /
Aktiv régi6 / NLS NLS //
1 —— 240 356 385 /508 | 72
N— UCH HBM
BARDI —

15. Abra: a BAP1 gén (A) és BAPI fehérje (B) szerkezeti felépitése: A human BRCA-1 fehérje
asszocialt (BAP1), a 3-as kromoszoma révid karjan talalhatd (3p21.2) a BAP1 gén altal kodolt fehérje.
ABAPI1 gén 17 exonbol all. ABAP1 egy magi ubiquitin carboxy-terminal hidrolazt kddol (UCH), amely
a szamos deubiquitinal6 enzimek egyike. A human BAP1 fehérje (80,4 kDa) 729 aminosav hossza és
harom doménbdl all: A, egy ubiquitin carboxyl-terminal hidrolaz (UCH) N-terminalis katalitikus domén
amely az ubiquitinalt szubsztratokrol tavolitja el az ubiquitint; B, egy egyedi linker régio, amely
tartalmaz egy Cl1, sejt-koté domént a 365-385 oldallancoknal; C, egy C-terminalis domént a 598-729
oldallancokkal, melyek tartalmaznak egy UCH37-szeri domént (ULD) a 675-693 oldallancokon

valamint két maglokalizacios szekvenciat a 656-661 és a 717-722 oldallancoknal [119].
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10. Tablazat: A vizsgalatainkban tanulmanyozott BAP1 exonokra tervezett primerek

szekvenciai
Exon Forward Reverz
Exon 14 5’-CCTTGGACTGGCTCACTGG-3’ 5’-CAGCCACCAATCTTCACACC-3’
Exon 15-16 5’-CTCGTGGGGCTTTGTTGC-3’ 5’-AGGGGAGGGGAGCTGAAG-3’
Exon 17 5’-ATGCGCTGCTGTCTTAACTG-3’ 5’-ACTGGGAAAAGGGGAAGTGG-3’

Minden 50 pl végtérfogath reakciokozeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2 mM dezoxinukleotid
trifoszfatot, 1 x Green GoTaq®™ Reakcio puffert, 2,5 mM MgCly-ot, 1,25 egység GoTaq® DNS
Polimeréazt (Promega) és 10 pmol/ul primert tartalmazott. A PCR reakcio az alabbi protokoll
szerint lett kivitelezve: 10 perces kezdeti denaturacid 95 °C-on, melyet 40 ciklus kovetett 95
°C-on 1 percig, 60 °C-on 1 percig, 72 °C-on 1 percig, majd egy végso extenzios 1épés 72 °C-

on 7 percig.

IV. 8. DNS szekvenalas

A PCR termékek méretét 1,5 %-os agaroz gél segitségével ellendriztiik, majd a terméket
tisztitottuk (DyeEx Spin Kit, Qiagen, London, Egyesiilt Kiralysag) és vakuum segitségével
betoményitettilk (Vacuum Concentrator 5301, Ebbendorf, Hamburg, Németorszdg). A PCR
termékek forward és reverz direkt fluoreszcens szekvenalasat (hagyomanyos Sanger
szekvenalas) az ABI PRISM 3130 DNS szekvenaloval (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA),
valamint a BigDye Terminator v.1.1 Cycle Szekvenald Kit (Applied Byosystems, Waltham,
Massachusetts, United States) hasznalataval végeztiik el. A szekvencidk a Finch TV szoftver
1.4.0 verzigjaval lettek elemezve (Geospiza Inc., Seattle, WA, USA), az eredményiil kapott
szekvencidkat pedig az NCBI referencia szekvenciaival hasonlitottuk 6ssze: NM_000551.3 a
VHL gén, NM:004656.2 a BAPl gén és NM 000314.4 a PTEN gén esetében. A
szekvencidkban talalhatdé mutaciokat a Human Gén Mutacidés Adatbazis (HGMD) alapjan

azonositottuk.
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IV.9. A miRNS elemzéshez hasznalt Cp értékek elemzése és statisztikai analizise

A miRNS expressziok kiértékelése relativ kvantifikdciés modszerrel tortént. A vizsgalt
miRNS-ek expresszios szintje a kiilonb6zé mintdk kozotti eltérések korrigalasa miatt egy
referencia miRNS-hez lett normalizalva. A normalizalashoz a miRNS-203-at valasztottuk, mely
az irodalom szerint is, de az altalunk vizsgalt tumoros €s ép vese szovetmintakban is egyarant
stabil expressziot mutatott. A crossing point cycle (Cp) értékek meghatarozasdhoz az Exon 4
LightCycler 480 szoftvert (LightCycler 480 Software 1.5, Roche, Bazel, Svajc) hasznaltuk. A
miRNS expresszios értékeket a normalizalt triplikdtumok atlagaval, majd a 2P médszerrel

hataroztuk meg.

V. 10. In silico target elemzés miRNS adatbazisok segitségével

A miR-21 ¢és miR-221 azon lehetséges célpontjainak azonositasdhoz, melyek szerepet
jatszhatnak a vildgossejtes vesekarcindma kialakuldsanak szabalyozasadban, harom adatbazist

hasznaltunk: miRanda, PicTar és TargetScan.

IV. 11. Statisztikai analizis:

Az expresszios értékek kozotti szignifikancia meghatarozasahoz paros t-probat végeztiink az
SPSS 21.0 verzioju szoftware hasznalataval (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.), amely soran a P < 0,05 értékeket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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V. Eredmények
V.1. A mutacios vizsgalatokba bevont betegek klinikopatoldgiai jellemzoi

A vizsgalt polulacioba 24 beteg volt bevonva, akiket a Debreceni Egyetem Urologiai
Klinikdjan vesetumorral diagnosztizaltak ¢s mutéti eljarasnak vetettek ald. A kioperalt szoveti
részek hisztopatoldgiai feldolgozasnak lettek alavetve, mely vizsgalatot gyakorlott klinikai
patologus végezte. Az elemzésbdl szarmazéd klinikai adatok Gsszesitése az 11. tablazatban
lathato.

A vizsgalt 24 beteg kozott 12 férfi - (50%) és 12 ndi beteg (50%) volt, atlagos életkoruk
54 évre tehetd (36-72 év). A korabban masodlagos rosszindulatu daganatban, kontrollalatlan
vagy sulyos fertézésben szenvedd betegeket, valamint sugarterapian, kemoterapian vagy
immunterapian atesetteket kihagytuk a tanulmanybol. A vizsgalatba bevont betegek a miitét
elétt neoadjuvéans terapidban nem részesiiltek. A betegek teripids ellatdsat a sebészeti
beavatkozassal jard jobb vagy bal vese nyilt eltdvoltdsa, vagy a laparoszkopos nephrectomia
alkalmazasaval végeztiik.

A szOvettani vizsgalatok szerint a vizsgalt 24 eset koziil 20 esetben egyértelmiien
vilagossejtes szovettani tipust (ccRCC), 2 esetben angiomyolipomat, 1 esetben onkocitomat és
1 esetben papilldris vesekarcinoma (pRCC) tipust azonositottak. A TNM klasszifikacié és az
osztalyozasa szerint 8 eset (38,095%) keriilt a G2-es patologiai statuszba, 13 eset (61,53%)
tartozott a G3-as patologiai csoportba (11. tablazat). A betegek eldzetes szokésairdl, mint
példaul a dohanyzis vagy egyéb kornyezeti, szocidlis tényezék nem alltak rendelkezésre

adatok.

11. Tablazat: A mutacios vizsgalatokhoz hasznalt human vesetumoros betegek

klinikopatologiai adatai

Mintaszim Kor/Nem Szovettani tipus Patolégiai Gradus  Patoldgiai statusz TNM Klasszifikacio
L 40/n6 ccRCC 2 pTla T0, NO,MO
” 68/n6 ccRCC 2 p T4 T0, NO,MO
2 62/ffi ccRCC 3 p T4 T0, NO,MO
64/n6 ccRCC 3 p T4 T0, NO,MO
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

72/né

55/ffi

57/mé

36/4ti

39/né

72/né

60/n6

47/n6

69/fti

53/n6

49/ffi

52/nt

56/ffi

69/1fi

37/n6

49/ffi

72/né

36/né

41/t

46/t

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

AML

oncocytoma

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

AML

ccRCC

pRCC

p T3a

pTla

pTla

p T4

pTla

pTla

pT4

pT4

pTla

pTlb

pT1b

pTla

pTla

pTla

pTla

pTlb

pTlb

T0, NO,MO

TO0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

TO0, NO,MO

T0, NO,MO

pNx, pMx

TO0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

T0, NO,MO

TO0, NO,MO

TO0, NO,MO
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pTla: a tumor méret kisebb mint 4 cm ¢és szervspecifikus, pT1b: a tumor mérete nagyobb mint 4 cm,
de kevesebb mint 7 cm és a tumor szervre lokalizalt; pT3a: a tumor kiterjed a vese vénakra vagy annak
a szegmentalis 4gaira, behatolhat a medence rendszerbe, vagy a perirenalis vagy rendlis sinusok kortili
zsirszovetbe, de ezenkiviil mas részt nem érint, nem halad tul a Gerota fascian, pT4: a tumor az adrenalis
mirigyig terjed, pNO/pMO: a beteg nyirokcsomo statusza negativ, CCRCC: clear cell renal cell
carcinoma (vilagossejtes vesekarcinoma), PRCC: papillaris tipusi vesekarcinoma, AML:

angiomyolipoma;

Patologiai vizsgalat szerint az Osszes vizsgalt 24 minta koziil 21 beteganyagot lehetett
gradussal ellatni, mivel az AML és az oncocytoma patologiai gradussal nem jellemezhetd. A

21 betegre vonatkozo patoldgiai gradus szerinti megoszlast a 12. tdblazat foglalja ssze.

12. Tablazat: A vizsgalatba bevont 21 beteg vesetumoros mintainak szdvettani gradusa és a

nemek szerinti megoszlasa

Szovettani Gradusok Gradus % Férfi betegek szama % Nobetegek szama %
2-es Gradus 8 eset (38,095 %) 4 50,0 4 50,00
3-as Gradus 13 eset (61,09 %) 8 61,53 5 4846

V.2. A BAPI1 és PTEN mRNS expresszioja human vesedaganat szovetmintakban

A BAPI1 és PTEN gének mRNS expresszios mintdzatanak vizsgalata érdekében a human
vesedaganat mintdkat RT-PCR vizsgalatnak vetettiik ala. A templatmentes (NTC: no template
control) és a reverz transzkriptdz mentes kontrollok (RT-NTC) kizartdk a nem specifikus
amplifikaciot és a DNS-szennyezddést. A B-aktinra specifikus primerekkel végzett PCR
amplifikécié minden mintadban egyetlen terméket eredményezett, ami megerdsitette azt, hogy a
mintdkban nem tortént RNS degradacid. Pozitiv kontrollként human emldékarcinoma
sejtvonalat (MCF-7) hasznaltunk. A tumoros veseszdvet mintakkal végzett PCR amplifikéacio a
BAPI ¢s PTEN gének specifikus oligonukleotid primereivel a PTEN esetében 355 bp, a BAP1
gének esetében 700 bp méretli mintat eredményezett (16/A, B dbra). A BAP1 és PTEN gének
mRNS szintli expresszidjat mind a 24 vizsgalt primer vesetumoros mintdban kimutattuk. A

PTEN ¢és BAPI1 gének expresszidjanak reprezentativ képe a 16/A, B dbran lathato.
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PTEN BAP1

ELTUTOT e s s s e 700 bp et L LI

16. Abra: A PTEN és BAP1 gének mRNS szintii expressziojanak reprezentativ RT-PCR elemzése 10
human vesetumoros mintaban és MCF-7 eml6karcindma sejtvonalon (A, B). A PCR-termékek a PTEN
esetében vart 350 bp méretiick voltak (A) a BAP1 esetében pedig a 700 bp-nak feleltek meg (B). Az M
sav, molekularis marker (50 bp DNS-Iétra); a P sav, pozitiv kontroll (MCF-7 sejtvonal); az N sav, negativ

kontroll; az 1-10 savok (A, B) reprezentativ human vesetumoros mintak;

A tovéabbiakban a veseszovet mintakbol izolalalt DNS mintak felhasznéalasaval tortént a
VHL, PTEN és a BAPI gének exon szerinti szekvenaldsa a Sagner-féle modszerrel. A
veserezekcion atesett, 24 betegbdl nyert friss fagyasztott veseszovet mintagylijtemény
felhasznalasaval elemeztilk a VHL gén (1-3 exon), a BAP1 gén (14-17 exon) ¢és a PTEN gén

(5-7 exon) mutéciodit. Ezeket az eredményeket a tovabbiakban pontrol pontra mutatjuk be.

V.3. VHL mutaciok és IVS1-195 nt G/A polimorfizmus vizsgalata human vesetumoros

mintakban

A vizsgélatban hasznalt 6sszes minta a VHL gén mutécioira kdzvetlen szekvenalassal lett
analizalva. Vizsgalatunkban 6 kiilonb6z6 VHL mutéciot (3 missense mutdcio, 1 nonszensz
mutacid és 2 kis inszercio) igazoltunk a 24 vizsgélt beteg mintdiban. Az egyik minta IVS1-195
nt G/A polimorfizmust tartalmazott homozigéta formaban, mely a GGAGGAG (54)
ATGgGAGGCCGGGC mutécidval irhato le (17. abra).
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A B

GGAGGAG (54) ATGgGAGGCCGGGC Ser68Term
PR EFEP R A EPTEIL N N N RNRE
140 150
i
Asn90Ile Glyl14Arg
 NEEN I NI |||l||||| il itael
TGGC TCAWIC TTCGACGGC G# GT ccc‘.-n@ GTCACCTT
180 190 110 120
E ¥
Leul53Pro AGTGTAT (157) ACTtCTGAAAGAGC
!éAgléégé:ééllé!é - lllic ’KA»«AI«AACS:«—éEE:‘YCHRé:‘:ééé
210 220 80 90 100

17. Abra: Elektroferogrammok, amelyek VHL mutaciokat reprezentalnak 1, GGAGGAG (54)
ATGgGAGGCCGGGC heterozigota; 2, Ser68Term heterozigota (TCG-TAG); 3, Asn90Ile heterozigdta
(AAC-ATC); 4, Glyl14Arg heterozigota (GGT-CGT); 5, Leul53Pro heterozigdta (CTG-CCG); 6,
AGTGTAT (157) ACTtCTGAAAGAGC heterozigoéta;

A Human Gene Mutation Database (HGMD) alapjan mind a 6 mutacié patogén és von
Hippel-Lindau szindromat okoz. A 6 féle azonositott VHL mutéci6 koziil harom az 1. exonban,

kettd a 2. exonban és egy a 3. exonban talalhato.
Az 1. exonban azonositott VHL mutaciok részletesen megadva a kdvetkezok voltak:

1. GGAGGAG (54) ATGgGAGGCCGGGC heterozigota forméaban: ez egy guanin
inszercio az 54. pozicioban;

2. Ser68Term heterozigota formaban: ez egy nonszensz pontmutacid, ahol a szerin-68
aminosav stopkodonna valtozott;

3. Asn90lle heterozigéta forma: ez egy missense mutdcid aminosavcserével

(aszparaginbdl izoleucinba) a 90. pozicidban [120, 121];
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4. A2.exonbaazonositva volt a Gly114Arg heterozigota forma: ez egy misszensz mutacio
aminosavcserével (glicinbdl argininné) a 114. pozicidban [122];

5. Leul53Pro heterozigdta forma: ez egy aminosav valtozassal jatdo missense mutacid
(leucin prolinnd) a 153. pozicioban [123];

6. A 3. exonban AGTGTAT (157) ACTtCTGAAAGAGC heterozigota forma: ez egy

timin inszercidja a 157. pozicidban [124].

Az IVS1-195 nt G/A polimorfizmust heterozigbta formaban 9 esetben, homozigota
formaban 13 esetben igazoltunk. Ez a VHL polimorfizmus (rs779805) egy G/A variaci6 az 1.
exon el6tti — 195 nukleotid pozicioban, a VHL gén intron régidjaban fordult el [17]. A VHL
IVS1-195 nt G/A polimorfizmus vad tipusu, heterozigéta és homozigdta tipusu

elektroferogramjait a 18. abra mutatja be.

f

TTACAACIEJGCCTACGGTGCTGGAGGAT
S0 60 70

A 'Ir'.l " ki A * | Il(. f

TTACAAC[RIGCCTACGGTGCTGGAGG
70 80

}TTACAACHIGC CTACGGTGCTGGAGGAT CCTT C

C S0 60 70

b A& oy ".". f\
X*("\N/\/\/‘Amf WA AW Wy

18. Abra: A VHL IVS1-195 nt G/A polimorfizmus vad tipusti (n=2), heterozigdta (n=9) és homozigota

(n=13) tipusu elektroferogramja.
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V.4. PTEN mutaciok és polimorfizmus a vizsgalt human vesetumoros mintakban

Vizsgalatunkban egy PTEN mutaciot és egy polimorfizmust igazoltunk 24 egymastol
fliggetlen betegnél. A PTEN mutéaciot (p.His93Arg) az 5. exonban homozigota formaban
detektaltuk. Ez egy pontmutacid, aminosavcserével (hisztidinbdl argininné) a 93. pozicidban.
A HGMD adatbazis szerint a His93 Arg mutacio patogén, autizmust és makrokefaliat okozhat
[125]. Az IVSS + 217 nt C/T polimorfizmust az 5. exon utan, a + 217. pozicidoban detektaltuk.

Ez egy heterozigota formaju C/T varidcid (19. abra).

A B

bbbt H 4 E-LHEL- 11D
TTTTGAAG AC (A]TAAC CCAC CAC
80 90 100

| ||l||llkf’ﬁ||[;""ll A kf' (,l

19. Abra. A PTEN muticié és polimorfizmus; A, His93Arg homozigéta mutaciét (CAT-CGT)
reprezentalo elektroferogrammok; B, vad tipusu; C, IVS5 +217 nt C/T polimorfizmus (Mintainkat csak
a PTEN gén hot spot exonjaira (5-7. exon) szekvenaltuk).

V.5. A BAPI1 gén vad tipusanak megjelenése a vizsgalt human vesetumoros mintakban

Mintéinkat az irodalmi hattér birtokdban a BAP1 gén hot spot exonjaira (14-17. exon)
szekvenaltuk. A BAP1 gén hot spot exonjain (14-17) beliil egyik elemzett mintaban sem volt

megfigyelheté mutacio.
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V.6. A VHL, PTEN és BAP1 mutaciok és a betegek klinikopatolégiai jellemzo6i kozotti

kapcsolat

A VHL vagy PTEN mutéacioban szenvedd betegek legfontosabb klinikai adatait a 13.

tablazat foglalja 6ssze.

13. Tablazat:
klinikopatologiai adatai

A VHL, PTEN mutacioval azonositott

human mintdkhoz tartozé betegek

Patolo TNM
Minta  Kor/ Szovettani Tumor Egyéb
Gradus giai Klinikai Miitét tipusa Muticié
szam Nem tipus méret tumor
allapot allapot
Ny jobb oldali nem volt
1. NG Onkocytoma - - - 10 cm radikalis VHL mutacio megfigyel
6
nefrektomia hetd
) . VHL mutacié és  nem volt
57/ T1,NO, jobb oldali vese
2. ccRCC 2 pTla 3,3-4cm VHL megfigyel
N6 Mo, nefrektomia .
polimorfizmus het6
. nem volt
36/ T4, NO, jobb oldali vese ~ PTEN
3. ccRCC 3 pT4 4 cm ) ) megfigyel
Férfi MO, rezekcio polimorfizmus
hetd
397 jobb oldali vese nem volt
4. NG AML - - - 3,3 cm laparoszkopias VHL mutacié megfigyel
6
nefrektomia het6
nem volt
37/ T1,NO, bal oldali vese
5. ccRCC 3 pTlb 6 cm VHL mutécio megfigyel
N6 Mo, rezekcid
hetd
jobb oldali vese
72/ T1, NO, 2x 1,5 . . méhnyak
*6. ccRCC 2 pTla laparoszkopias VHL mutacio )
N6 Mo, cm karcinoma
nefrektomia
36/ jobb oldali vese huhyholya
7. AML - - - 33cm VHL mutacié
N6 rezekcio rak
jobb oldali vese nem volt
46/ T1, NO,
8 pRCC 2 pTlb 5cm rezekcio, nyitott ~ PTEN mutacio megfigyel
Férfi MO,
miitét hetd

pT1a: a tumor mérete kisebb, mint 4 cm é€s a szerve lokalizalt; pT1b: a tumor mérete nagyobb,

mint 4 cm, de kisebb, mint 7 cm és a tumor szervben lokalizalt; pT4: a tumor kiterjedt a

mellékvesére, pRCC: papilléris tipust vesesejtes karcinoma, AML: angiomiolipéma.

*: ennél a betegnél 1,3 cm-es mellekvese adenoma €s metasztazis volt megfigyelhetd az axon

alapon, méhnyak karcindma volt leirva asszocialt tumorként;

Ezen betegek csoportjaban hat nd és két férfi tartozott. A betegek koziil hat viszonylag

fiatalkoru volt, életkoruk 36-57 évre tehetd, két beteg pedig 72 éves volt. Ezeknél a betegeknél
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mar az els6 képalkotd vizsgalat alkalmaval a tumor viszonylag nagy méretii volt (3-10 cm).
Mindezen-tul, a VHL mutéacioban szenvedd betegeknél a kordbbi klinikai korelézményt is
figyelembe véve 2 esetben irhatd mas tumorokkal torténd asszocialtsdg (méhnyakrak és
holyagrak). A VHL mutaciot leirt betegek esetében a vesetumorok szovettani tipusa 3 esetben
a vilagossejtes vesekarcinoma szdvettani tipust mutatta, 2-es és 3-as gradus fokozattal. Egy
VHL mutéciéval rendelkezd betegnél angiomyolipomat, egy masik betegnél pedig
onkocytomat (oxifil adenoma) irtak le. Az egyik VHL-muticioban szenvedd betegnél
hasnyalmirigy attétet alakult ki 7 évvel az els6dleges vesetumor megjelenését kovetden. Ez a
beteg tirozin-kinaz gatlo (Sutent) terapiaban részesiilt.

Egy PTEN mutacioval jellemezhetd betegnél kis papillaris architekturaju goécokkal
leirhat6 vesetumor, azaz a papillaris forma volt jelen (pRCC).

A BAPI1 gén (14-17. exon) mutacidja egyik betegnél sem volt megfigyelhetd. A BAP1

gén (14-17. exon) minden vizsgalt esetben vad tipust mutatott.

V.7. A miRNS -—es vizsgalatokkal kapcsolatos eredmények
V.7.1. A vesetumoros betegekbdl szirmazo szovetmintak patologiai jellemz6i

A miR-21 és a miR-221 szdvettani expresszidjanak elemzéséhez tovabbi 24 tumoros és
24 ¢ép szovetminta par keriilt felhasznalasra. A mutéti eljarast kovetd patologiai elemzés
megerdsitette, hogy az 0Osszes betegbdl szdrmazd minta szovettanilag a vildgossejtes
vesekarcindma tipusba (ccRCC) volt sorolhatd. Férfi betegtdl Osszesen 13 minta (52 éves
atlagéletkor), 11 minta pedig ndbetegekbdl szarmazott (56 éves atlagéletkor). A ccRCC mintak
ebben a tanulményban is a TNM terminoldgia alapjan lettek osztdlyozva. A betegmintik
osztalyozasa soran kideriilt, hogy a mintak esetén a patoldgiai gradust tekintve a betegek kozel
fele a 2. szovettani Gradusba (5 férfi, 6 nd, 45,8%), a mintadk 50%-a pedig a 3. szdvettani
Gradusba (8 férfi és 4 nd) volt sorolhatd. A mintdk gradusonként, nem ¢és életkor szerinti
megoszlasa a 14. és 15. tdblazatban talalhato. Ahol a klinikai stituszt jellemz6 TNM adatok

elérhetdk, a tablazatban ezt is jeloltiik.
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14. Tablazat: A miRNS-es vizsgalatba bevont ccRCC betegek klinikopatologiai adatai

Mintaszam Kor/Nem Gradus Patolégiai statusz TNM

1. 40/N6 3 pT1b -

2. 68/N6 2 pT3a -

3. 62/Ferfi 3 pT3a -

4. 64/N6 3 p T3a pNx, pMx
5. 70/N6 2 pTla pNX, pMx
6. 55/Férfi 2 pTla pNX, pMx
7. 57/NG 2 pTla -

8. 36/Férfi 3 p T3a -

9. 29/Férfi 3 pT3a -

10. 72/N6 3 pTlb -

11. 60/NG 3 pTlb -

12. 47/N6 3 pTla pNx, pMx
13. 69/Férfi 3 pT3a pNo

14. 53/Ferfi 3 pT3a -

15. 49/Férfi 3 pTla pNx
16. 52/Férfi 2 pTla pNx, pMx
17. 56/Férfi - - -

18. 69/Férfi 3 pTla -

19. 37/N6 2 pTla -
20. 49/Férfi 2 pTla -
21. 72/N6 2 pTla pNx
22. 36/NG 2 pTla -
23. 41/Férfi 2 pTlb -
24. 43/Ferfi 2 pT1b -

Roviditések: pT1a: a tumor mérete kisebb, mint 4 cm, €s a szervre lokalizalt; pT1b: a tumor mérete
nagyobb, mint 4 cm, de kisebb, mint 7 cm, és a daganat szervben lokalizalt; pT4: a daganat kiterjed a
mellékvesére; pNx: nyirokcsomok nem értékelhetdk; pMx: disztalis metasztazis nem értékelheto; ,,-

nem ismertek a klinikopatologiai adatok. # Az egyik minta a TNM terminologiaval nem lett osztalyozva.
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15. Téablazat: A szovettani gradusok, a miRNS-21 és miRNS-221 expresszios szintek és
klinikopatologiai adatok elemzése ccRCC mintakban (ACp modszerrel szamolt atlag dCp, + SD
értekek).

miR-21 miR-221 Feérfi Né6
Tumor
Gradus %
statusz
Normal Tumor Normal Tumor Mintaszam % Mintaszam %
Gradus 2 11 eset (45.8%) 3,2 40,12 4240,18 0,89+0,12 2,4+0,34 5 454 6 54,5
Gradus 3 12 eset (50%) 4,5 +0,38 5,3 £0,21 0,75+0,12 2,6 +0,35 8 66,7 4 33,3

V. 7.2. AmiR-21 és miR-221 expresszidja ccRCC mintakban

A miR-21 és miR-221 expresszidja mind a 24 vizsgalt tumorszdvetben szignifikansan
magasabb expressziot mutatott a szomszédos normal szovetekhez képest (a miR-21 és miR-221

esetében p < 0,001 és p <0,05) (20. abra, 16. tablazat).
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20. Abra: A miR-21 és miR-221 vesesejtes karcindma és a megfelelé normal szovetminta parban
mutatott expresszioja. Az expressziot az Y tengelyen a 2. derivalt maximum modszer szerint szamitott
relativ kvantifikacids értékekként mutatjuk be, és belsé kontrollként a miR-203-at hasznaltuk, erre
normalizaltunk. A vesetumoros szoveteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a miR-21 és a miR-221 a
mintak 79,2%-aban (19 esetben), mig a normal veseszovetmintaknak csak 33,3%-a (8 eset) mutatott

koexpressziot (17. tablazat).
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16. Tablazat: A miR-21 és miR-221 esetében a parositott 2 mintas t-teszt-tel kapott statisztikai

eredmények

95% Konfidencia Intervallum

; Standard

miRNS Signifikancia Atlag
Deviancia
Alsé érték Felso érték

miR-21 0,001 -4,5696 1,17102 -6,52755 -1,78636
miR-221 0,019 -3,74113 1,52543 -6,82920 -0,65306

Paros mintakra végzett t-teszt, amely p-értékeket és 95%-os konfidencia intervallumot mutat
be minden vizsgalt miRNS-re (miR-21 és miR-221), tumoros szdvetben a szomszédos normal

szovethez képest.
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Minta miR-21 miR-221 Minta miR-21 miR-221

1-tu + + 1-normal - -

2-tu + + 2-normal - -

3-tu + + 3-normal - -

4-tu + + 4-normal + +

5-tu + + S-normal + +
6-tumoros + + 6-normal - -
7-tumoros - - 7-normal + +
8-tumoros + + 8-normal - -
9-tumoros + + 9-normal + +
10-tumoros - - 10-normal - -
11-tumoros + + 11-normal + +
12-tumoros + + 12-normal + +
13-tumoros + + 13-normal + +
14-tumoros - - 14-normal - -
15-tumoros + + 15-normal - -
16-tumoros - - 16-normal - -
17-tumoros - - 17-normal - -
18-tumoros + + 18-normal + +
19-tumoros + + 19-normal - -
20-tumoros + + 20-normal - -
21-tumoros + + 21-normal - -
22-tumoros + + 22-normal - -
23-tumoros + + 23-normal - -
24-tumoros + + 24-normal - -

17. Tablazat: miR-21 és miR-221 koexpresszidja a vizsgalt tumoros és a szomszédos normal

veseszovet mintakban

Roviditések: tu-tumoros, no-normal, ,,-*“: nincs megfigyelhetd koexpressziod
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V.7.3. AmiR-21 és miR-221 targetjeinek azonositasa

Osszességében 3 adatbazist (miRanda, PicTar és TargetScan) hasznaltunk a miR-21 és

miR-221 mRNS targetjeinek keresésére. Eredményeink ¢és adatbazis-elemzéseink alapjan a

miR-21 esetén a PTEN-t, a p53-at, a PDCD4-et, a PIK3R1-et, a miR-221-al kapcsolatosan

pedig a PTEN-t és a PDCD4-et adtak meg (18. tablazat).

18. Tablazat: A miR-21 és a miR-221 lehetséges targetjei

miR-21 miR-221
Target Adatbazisok
PDCD4 PTEN PIK3R1 p53 PDCD4 PTEN PIK3R1 p53
miRanda + - - - +
PicTar + + +
TargetScan + + + + + + + +
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V1. Megbeszélés

A human vesesejtes karcindma genetikai érintettségét tekintve egy igen heterogén
betegség, ugyanazon hisztotipuson beliil is nagy morfologiai és molekularis, genetikai
heterogenitds fordulhat eld. Ezenkiviil ugyanazon beteg primer ¢€s metasztatikus
elvaltozasaiban intratumor heterogenitas is kimutathato. Egyes gének esetén, mint példaul a
VHL, a PTEN, a janusz kinaz-3 (Janus kinase 3: JAK3) és a p53-as tumor protein (Tumor
protein P53 :TP53) mar tobb mutaciot is leirtak, azonban az ilyen tipusu genetikai elvaltozasok
esetében is eldfordulhatnak egyedi specialis esetek, melyek jelentdsen hozzajarulhatnak a
betegség kialakulasahoz és annak klinikai kimeneteléhez [1, 3, 4, 126, 127]. A Cancer Genome
Atlas adatbazis szerint az RCC-ben a leggyakoribb szomatikus mutaciok koziil foként a VHL
gén valtozéasait emlitik meg, melyek a megszokott PI3K/AKT/mTOR utvonalban
eredményeznek eltéréseket, ami egyben befolyasolja a beteg terapiara adott valaszat is [7, 8,
10]. A dolgozat irodalmi 4ttekintésében mar emlitésre keriilt, hogy a familiaris RCC-ben,
valamint a sporadikus RCC-ben a VHL allél delécioja igen gyakori mutacid mellett jelentds
szamban fordul elé a VHL allél aberracioja is, ami egyben a funkcionalis fehérje teljes
elvesztését is eredményezi [7, 8, 10].

A VHL tumorszuppresszor génmutacid révén torténd inaktivalasa a HIF nem megtfeleld
felhalmozodasat okozza, ami a vese tumorigenezisét eredményezi [9]. Kiilon emlitést érdemel
a genetikai mutaciok tekintetében az angiomyolipoma szdvettani tipusu joindulata vesedaganat.
A vese angiomiolipoma a vesetumorok egyik leggyakoribb formaja leginkabb azoknal a
betegeknél fordul eld, akiket a tuberosus sclerosis komplex (TSC) gén mutacidja érint [128].
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a tRNS-specifikus adenozin-deaminaz 1-et (TAD1)
kodold 1-es tuberosus sclerosis komplex (TSC1) missense mutacioja és a tRNS-specifikus
adenozin-deaminaz 1-et (TAD1) kodolo 2-es tuberosus sclerosis komplex (TSC2) mutacidja
korrelaciot mutatott a magas kockazata AML el6fordulasaval [128]. Noha a VHL-mutaci6é nem
jellemzéen gyakori az AML-ben, az igen érdekes, hogy egy kasmiri populacion végzett
tanulmany meglepd modon a VHL gént érintd mutaciokat irt le a vizsgalt populacon beliil nem
cCRCC-nek, hanem inkabb AML szdvettani tipusnak azonositott betegmintaban [129]. Egy
masik tanulmany alapjan kétoldali és multifokalis vese onkocitomaval diagnosztizalt 63 éves
férfi esetében részleges VHL gén deléciot mutattak ki, melyhez az onkocitéma megjelenése
kothetd. Ez az eset azért is figyelemreméltd, mert klinikai tekintetben a részleges VHL gén
delécid a magasabb kockazattal jaro vesesejtes karcinoma megjelenésére utal, mintha a VHL

gén teljes deléciodja torténne meg [130].

69



A szomatikus VHL-mutaciok vagy a promoter-metilacio klinikopatologiai hatasait
szamos, RCC-vel kapcsolatos esetben tanulmanyoztak [10]. A szakirodalom alapjan a VHL
gént érintd valtozasok szignifikdns Osszefiiggést mutatnak a betegek patoldgiai staitudiumaval.
Tovabba, az is megfigyelhetd. hogy a VHL gént érintd barmilyen valtozas jelenléte
szignifikansan korrelal a betegség prognozisaval, igy mindenképpen befolyasolva az RCC-ben
szenvedd betegek klinikai allapotanak kimenetelét [10].

Azonos kromoszoman lokalizdlodé tumorszuppresszor gének egymds miikodését is
befolyéasolhatjak. Ahogyan mar az irodalmi attekintésben emlitésre keriilt a BAP1 gén, mely
deubiquitinald enzimként milkodik és a vesesejtes karcinomak daganatképz6déséhez
kapcsolodo tobb jelatviteli utvonal szabalyozasaban vesz részt [131]. A BAP1 génben torténd
mutaciok, legyen az akar delécid is, a 3. kromoszomdn valo elhelyezkedésébdl addddan
befolyasolja a tumorszuppresszor szerepet is betolté VHL gén valtozasait, mely ugyanazon a
kromoszoman lokalizalodik. Ez a genetikai esemény igen gyakori RCC-ben és mas
daganatokban egyarant [132]. Kimutattak, hogy a BAP1 (3p21.31 —as lokalizacid) mutacioi a
vesekarcindma rossz prognozisaval ¢és betegek alacsony tulélési ratajaval hozhatok
osszefliggésbe [133, 134]. A kozelmultban a ccRCC-k 14%-aban jelentettek BAP1 génmutaciot
[12, 131, 132, 135].

A PTEN az egyik leggyakrabban mutalt tumorszuppresszor gén a kiilonbozé human
daganatokban. Részletesebb bemutatasa mar az irodalmi attekintésben megtortént. A PTEN gén
lokalizacigjat a 10q23.3 kromoszéman azonositottak, amelynek sok human rosszindulata
mutacioval/delécioval Osszefiiggésbe hozhatdo glioblasztomak 27-44%-a, a prosztata
karcinomak 43-50%-a, valamint az endometrium karcinomak 34-50%-a. [132]. Genetikai
polimorfizmus analizis és DNS-szekvenalas segitségével a PTEN gén 5-7. exonjain kiviili
mutaciot irtak le endometrium karcindmaban. Az 5-7. exon mutacioit hordozo, endometrium
karcinomaban szenvedd betegek rossz progndzist mutattak, viszont az 5-7. exonon kiviili PTEN
mutaciok és a betegek klinikopatologiai adatai k6zo6tt korrelacio nem volt felfedezhetd, ami
esetlegesen arra is utalhat, hogy a PTEN 5-7. exonjain kiviili mutaciok kedvezé taléléssel jard
molekularis biologiai indikétorai is lehetnek az endometrium karcindémanak, de akar mas
tumorok esetében is [119]. Mas, nem az 5-7. exonban eléforduldé mutaciok, akar magas
kockazattal jaré tumor kialakulasat is jelenthetik [119].

Emlitésre mélto, hogy a vesékben a PTEN tumorszuppresszor gén jelenléte a hamsejtek
citoplazmajaban  expresszalodd  foszfatdz megjelenését eredményezi. A PTEN

tumorszuppresszor fehérje elvesztése volt megfigyelhetd a vese karcinogenezisben, ami
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maganak a génnek, mint tumorszuppresszornak a CCRCC-k karcinogenezise soran betoltott
szerepére utal. A szakirodalom alapjan a PTEN tumor progresszidja révén torténd veszteség
leginkdbb a sejtmembrant érintheti, ami egyben a PIP3/AKT jelatviteli utvonal zavardhoz
vezethet, akar egy agressziv fenotipusként leirhatd vesekarcindma megjelenését vonva maga
utan [136].

A PTEN gén exonokat érintd kiillonbozé mutacidi mindenképpen prognosztikai
jelentdséggel birnak a vesetumorokat illetéen. Egyértelmi, kifejezetten a kiilonb6z6 exonokat
érinté PTEN mutéaciok prognosztikai jelentéségét az RCC-vel kapcsolatban egyetlen kordbbi
tanulméanyban sem irtak le. Ugy szintén, csupan korlatozott szamu tanulmany olvashato a
vesekarcinomékkal osszefliggésbe hozhaté PTEN mutaciokrol. Eppen ezért nagyon értékesnek
véljiik, hogy jelen tudomanyos értekezésben a BAP1 és PTEN gének mRNS szinten torténd
expressziojat vizsgaltuk 24 vesetumoros mintaban, egyben a sebészi Gton nyert tumoros ¢€s
ennek megfeleld ép szovetminta parokat vizsgalva. Ebben az esetben a szovetmintak 50 %
férfiaktol, a masik 50% pedig noktol szarmazott. Igen fontosnak tartottuk, hogy igazoljuk a
BAPI1 ¢és PTEN gének jelenlétét, éppen ezért tortént meg ezen gének vizsgalata elsésorban
mRNS szinten PCR technikaval. Ily moédon a BAP1 és PTEN mRNS expresszidjat minden
vizsgalt mintdban sikeresen azonositottuk. Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy mindkét
génnek lehet tumorszuppresszor funkcidja a vesekarcinoma kialakulasaban [136, 137].

Egyik célkitlizéslink a tanulmanyban 3 tumorszuppresszor funkciot betoltd gént (VHL,
BAP1, PTEN) érint6 mutaciok vizsgalata volt, a leginkdbb érintett exonokban. Kisérleteink
soran a VHL gént az 1-3. exonokban, a BAP1-et a 14-17. exonokban, valamint a PTEN gén
mutacidanalizisét az 5-7. exonokban végeztiik el a vizsgalatba vont vesetumoros mintakkal a
Sanger szekvenal6 platform segitségével. A BAP1 és a PTEN gén esetében az irodalmi hattérrel
Osszhangban elsGsorban a mutacioval leggyakrabban érintett, Ugynevezett ,hot spot”
exonokban el6fordulé mutaciokat, illetve ezen mutaciok esetleges prognosztikai szerepét
vizsgaltuk az RCC esetekben, melyre a vizsgélatba bevont betegek klinikopatologiai adatainak
¢s az eléforduld mutaciok tipusainak dsszevetése enged kovetkeztetni.

A VHL mutéci6 a vizsgalt mintdk 25%-aban fordult el6. Mutaciokat talaltunk a VHL gén
1-3. exonjaban. A hat VHL-mutaciobdl harom missense mutécio, egy nonszensz mutacio, kettd
pedig kisméretii inszercioként volt felismerhet6. A HGMD adatai alapjan, korabbi betegségek
leirasat megvizsgalva, mind a 6, altalunk azonositott VHL mutaci6 Von Hippel-Lindau
szindromat okoz. Az IVS1-195 nt G/A polimorfizmust heterozigéta formaban 9 esetben,
homozigota forméaban 13 esetben igazoltuk. A VHL mutacioval azonositott betegek koziil

harom a ccRCC hisztotipusba tartozott, kettét angiomiolipomanak, egyet pedig oxifil
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adenomanak irtak le a patoldgiai értékelés soran. Ezek az eredmények ellentétben allnak azzal
a korabbi vélekedéssel, hogy a VHL mutaciok kizarélag a ccRCC-re korlatozodnak, és
hasonldak a korabbi tanulmanyokban leirt eredményekkel [130]. Teh és mtsai (1998) egy olyan
esetrdl szamoltak be, amikor egy beteg kétoldali tobbszords onkocitdmajaban és cisztajaban
fordult el6, transzlokacioval és ritka missense szubsztiticioval jaro VHL mutacio [122, 138].

A HGMD adatbazis elemzéseit kovetve, valamint a szakirodalomra tamaszkodva
kijelenthetjiik, hogy az éltalunk vizsgalt mintdkban azonositott 6sszes VHL mutacio, tipustol
fliggetleniil, a fehérje funkcionalis valtozasait vonja maga utéan.

Részletesebben elemezve, egy esetben azonositott VHL Ser68Term mutécio
mechanizmusat tekintve megallapithato, hogy ez a mutacio egy olyan stopkodonnak felel meg,
melynek eredménye egy csonka, funkcidvesztett VHL fehérje [122]. A VHL Asn90lle mutacio
szintén funkciovesztését okozza a VHL fehérjének, amint azt a HIF-1a ubikvitinacidjanak és
a Leul53Pro helyeken is lettek azonositva mutaciok. Az HGMD adatbazis szerint a Gly114Arg
pontmutacioé okozta funkciovesztését a VHL fehérjének a strukturalis valtozasa is jelzi, melyet
elsésorban a CCT komplexhez valo kotédés hianya jelez [124]. A Leul53Pro-t még biokémiai
szempontbol nem jellemezték a HGMD adatbézisban; igy a VHL fehérje miikddésére
gyakorolt hatasa nem ismert [17]. Vizsgalatunkban két inszercié tipusi mutacidt is
azonositotunk, konkrétan egy guanin €s egy timin megjelenésével jard6 VHL-muténst az 54. és
157. poziciokban. Ez kereteltolodast (frame shiftet) eredményezhet, amely megvaltoztatja a
kovetkezd kodonok leolvasasat, és egyben a mutacid helyét kovetd teljes aminosavszekvenciat
is [122-124].

Az irodalomban leirt funkciondlis elemzések arra utalnak, hogy az altalunk vizsgalt
klinikai esetekben mind a hat VHL-mutacio nagy valoszintiséggel pVHL-vesztéshez vezet. A
VHL tumorszuppresszor gén mutacios inaktivalasa pedig a HIF nem megfeleld
felhalmozodasat okozza, ami eldsegiti a vesetumorok kialakulasaval kapcsolatba hozhato
tumorigenezist [6]. igy elmondhato, hogy ezekben a mintakban a jelen tudomanyos munkéaban
elemezett mutaciok, azaz genetikai eltérések beindithatnak vagy akar hozzéjarulhatnak a mas
tényezok folytan kialakult tumoros folyamatokhoz. A tumorméreteket is figyelembe véve arra
is kovetkeztethetiink, hogy a mintainkban azonositott tipusu VHL mutaciok a daganat
novekedését kedvezden befolyasoljak, ezaltal ugyszintén elémozditva a tumorigenezist.
Mindenképpen figyelmet érdemel az a VHL mutacioval osszefiiggésbe hozhato eset, amit egy
72 éves ndbetegben irtunk le, akinél a vesetumornak a joindulata formaja, egy 10 cm-es

onkocitoma lett diagnosztizalva.
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Egy beteg esetén pankreasz attétet irtak le a patologiai vizsgalat soran, a betegek koziil
kettd 5-6 évvel a miitétet kovetden meghalt. Osszességében véve a nyomonkdvetése a
betegeknek nem tortént meg, mivel a mitétet kdvetden a betegek tobbsége nem mindig jelenik
meg a kontroll vizsgalatokon, primer vesetumor esetén tobbségiik gyogyul, nincs relapszus.
Talan ezzel magyarazhat6 az is, hogy a kiilonb6zo az altalunk vizsgalt mintakban azonositott
VHL mutaciok nem mutatnak kiilonosebb Osszefiiggést a szovettani tipusokkal, vagy a betegek
klinikopatologiai statuszaval.

A szakirodalomban barangolva az olvashat6, hogy az esetek 60%-ban inkabb a VHL gén
pontmutacidja fordul el6 RCC-ben; a VHL gént érintd, 3-as kromoszomahoz kotédé nagyobb
deléciok a RCC-ben szenvedd betegeknek minddssze 40%-at jellemzik [10, 137, 139, 140]. A
szovettani tipust tekintve a VHL gén mutécioja inkabb bizonyult gyakorinak a vilagossejtes,
granularis és szarkomatoid szOvettani tipusi vesekarcinomakban, mig kevésbé jellemz6 a
papillaris vesetumorok esetében. Igen érdekes a VHL gén genetikai valtozasait illeten a
polimorfizmus jelensége, ami ritkan hozhatd Gsszefiiggésbe a betegség kialakulasaval. Cai Lv
¢s mtsai (2015) egy ritka, rs779805 VHL tipusu polimorfizmust azonositottak, az eredményeik
azt mutattak, hogy a G allél kismértékben ndvelheti az RCC kockazatat [127].

Korabbi tanulmanyok szerint a VHL génmutaciok mindenképpen maganak a VHL
génnek az inaktivalasahoz vezetnek, és ez leginkabb a klasszikus, leggyakoribb szovettani
tipust, az RCC-t jellemzik [137]. Eredményeinket korabbi megfigyelésekkel dsszevetve arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy az 6sszes mutacié koziil valdsziniileg a missense mutaciok a
leggyakoribb tipusok, amelyek a VHL gén inaktivalodasat és a fehérjefunkcido vesztését
okozhatjak [10]. Mindazonaltal szdmos tanulmany beszamolt arrdl, hogy elsdsorban a
funkciovesztéssel jar6 mutaciok (loss of finction: LOF), és nem pedig mas tipusat VHL-
elvaltozasok mutathatnak jelentds Osszefliggést a betegek tulélésével [10]. Ugyanakkor olyan
tanulmanyt is olvastunk, mely nem ir le kiilonosebb 0sszefiiggést a LOF-mutaciok és a tulélés
kozott. Erdekes modon a LOF mutaciok jo prediktiv markerekként mitkodtek a VEGF-célzott
terapia soran az RCC-ben szenvedd betegeknél. A LOF-mutaciéval rendelkez6 betegek VEGF-
terapiaként alkalmazott szerekre adott valaszként szignifikdnsan magasabb aranyt értek el, mint
a VHL vad tipust hordozo6 daganatos betegek esetében [10]. Igen érdekes megfigyelés nemcsak
a vesetumorok, de mas tumorok megjelenésekor is, hogy a VHL asszocialt tumorok vagy
cisztak kialakuldsa leggyakrabban a VHL szomatikus inaktivacidjahoz vagy a fennmarado6 vad
tipustt VHL allél elvesztéséhez kapcsolodik [141].

A tovabbiakban ratérnék a BAP1 génnel kapcsolatos vizsgalatokra. Elmondhato, hogy az

altalunk hot spot-nak kivalasztott (14-17) exonokban a vizsgalatunkhoz hasznalt valamennyi
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minta vad tipustinak mutatkozott, BAP1 mutacié nem volt megfigyelhetd egyetlen altalunk
vizsgalt vesetumoros mintaban sem a vizsgalt exonokban. A szakirodalomban ezen exonokban
vesetumorok esetén mutaciot még nem irtak le, sdt ezen exonok mutaciot érintd vizsgalatokkal
még nem is foglalkoztak a vesetumorokat érintéen, igy Osszehasonlitast mas kutatok
eredményeivel ebben az értelemben nem tudunk végezni. A szakirodalom szerint az altalunk
vizsgalati modszerként hasznalt Sanger szekvenalas nagyon megbizhatd €s reprodukalhaté a
BAP1 pontmutaciok és kis deléciok kimutatasara [141] . Ez a technika azonban valdsziniileg
nem alkalmas a nagy deléciok észlelésére. Az altalunk vizsgalt BAP1 14-17-es exonok pedig
az atlagos exonnal nagyobb méretiick. Ez lehet az egyik oka annak, hogy az altalunk vizsgalt
vesetumoros szovetmintainkban nem talaltunk mutaciot a vizsgalt 14-17. hot spot exonokon
beliil. A BAP1 génmutécios vizsgalataival kapcsolatban arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az exonok nagy mérete miatt ennek a génnek a vizsgalata valosziniileg egy sokkal érzékenyebb
modszert igényel. A nagy exonok delécioinak pontos kimutatasahoz leginkabb a Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) moddszer lenne alkalmas, mely jelen az
altalunk vizsgalt VHL és PTEN gének rovidebb exonjaink egyiittes vizsgalata miatt ez esetben
nem volt kivitelezhet6 [119, 131].

Talan ez lehet az oka annak is, hogy az RCC-t érinté BAP1 mutéciot leiré kdzlemények
szama is szinte elenyészd. Egyetlen és talan az els6 ezzel a témaval kapcsolatos publikacio
Minardi nevéhez fiizodik, aki az ccRCC-t érint6 BAP1 kapcsan elsésorban a gént érintd
mutaciok és a betegek klinikopatologiai statuszaval kereste az Osszefiiggést. Vizsgalati
eredményeirdl tett jelentésében arrol olvashatunk, hogy a BAP1 igen erds dsszefliggést mutatott
a betegek pTles klinikai statuszaval ccRCC-ben [119, 131]. A pT1l ccRCC-ben szenvedd
betegektdl szarmazo mintadk egyike sem mutatta a magban lokalizalodé BAP1 festddés teljes
elvesztését [131]. Szignifikans negativ korrelaciot mutattak ki a nuklearis BAP1 expresszio a
tumor mérete, valamint a magi BAP1 expresszi6 és a patologiai gradusok kozott. Viszont a
magi BAP1 festddés nem volt Osszefiiggésben a betegség-specifikus 5 éves tuléléssel. Az
immunhisztokémia magfestés ugy tlinik a legmegbizhatobb moddszere a sejtmagvesztéssel jaro
BAP1 kimutatasara ccRCC-ben [119, 131, 132]. Ugy véljiik, hogy a mutacié exon szerint
torténd azonositasara viszont ez a modszer sem alkalmas.

A tovabbiakban ra szeretnék térni a PTEN gént érintd vizsgélatainkra az RCC mintakban.
Vizsgalatunk sordn PTEN muticiot mindossze egy mintdban észleltiink, mig egy masik
betegbdl szarmazd minta genetikai polimorfizmussal volt jellemezhetd. A HGMD adatbazis
szerint a vizsgalatunkban megfigyelt mutacié (His93Arg) az eddig leirt betegségek koziil

els6sorban autizmust és makrokefaliat okoz [133, 136]. Ilyen pontmutacido esetén egy
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aminosavcsere torténik, amikoris a hisztidin argininre cseré¢lédik a PTEN fehérje 93.
kis, fehérje szinten funkciondlis eltérést okozo kiilonbség is a hisztidin és az arginin kozott.
Human daganatok kapcsan t6liink fliggetleniil, ezt a tipusi mutaciot hamartoma tumor
szindromaban szenvedd egyéneknél irtak le [136]. A PTEN polimorfizmussal jellemezhetd
altalunk azonositott eset egy, ccRCC-vel diagnosztizalt, G3-as patoldgias stadiumban levd
beteget érintett, a His/Arg cserével leirt PTEN mutacio pedig egy G2-vel papillaris RCC-nek
mindsiilt.

A PTEN p.His93Arg mutéciot (az 5. exonban) egy 46 éves férfi betegnél volt jellemzo,
akinek a papillaris RCC-je 2-es fokozatu patologiai Gradusu volt, és T1, NO, MO klinikai
stadiummal volt azonosithato. A daganat mintavételkor mar elérte az 5 cm-t. Ezt a mutaciot a
gén foszfatdz doménjében, annak a helynek kozelében volt kimutatva, amely a fehérje
enzimatikus funkcidjat végzi. Valosziniileg a PTEN gén ezen mutacidja a PTEN foszfataz
aktivitasanak csokkenését eredményezi. A fokalis adhézids kinaz (FAK) defoszforilacidja és
inaktivalasa magaban foglalja a PTEN protein foszfataz aktivitasat is. Ez a mechanizmus
kapcsolja 6ssze az extracellularis matrix és a citoszkeleton miikodését. A PTEN az integrin altal
kozvetitett invazid negativ szabalyozoja [126, 136]. Azt is feltételezziik, hogy az ilyen tipust
PTEN mutaci6 a PI3K/AKT utvonal inaktivalasahoz vezet, és eldsegitheti a daganatképzodést
[120].

Tovéabba elemezve az eredményeket, a PTEN IVSS + 217 nt C/T polimorfizmusat az 5.
exon utdn, a + 217. pozicidban detektaltuk. A HGMD adatbazis szerint ez egy joindulat C/T
variacio (rs35560700) heterozigota formaban; igy feltételezziik, hogy az érintett betegben a
betegség kialakulasa és prognozisa nem kizarolag az ilyen tipust genetikai elvaltozasokhoz
kothetd. A jelen tanulmanyban azonban nem volt szignifikans 0sszefiiggés a PTEN expresszio
¢s a szovettani klasszifikacio kozott. Mindazonaltal adataink arra utalhatnak, hogy a
tumorszuppresszor PTEN elvesztése valdsziniileg az RCC karcinogenezisének korai eseménye
[136].

A tény, hogy primer daganatként diagnosztizalt esetek szama viszonylag alacsony volt,
valamint az, hogy a vizsgalt mintak kozott nem szerepelt egyetlen metasztatikus eset sem,
végleges kovetkeztetéseket nem enged levonni a VHL, PTEN és BAP1 mutaciok vese
karcinogenezisben betdltott szerepérdl. Eredményeink alapjan azonban arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy ezek a mutacidok nem zarjak ki egymast, és valtozod szamu lokuszt érinthetnek.
Ezen tilmenden mutacids analizisiinkbdl kimaradtak a nem ,,hot spot” - nak vélt helyek is,

melyek leginkabb a ,.hot spot” mutaciok altal érintett gének vizsgalt exonokon kiviili részeire
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esnek. Azt gondolhatjuk, hogy az RCC-vel azonositott genetikai aberracioval érintett esetek
kimenetele valoszintlileg a 3. és 10. kromoszoéma elvesztésével jar; azonban az Osszesitett
mutacidés rata alacsony volta miatt az elemzésbe bevont mintdk esetében, és ezen kis
mintaszammal kapott eredmények alapjan a betegség kialakuldsa €s prognozisa énmagaban
nem ezeknek a tipusu genetikai rendellenességeknek lehet az eredménye. A tumoron beliil, més
genetikai eltérések 4ltal okozott intratumor heterogenitas, valamint epigenetikai tényezdk
sokkal jelentdsebben hozzajarulhatnak a betegség kialakulasahoz. Az RCC genetikai
elvaltozasainak tumoron beliili heterogenitasanak tisztazasa érdekében azonban mindenképpen
nagyobb mintaszamu vizsgalatra van sziikség, amely az 0sszes RCC hisztotipust nagyobb
szammal lefedi, egyben a primer tumorok, valamint a metasztazisos esetek lehetséges
mintaival.

Osszefoglalva, ez a tanulmany azt jelzi, hogy a VHL, PTEN és BAP1 génvaltozasok nem
kapcsolodnak szignifikdnsan az RCC-ben szenvedd betegek koros jellemzdéihez vagy
tuléléséhez. Nagyszabasu vizsgalatokra van sziikség ezen gének mutacids altipusainak
prediktiv vagy prognosztikai szerepének feltarasahoz RCC-ben szenvedd betegekben.

A megbeszélés tovabbi részében a miRNS vizsgalatokkal kapcsolatos eredményeimet

szeretném értelmezni.

Az irodalmi attekintésben mar sor keriilt a miRNS-ek bemutatasara, azok
tumorszuppresszor, onkogén szerepének ismertetésére. Ebben a részben az altalanos részen tul
inkabb szeretnék kitérni a miR-21 és miR-221-el kapcsolatos eredmények értelmezésére, annak

esetleges klinikai jelentOségére.

Ahogyan mar kordbban emlitésre keriilt a mikroRNS-ek a kisméretii, nem kodolé RNS-
ek egy csoportja, melyek a fehérjét kodoldé gének mRNS-ét megcélozva szabalyozzik a
fehérjeexpressziot, igy szamos bioldgiai funkcioban jatszanak szerepet [14-16, 107]. A miRNS-
ek feltételezett tumorszuppresszorként vagy onkogénként is mitkddnek. Mivel a becslések
szerint a miRNS-ek szinte az sszes gén atirdst szabalyozzak, nagyon valdszinii, hogy legtobb
esetben az aberrans expresszidjuk mindenképpen hozzdjarulhat a ccRCC kialakulasdhoz
azaltal, hogy az egyensulyt az onkogén funkcido megjelenése felé toljak inkabb el, kozben
gatolva a tumorszuppresszor gének miikdodését [14, 15]. Ilyen esetben, a tumorokban az
onkogén miRNS-ek talzottan upreguldlédhatnak, mig a tumorszuppresszor gének
downregulélodnak [13, 18, 23, 24]. Az irodalomban eddig a letobbszor a miR-21 irtak le, mint
a leginkdbb upregulalt miRNS-t a kiilonb6z6 human daganatos megbetegedéseket illetden,

beleértve a vesetumorokat is. Részben ez az, ami felkeltette az érdeklodésiinket a miR-21 - el
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torténd vizsgalodas kapcesan, az irodalom alapjan a miR-21 egy igéretes biomarker és terapias
célpont lehet az RCC, de akar maga a ccRCC esetében is [21, 22]. A miRNS-21 tobb
tumorszuppresszorral is kolcsonhatasba 1€p, igy példaul, a 10-es kromoszéméan lokalizalt PTEN
tumorszuppresszor génnel, majd ezt kovetheti a p53 és a PDCD4 tumorszuppresszorokkal és
egyben apoptotikus génekkel valé kolcsonhatasa is [26, 28, 29]. A Ras (PI-3K)/PTEN/AKT
apoptozis kaszkad az egyik legfontosabb jelatviteli itvonal, amely akadalyozott lehet a ccRCC
tumorigenezisben. A miR-21 ezt az Gtvonalat célozza meg, ami arra utal, hogy elnyomhatja az
apoptozisban szerepet jatszd tumorszuppresszor géneket, ezaltal eldsegitve a tumorigenezis
folyamatat [25, 26]. Feltehetdleg mas onkogén miRNS-el kdzremiikodve teszi ezt az altalunk
is érdekeltnek vélt miR-21, de az is lehet, hogy az RCC tumorigenezisben szerepet jatszo
miRNS-ek egymds hatasat erdsitve érik el azt az erds onkogén hatast, ami akar a teljes
apopototikus utvonal gatlasahoz is vezethet.

Erdemes kiemelni a miR-21 prognosztikai szerepét is, amit human gliomét és melanomat
vizsgald tanulmanyok mar egyértelmtien igazoltak, ugyanis ezeknél a tumoroknal a miR-21
fokozott expresszidja erdsen korrelalt a metasztazis eldrehaladdsaval a sejthalalt szabalyozo
PDCD4 3’ UTR downregulacioja révén [27, 28]. A bizonyitékok azt is alatamasztjak, hogy a
miRNS-21 onkogén miRNS szerepét tolti be a kiilonbozd daganatokban [30, 31].

A masik igen gyakori onkogén miRNS, a miR-221, melynek tulzott expresszidjat mar
szdmos rosszindulati daganatban leirtdk, beleértve itt az ccRCC-t is [30, 31, 142-145].
Hasonl6an a miR-21-hez szoros Osszefiiggés van a miR-221 expresszios szintje €és a betegség
klinikopatologiai jellemzdi kozott, beleértve a TNM stadiumot, a lokalis invazidt, a
metasztazisokat, a prognozist, a sugarérzékenységet €s a tumor ellenes gyodgyszerrezisztenciat
[30, 142, 143]. A miR-221 a miR-21-hez hasonldan olyan tumorszuppresszor géneket céloz
meg, mint a PTEN és a PDCD4 [14]. A miR-221-rd] kimutattak, hogy szintén hatdssal van a
PIK3-ra, konkrétan annak a szabalyozé alegységére, a PIK3R1-re. Szintén befolyasolja a
tumorszuppresszor szerepet betoltd p53-at, valamint az olyan sejtciklus-fehérjéket, mint a p27
¢€s a p57, amelyek bizonyitottan részt vesznek a ccRCC tumorigenezisében [146].

Az altalunk végzett miRNS vizsgalatokban hasznalt vesetumoros betegek mintdiban
mutatott magas upregulaltsag ugy a miR-21 mint a miR-221 esetében, ezen onkogén miRNS-
ek vese tumorigenezisében betdltott szerepére utal. AmiR-21 és a miR-221 mintanként mutatott
koexpresszidja pedig arra enged kovetkeztetni, hogy ezen onkogének valoszinlileg egymas
is sejteti, hogy a miRNS adatbézisban fellelhetd targetek egységes képet mutatnak mindkét

miRNS-re nézve. Ahogyan mar korabban emlitésre keriilt, igy a miR-21 mint a miR-221 az
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apoptotikus utvonal fehérjékkel mutatnak interakciot, ezaltal gatolva az apoptozis folyamatat
¢s elosegitve a tumorigenezist. Egy elméleti fejtegetést is bemutatd, altalunk készitett
Osszefoglald abra (21. abra) jol prezentdlja a miR-21 és a miR-221 feltételezett hatdsat az
altalunk vizsgalt vesetumorokban.

Az é4bra bemutatja, hogy mind a miR-21, mind a miR-221 eldsegiti a sejtciklus
progresszidjat a daganatos sejtekben (GO0/G1-t6l S-fazisig), valamint befolyédsolja a
sejtproliferaciot a pS3, p27 és pS7 downregulacioja révén. Feltehetdleg a miR-21 és a miR-221
gatolja a ciklin-dependens kinaz-t (CDK) gatlo fehérjéket, a p27Kipl-et és a p57-et is, ami
sejtproliferacidhoz és tuléléshez, valamint a sejtdifferencialodés gatlasdhoz vezet. A miR-21/-
221 fokozott expresszidja a PTEN-t és a PDCD4-et célozza meg, melyek a miR-21/221
onkogén hatasdnak kozvetitdi. A PTEN és a PDCD4 target fehérjék, és egyben
tumorszuppresszorok gatlasan keresztiil a miR-21 és a miR-221 részt vesz a PI3K/AKT
jelatviteli utvonalban, amely sejtproliferacidohoz, migracidhoz, invazidhoz, angiogenezishez és
az apoptozis gatlasahoz vezetnek. Mindezek a folyamatok végsé soron a daganat kialakulasat

eredményezik [146, 147].

miR-21

PDCD4 .
? p27 p57 P53

*

21. Abra. A miRNS-21 és a miRNS-221 feltételezett szerepe a RCC kialakulasaban.
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Ahogyan az mar tobbszor is emlitésre keriilt az RCC megjelenése gyakran 0sszefiiggésbe
hozhat6 a VHL gén inaktivalasaval is, ami egyben a hipoxia-indukalhat6 transzkripcios HIF-
la emelkedett szintjét eredményezi [148]. Irodalmi adatok alapjan a VHL/HIF tengely ¢€s az
epigenetikai szabalyozasban részt vevo miR-21 szerepe lehet az RCC tumorgenezisében. Egy
kozlemény szerint a teljesen funkcioképes VHL-val leirt RCC esetekben a miR-21 és miR-221
upregulaltnak mutatkozott [148]. Ugyanakkor az is fontos tényezd, hogy VHL/HIF tengely és
a PTEN egyiittes dereguldcidja még nagyobb sullyal jarulhat hozza az RCC kialakulasdhoz
[148, 149]. A miR-221 szabalyozasa ¢s a VHL/HIF utvonal kozotti interakciordl egyeldre
korlatozott informacié all rendelkezésre. A mi eredményeink viszont mindenképpen arra is
utalhatnak, hogy a miR-21 és a miR-221 expresszigja a VHL/HIF tutvonalon keresztiil
szabalyozhat6. Azt is sejthetjiikk, hogy ez a miR-target interakcid kolcsondsen, forditva is
miikddik, igy a VHL/HIF utvonalat maguk az altalunk vizsgalt miR-21 és miR-221 indukaljak.
Ugy véljiik, hogy mindenképpen tovabbi vizsgilatok sziikségesek a miR-21 és miR-221 ebben
a szabalyozéasban betOltott szerepének tisztdzasahoz. Eredményeink alapjan viszont
feltételezhetjiik, hogy a miR-21 és a miR-221 fontos szerepet jatszhat a rosszindulata
daganatok, igy az ccRCC kialakuldsaban is. A vizsgalt tumoros mintdkban emelkedett miR-21
¢s miR-221 szint pozitiv korrelaciét mutatott a vizsgalatba vont betegek patologdgiai
stadiumaval. Az is feltételezhetd, hogy mindkét miRNS a daganatképzddés korai szakaszaban
jelenik meg, és ezek kozil az egyik (vagy miR-21 vagy a miR-221) onkogén miRNS
expresszalodik eldszor a sejtfejlodés sordn, ezzel indukalva tovabbi miR-ek expressziojat.
Erdsen feltételezhetd, hogy a miR-21 és a miR-221 a sejtciklus kozel azonos szakaszaban
expresszalodnak, igy részt vesznek a ccRCC tumorigenezisében [14, 147, 150].

Osszefoglalva, az altalunk vizsgalt onkogén miRNS-eknek (miR-21 és miR-221) human
ccRCC tumorszdvetmintdiban a szomszédos, nem daganatos szOvetekhez viszonyitott
upregulaciodja arra utalhat, hogy mindkét altalunk vizsgalt miRNS részt vesz az RCC, illetve a
ccRCC kialakuldsaban. Klinikai szempontbo6l torténd értelmezésiikh6z mindenképpen tovabbi
in vitro vizsgalatokra van sziikség. Az is elmondhato, hogy feltételezett biomarker szerepiik
igazolasdhoz vesetumoros betegekbdl szarmazd human szérum mintakkal torténd vizsgalatokra
lenne sziikség.

Dolgozatom témadjaként a genetikai és epigenetikai faktorok lehetséges szerepét jeloltem
meg a vesetumorokat érintéen. A genetikai vizsgalatainkhoz hasznalt vesetumoros mintaparok
egy adott beteg populdcobdl szarmaztak. A miRNS vizsgalatainkat egy masik beteg populacio
mintdival végeztik el. Két kiillonb6zd tanulmany, két kiilonb6z6 mintacsoport. Mindettdl

fiiggetleniil szeretnék kapcsolatot teremteni az altalunk kapott eredmények kozott.
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Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a vesetumorok kialakuldsdban ugy genetikai, mint
epigenetikai faktoroknak, azaz a miR-eknek is szerepe lehet. Mindkét faktor méar 6nmagaban is
elegendd lehet a tumoros folyamat indukalasahoz, ugyanakkor egymassal val6 kdlcsonhatasuk
révén fokozzak ezt a hatast. A genetikai érintettsége az altalunk vizsgalt tumorszuppresszor
géneknek (VHL, PTEN, BAP1) mintaszamra nézve alacsonyabb volt, mint a vizsgalt miR-21
¢s miR-221-el pozitiv expresszidos eredményt mutatd mintdk esete, igaz eltéré beteg
populacoban vizsgaldédva. Ehhez természetesen a vesetszoveten beliili intratumor heterogenitas
is mindenképpen hozzéjarul, valamint az exonokra korlatozott szekvenalasi vizsgalataink is.
Mindezeket figyelembe véve ugy véljiik, hogy az epigenetikai faktorok genetikai eltérések
nélkiil jelent6s befolyassal lehetnek a tumor kialakulasara, amit egyidejiileg jelenlévo genetikai
eltérés még csak megerdsit vagy differencial. Ezen fejtegetéssel 6sszhangban azt probalnam
érzékeltetni, hogy a genetikai és epigenetikai faktorok, azaz miRNS-ek egyiittes vizsgalata
jelentds szereppel birhat az RCC diagnosztikdban, valamint annak személyre szabott

Osszességében ugy gondolom, hogy jelen tudomanyos értekezés segithet megismerni a
vesetumorok hatterében allo genetikai, epigenetikai tényezoket, valamint a jovobeli kutatasok

szamara informacioként szolgalhat ezen tényezdk klinikai és terapias szerepének feltarasaban.
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VII. Osszefoglalas

Ebben a tudoméanyos munkéban a vesetumorok kialakuldsaban szerepet jatszo egyes genetikai
¢és epigenetikai faktorok (miRNS-ek) jelenlétét vizsgalatuk a Debreceni Egyetem Urologiai
Klinikdjan vesetumorral diagnosztizalt betegek mintdin. A VHL, PTEN ¢és BAP1 gének
mutacios vizsgalatai alapjan feltételezziik, hogy a VHL ¢és PTEN gének valtozasai
szignifikansan nem fliggenek 6ssze a vesedaganatos betegek koros jellemzdivel vagy taléléssel.
Az Osszes altalunk azonositott VHL-mutaci6 a pVHL elvesztéséhez vezethet, ami tovabbi
tumorigenezist indukal. A leirt VHL genetikai polimorfizmusa (rs779805) szintén patogénnek
tekinthetd, és hozzajarulhat a vesedaganatok kialakulasdhoz. Noha a VHL mutaci6 ritka az
AML-ben, vizsgalatunkban két fiatal, AML-ben szenvedd ndbetegnél a VHL gén mutaltnak
mutatkozott. VHL mutacidt figyeltink meg egy 72 éves nonél, akinél onkocitomat
diagnosztizaltak. Tanulmanyunkban eldszor szamolunk be PTEN His93Arg mutciorol
papillaris RCC-ben szenvedd betegben. Feltételezziik, hogy a VHL és a PTEN elvesztése
egylittesen jarulhat hozza a vesetumorok felgyorsult progressziéjahoz. A BAP1 gén hot spot
régidiban végzett mutdcidanalizis alapjan gy tlinik, hogy ez a gén nem vesz részt a
tumorigenezisben az dltalunk vizsgalt betegminték esetében. Osszefoglalva, feltételezziik, hogy
a genetikai aberracioval azonositott vesetumoros betegek klinikai progndzisa a 3. és 10.
kromoszéma elvesztésével is Osszefliggést mutat. Mivel a VHL, PTEN és BAP1 gének
Osszesitett mutacios ratdja a vizsgalt mintdkban alacsony volt, igy a betegség kialakulasa és
prognozisa a vizsgalt beteg csoportban nem kizarolag az ilyen tipusu genetikai elvaltozasokkal
hozhat6 6sszefliggésbe.

Az epigenetikai, az a miRNS-eket érintd vizsgalataink soran két onkogén miRNS-t, a miR-21
¢s a miR-221 tanulményoztuk a vesetumorral diagnosztizalt betegekbdl szarmazd tumoros és
€p szovetminta parokon. Vizsgélataink eredményeként az onkogén miR-21 és miR-221
szignifikdnsan magasabb expressziot mutatott a tumoros veseszovetekben, mint az egészséges
minta parokban. Ezeknek az onkogén miRNS-eknek (miR-21 és miR-221) a human ccRCC
esetekben mutatott upregulacidja arra utalhat, hogy mindketté miR részt vesz a ccRCC
kialakulasaban. Tovabbi in vitro vizsgalatokra van sziikség annak bizonyitasara, hogy a tulzott
miR-21 ¢és miR-221 expresszid Osszefliggésbe hozhatdo a fokozott proliferacioval és
sejtmigracioval.

Remélhetdleg jelen tudoményos munkaval részben hozzajarultunk a vesetumorok hatterében
allo genetikai, epigenetikai tényezOinek megismeréséhez, mely informacid segitségiil

szolgalhat a jovO kutatoinak ezen tényezOk klinikai és terapias szerepének feltarasaban.
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VIII. Summary

In this scientific work, certain genetic and epigenetic factors (miRNAs) that might play a role
in the development of kidney tumors were examined in samples of patients diagnosed with
renal carcinoma at the Department of Urology, University of Debrecen. Based on our studies
of VHL, PTEN and BAP1 mutations, we assume that changes in VHL and PTEN genes are not
significantly related to the pathological characteristics or survival of patients with renal tumors.
All the detected VHL mutations examined lead to the loss of pVHL, thus affecting further
processes in tumorigenesis. The described genetic polymorphism (rs779805) of VHL is also
considered to be pathogenic and may contribute to the development of renal tumors. VHL
mutation is rare in AML; however, in our study, two young female patients with AML harbored
alterations of the VHL gene. VHL mutation was also observed in a 72-year-old woman
diagnosed with oncocytoma. In our study, we report, for the first time, a PTEN His93Arg
mutation in a patient with papillary RCC. Overall, we assume that the loss of VHL and PTEN
may cooperatively contribute to the accelerated progress of renal cancer. However, BAP1 seems
to be uninvolved in the reported tumorigenesis. In conclusion, we assume that the outcome of
the patients with renal tumor-identified genetic aberrations can be associated with losses at
chromosomes 3 and 10. As the overall mutation rate of the VHL, PTEN, and BAP1 genes was
low in all samples investigated, the development and prognosis of the disease in the examined

patients were not exclusively associated with these types of genetic alterations.

We also performed experiments to study some epigenetic background of the renal
tumorigenesis. Specifically we studied the expression of two oncogenic miRNAs, miR-21 and
miR-221 in human kidney cancer tissues and paired adjacent healthy tissues of the patients
diagnosed with RCC at the Depertment of Urology, University of Debrecen. As a result we
could observe significantly higher expression of both studied miRNAs in tumorous kidney
tissues compared to healthy pairs. In conclusion of this study, the up-regulation of these
oncogenic mRNAs (miRNA-21 and miRNA-221) in human ccRCC tumor tissue samples
compared with adjacent nontumorous tissues might suggest that both of them are involved in
the development of ccRCC. To prove their clinical utility further in vitro studies are needed to
demonstrate that such overexpression can be associated with augmented proliferation and cell
migration. Hopefully, with this scientific work, we have partially contributed to the knowledge
of the genetic and epigenetic factors behind kidney tumors, which information can help future

researchers in exploring the clinical and therapeutic roles of these factors.
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