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Uj biomarkerek a konvencionlis veserak

progressziojanak megitélésére
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OSSZEFOGLALAS

Celkitiizés: A modern képalkot eljarasok széles kérd al-
kalmazasanak koszonhet6en a konvencionalis veserak (cRCO)
egyre nagyobb aranyban ker(l korai stadiumban felismerésre,
ennek ellenére a szervre lokalizalt allapotban diagnosztizalt be-
tegek 10-15%-a tovabbra is a betegség progresszidja kovet-
keztében halalozik el. Vizsgalatunk célja Uj biomarkerek azo-
nositasa, amelyek alkalmasak a posztoperativ progresszio el6-
rejelzésére.

Modszerek: Az elézetes géntérképezés (Affymetrix array)
soran potencionalis biomarkerként azonositott szérum amyloid
A1 (SAA1), matrix metalloproteindz 12 (MMP12) és transz-
membran protein 27 (TMEM27) fehérjék kifejez6dését vizsgal-
tuk immunhisztokémiai modszerrel cRCC miatt operalt betegek
szbvetmintaibol készitett ,tissue-chip” (tissue multi array,
TMA) felhasznalasaval. Egy és tobbvaltozds Cox-regresszids
modell segitségével elemeztiik a daganatspecifikus tulélés és
a fenti fehériék expresszidja kdzotti dsszefliggést. A valtozok
tUlélési idére gyakorolt hatasat Kaplan—Meier-analizis segitsé-
gével mértiik fel, a tulélési gorbék dsszehasonlitasat log-rank
teszt alkalmazasaval végeztik.

Eredmények: A Kaplan—Meier tulélési analizis kedvez6t-
len daganatspecifikus tulélést jelzett az SAAT-, valamint az
MMP12-antitesttel fest6d6 tumoroknal. A TMEM27-festddés
hianya szintén rossz daganatspecifikus tuléléssel tarsul. A Cox-
regresszios modell alkalmazasa soran szignifikans ésszefiiggés
volt lathatd a tulélés és az SAA1, MMP12 és TMEM27-
expresszio kézott. Mindharom biomarker fliggetlen prognosz-
tikai faktornak bizonyult a felismeréskor szervre lokalizalt ese-
teket tartalmazo betegcsoportokat vizsgalva.
Kovetkeztetés: Eredményeink alapjan szervre lokalizalt
cRCC esetén az SAAT, MMP12 és TMEM 27 immunhisztokémia
igéretes modszer a posztoperativ progresszié szempontjabol
magas rizikoval bird betegek azonositasara.
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New biomarkers to predict the prog-
nostic pattern of patients with conven-
tional renal cell carcinoma

Purpose: In spite of early detection of conventional renal
cell carcinoma (RCC) by widespread use of abdominal imaging
approximately 10-15% of patients will die due to disease. The
aim of this study was to identify new biomarkers predicting
the postoperative progression of conventional RCC.
Methods: Tissue multi arrays (TMA) of conventional RCC
patients were analysed by immunohistochemistry for expres-
sion of the acute phase protein serum amyloid A1(SAAT), the
matrix metalloproteinase 12 (MMP12) and the transmembrane
protein 27 (TMEM27) which were identified as candidate bio-
markers formerly by global gene expression analysis
(Affymetrix array). Univariate and multivariate Cox-regression
models were addressed to assess cancer specific survival in as-
sociation of protein expression. Cancer specific survival time
was estimated with Kaplan-Meier analysis, the comparison of
survival curves was made with the Log rank test.

Results: The Kaplan-Meier survival analysis indicated a poor
disease specific survival rates for tumours with SAA1 and
MMP12 staining. The lack of TMEM27 staining was also asso-
ciated with poor disease specific survival rates. Cox-regression
analysis revealed significant association of patient survival
with SAAT, MMP12 and TMEM27 expression. All the three bio-
markers proved to be independent prognostic factors in the
cohort of patients without metastatic disease at the time of
operation

Conclusions: Our results suggest that SAAT, MMP12 and
TMEM27 immunochemistry in localised conventional RCCiis a
promising method to define a group of patients at high risk for
postoperative progression.

RENAL CELL CARCINOMA, IMMUNOCHEMISTRY, TUMOUR PROGRESSION,
SAA1, MMP12, TMEM27
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Bevezetés

A renocellularis karcindma (RCC) az 6sszes daganatos megbe-
tegedés 2-3 szézalékat teszi ki, incidencija a nyugati orszagok-
ban magasabb. Eurépaban 2012 folyaman 84 000 Uj esetet di-
agnosztizaltak, metasztatikus betegség kovetkeztében 35 000
haléleset fordult el6 (1). A veserak tipusai kdzul leggyakoribb az
0sszes vesedaganat mintegy 75 szazalékat kitevd, magas mor-
talitasu konvencionalis tipust RCC. Az ide sorolhatd betegek
korulbelll harmadanal észlelhetd metasztazis mar felismeréskor,
vagy a nyomonkovetés soran. A veserak elsédleges kezelési
maodja tovabbra is a radikalis vagy parcidlis nephrectomia. Teljes
gyogyulast csak a szervre lokalizalt esetekben, idében elvégzett
mtéti kezelés eredményezhet. A kdzelmultban bevezetett,
metasztatikus esetekben alkalmazhat tirozin-kinaz-gatlo keze-
léssel a tulélési idd ndvelhetd, azonban komplett remisszié mar
nem érhet® el. A modern képalkotd eljarasok széles kora alkal-
mazasanak kdszénhetéen a korai stadiumban felismert, kismé-
ret( daganatok aranya novekszik. A korai diagndézis ellenére a
szervre lokalizalt, kurativ szandékkal operalt esetek mintegy 15
szazalékanal jelentkezik metasztazis 5 éven beldl. Emiatt nagy
igény mutatkozik olyan biomarkerek irant, amelyek alkalmasak
a posztoperativ progresszid szempontjabdl magas rizikdjd ese-
tek azonositasara. A veserak kimenetelével 6sszefliggésbe hoz-
haté biomarkerek hasznalhatéak a progresszio el6rejelzésére
onalléan vagy mas molekuldris és klinikai faktorokkal egydtt in-
tegralt prognosztikai rendszerekbe agyazva (2-5).
Vizsgalatunk célja olyan Uj biomarkerek azonositésa, amelyek
alkalmasak a szervre lokalizalt konvencionalis veserak posztope-
rativ prognézisanak elérejelzésére. A rosszindulatd tumorok
progresszidja a daganat és mikrokodrnyezet kozti kapcsolat
megvaltozasaval és a tumorsejtek dedifferencidlédasaval figg
Ossze. Ezen tényezdk vizsgalatara harom gént valasztottunk ki:
A: A tumor stromdaban lezajlé gyulladasos folyamatoknak
fontos szerepe van a progresszidban (6). Ennek vizsgélatara
kivalasztottunk egy akut fézis fehérjét, az SAAT-t kddold gént.
B: A kornyez6 stroma atalakitasa, lebontasa egyik eléfelté-
tele a tumorsejtek mozgasanak (7, 8). Ennek vizsgalatara a
szarkomatoid veserakokban kifejez6d6 metalloproteinédz 12
(MMP12) kifejez6dését vizsgaltuk konvencionalis veserakban.
C: A progresszid soran a legtébb daganat elvesziti polari-
zalt hdm jellegét és sok esetben polarizélatlan szarkoma-
toid format vesz fel.
A daganatsejtek mozgasahoz szikség van erre az atalakulasra
(9). Ennek a sejtvaltozasnak a vizsgalatara a TMEM27-gén ki-
fejez6dését néztik meg, amely kizarélag a proximalis tubulus-
ban mint strukturalis fehérje taldlhatd meg.
A dolgozatban targyalt biomarkerek kivalasztasa a progrediald
és nem progredialé konvenciondlis, valamint a szarkomatoid jel-
leget mutatd veserakmintakon el6zetesen elvégzett globalis
génexpresszid-analizis (Affymetrix) és az azt kovetd reverz
transzkripcios PCR eredményeinek figyelembe vételével tortént
meg. Ezen vizsgalatok a Heidelbergi Ruprecht—Karls-Egyetemen
prof. Kovacs Gyula vezetésével mikddd Molekuléris Onkoldgiai
Laboratériumban és a szintén Heidelbergben m(ikdédé European
Molecular Biology Laboratory genomikai részlegén zajlottak.
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Betegek és madszerek

A Pécsi Tudomanyegyetem Urolégiai Klinikan 2000. januar és
2010. december kozott konvencionalis veserak miatt radikalis
vagy parcialis nephrectomian atesett betegek kozil a jo
nyomonkovetési adatokkal rendelkez8 esetek retrospektiv
maodon kerlltek bevalasztasra.

A nyomonkdvetési és haldlozasi adatokat a PTE Urolégiai Kli-
nika dokumentacios rendszereibd| (Betegregiszter, Intramed,
eMedSol) nyertik. Nyomonkdvetési idének a mitéttél az
utolsé dokumentalt kontrollvizsgalatig vagy a beteg veserak
kovetkeztében bekdvetkezett halalaig eltelt id6t tekintettik.
A vesetumortdl figgetlen okbdl kifolyélag elhunyt betege-
ket a nyomonkdvetési idd kiszamitasanal nem vettik figye-
lembe. Staging céljigbdl a miitét elétt minden esetben mell-
kasrontgen, has és kismedencei CT-vizsgalat tortént. Agyi-
vagy csontmetasztézis jelenlétére utald klinikai tinetek fenn-
allasa esetén csontszcintigrafia és koponya CT-vizsgélatot is
végeztettlink. Nyirokcsomo-érintettség megallapitasanal a
szbvettani eredményt, tavoli attéteknél a képalkotd vizsga-
latok eredményeit vettik alapul. A mUtétet kéveté nyomon-
kovetés soran hathavonta végeztiink hasi ultrahangvizsgala-
tot, mellkasréntgent és laborvizsgalatot, évente hasi és kis-
medence CT-vizsgalatot. A szdvettani diagnézis minden
esetben uropatolégus (K.Gy,) altal felllvizsgalatra kerdlt a
heidelbergi klasszifikaciés rendszernek megfeleléen (10). A
TNM-stadium megallapitasat a 2009-es TNM-klasszifikacio
szerint végeztUk (11). A nuklearis gradus meghatarozasa ha-
romfokozatl rendszer alkalmazasaval tortént. A szévetmin-
tak gy(ijtését és feldolgozasat a PTE AOK Etikai Bizottsag en-
gedélyének birtokdban végeztik (Etikai engedély szama:
5343/2014).

Tissue microarray

A vizsgalat soran fotalis és feln6tt egészséges veseszovetet,
valamint konvencionalis és mas tipusu renocellularis karciné-
mat tartalmazo paraffin blokkokat hasznaltunk fel tissue
microarray (TMA) készitéséhez. A tumoros blokkokbdl készi-
tett hematoxilin-eozin festett metszetek attekintése soran ke-
rllt kijeldlésre a mintavétel helye. Ezt kbvetSen a kijeldlt terd-
letnek megfelel6en a paraffinba agyazott szévetblokkbél
Manual Tissue Arrayer (MTA1, Beecher Instruments, Inc., Sun
Prairie, USA) készllék segitségével 0,6 mm atmérdjl szovet-
hengereket emeltlink ki. Kilénb6z6 morfoldgiaju vagy gradu-
sU terlletekkel rendelkezd tumorokbdl tobb (2-4) mintat vet-
tlnk. Az igy nyert szovethengereket az MTA1-készlilék segit-
ségével egy kozos paraffin blokkba agyaztuk be, lehetévé téve
100-150 kllonbdz6 minta egy metszeten torténé egyidejl
vizsgalatat. Az antitest-fest6dés ellenérzése céljabdl a TMA
készitésekor egészséges fotalis és felndtt vese mintakat is be-
épitettink.

Immunhisztokémia

A TMA-kbdl készitett 4 um vastagsagu metszetekbdl a paraf-
fint xilol segitségével eltavolitottuk, majd a metszeteket leszallo
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1. ABRA: PELDAK SAA1-ANTITESTTEL VEGZETT IMMUNHISZ-

TOKEMIA SORAN ESZLELT KULONBOZO MERTEKU FESTODESRE:
SAA1-FESTODES HIANYA (A), GYENGE SEJTMEMBRAN FESTO-
DEs (B), ERGS MEMBRAN (C) Es cITOPLAZMATIKUS (D) Tu-
MORSEIT FESTODES, SAA1 POZITIV FOLYADEK TARTALMU CISZTA
(E), VALAMINT EROSEN FESTODO, NAGYMERET( INTRACITOPLAZ-
MATIKUS ZARVANYOK (E) 400-5ZOROS NAGYITAS MELLETT

etanol sorozatban rehidraltuk. Ezt kovetden az antigén feltaras
az SAA1, MMP12 és TMEM27 esetén 10 mM natrium-citrat
pufferben (pH 6,0), a HNFIA esetén TE pufferben (pH 9,0) tor-
téné forralassal értik el, amit a 2100-Retriever (Pick-Cell
Laboratories, Amsterdam, Hollandia) készUlékben végeztink el.
Az endogén peroxidaz-aktivitas és a nem specifikus kétéhe-
lyek blokkolasa 1% normal l6szérumot tartalmazé 0,3%-0s
hidrogén-peroxidban tértént szobahdmérsékleten 10 percig.
Ezt kdvetben a metszeteket éjszakan at nedves kamraban
4 °C-on inkubaltuk. A kovetkezd antitesteket hasznaltuk fel:
nyul anti-SAA1 antitest (ab655, Abcam, Cambridge, UK), 1:100
higitasban; nydl anti-TMEM27-antitest (ab200664, Abcam,
Cambridge, UK), 1:1000 higitasban; nyul anti-HNFIA antitest
(PA5-22310, Thermo Fisher Scientific, Budapest, Hungary),
1:500 higitasban; nydl anti-MMP12 antitest (NBP1-31225,
Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), 1:250 higitasban. Har-
minc percig torténd HRP konjugalt anti-nydl masodlagos an-
titest (MACH4 Universal HRP-Polymer, Biocare Medical,
Concord, USA) alkalmazasat kovetéen az eldhivas AEC
szubsztrat és DAB (DAKO) segitségével tortént, majd a met-
szeteket Mayer hematoxillinnel festettik. Végil a metszetek
kétszeres kiértékelése tortént a klinikai adatok ismerete nélkdl.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai feldolgozasa az SPSS Statistics szoftver
23.0 verzi6 (IBM, 35 Armonk, NY, USA) segitségével tortént.
A vizsgalt gének expresszidja és a klinikopatoldgiai paraméte-
rek kozti 6sszefliggéseket a khi-négyzet préba alkalmazasaval
elemeztik. A kilonbozé valtozok (életkor, nem, tumorméret,
TNM-klasszifikacié, nuklearis gradus, stadium, metasztézis je-
lenléte és a vizsgalt gén expresszidja) tulélési idére gyakorolt
hatasat Kaplan—Meier-analizis segitségével mértik fel, a tdl-
élési gorbék dsszehasonlitasat log-rank teszt alkalmazasaval
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végeztik. A tulélésre gyakorolt hatas egyvaltozds és tobbval-
tozés analizise a Cox-regressziés modell segitségével tortént.
A vizsgalat lezarultakor életben lévé és tumormentes betege-
ket cenzoraltuk. A kilénbséget 0,05-nél kisebb p-érték esetén
tekintetttk szignifikdnsnak.

Eredmények

Az SAA1-expresszio immunhisztokémiai
vizsgalata

Az SAAT-expresszio vizsgalatat 429 betegnél végeztik el. Felis-
meréskor valamennyi esetben a betegség szervre lokalizalt volt.
Az atlagos nyomonkévetési id6 73,53+4,6 honap volt. A
nyomonkdvetés soran 78 betegnél (18%) alakult ki progresszié.
A férfind arany 266:163 (62% és 38%), az atlagos életkor
614+11,2 év volt. Az atlagos tumorméret 50,1£25,5 mm volt.
Az immunhisztokémiai vizsgalat soran fotalis és felnétt normal
veseszoveten SAAT-fest6dés nem volt észlelhetd. Az veserak-
mintak nagy tobbsége szintén SAAT negativnak bizonyult. A 429
tumoros minta k&zdl csupan 20 mutatott kildnbdzé intenzitasu
SAA1-festédést. A pozitiv esetekben az SAAT-fehérje idénként
kisméret(i csomdkat formalva a sejtfalban halmozddott, azonban
az intenzivebb reakciot mutaté esetekben citoplazmatikus festo-
dés is eléfordult. A szolid tumorszévetben megfigyelhet&ek vol-
tak kisméret(i, tumorsejtekkel szegélyezett cisztak, melyek SAA1
pozitiv folyadékot tartalmaztak. Néhany esetben gyenge cito-
plazmatikus festédés mellett nagyméret(i SAAT pozitiv intracito-
plazmatikus zarvanyok alakultak ki (7. dbra).

Az SAA1-expresszio osszehasonlitasa a kli-
nikopatoldgiai jellemzokkel

Az SAAT-expresszio és a klinikopatoldgiai valtozok, mint a
daganatspecifikus halalozas, a tumorméret, a nuklearis gradus
és a T-stadium kozotti viszony statisztikai elemzése soran
mindegyik paraméter tekintetében szignifikans ¢sszefliggés
volt kimutathaté (p <0,001) (7. tablazat).

Az SAA-expresszio és a talélési adatok ko-
zotti osszefiiggés

A log-rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan—Meier tulélés-
analizis az SAA1-antitesttel pozitivan fest6dé tumorok esetén
lényegesen révidebb daganatspecifikus tulélést igazolt (2. ab-
ra). A median tulélési id6 az SAAT pozitiv betegeknél 58 ho-
nap (33-82, 95% ) volt. Egyvaltozos analizis (2. tablazat)
alapjan az SAA1 pozitiv tumorral rendelkezé betegeknél a
daganatspecifikus haldlozas kockézata szignifikansan maga-
sabb (RR: 6,61; 95% Cl: —3,70-11,83). Az SAAT-festédés fug-
getlen prognosztikai értékének meghatarozasa érdekében
tobbvaltozos analizist is végeztiink az ismert klinikopatolégiai
prognosztikai valtozokat figyelembe véve. Tobbvaltozds ana-
lizis soran az SAA1-expresszié — a T-stadium és a nuklearis
gradus mellett — flggetlen prognosztikai faktornak bizonyult
(RR: =2,11; 95% CI: —1,14-3,92; p=0,017).
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1. TABLAZAT: Az SAA1-EXPRESSZIO ES A KONVENCIONA-
LIS VESERAK KLINIKOPATOLOGIAI JELLEMZOI KOzOTTI OSzZ-
SZEFUGGESEK

Statusz

AWOD o o e p<00o1
DOD

Tumorméret

<4 cm 192 2 190

4-7 cm 153 5 ug  P<0.001
>7 cm 84 13 71

Grade

G1 278 2 276

G2 16 10 s  P<0.001
G3 35 8 27
T-stadium

1a-b 294 4 290

2 37 4 EER
3a-b-c 97 12 85

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

Az MMP12-expresszio immunhisztokémiai
vizsgalata

Az MMP12-expresszi6 vizsgalatat 492 betegnél végeztik el (1.
csoport), amelyek kozul 429 betegnél volt a betegség-felis-
meréskor szervre lokalizalt (2. csoport). Metasztazis a mUtét
idején 63 betegnél volt jelen, mig a felismeréskor nem
metasztatikus betegek kdzul 85 esetben volt észlelheté prog-
resszio a nyomonkovetés soran. Osszesen 148 betegnél
(30,1%) alakult ki végzetes progresszid. A férfind arany
314:178 (63,8% és 36,2%), az atlagos életkor 61,52 év volt. Az
atlagos tumorméret a vizsgdlat végéig elhunyt betegeknél 87
mm volt, mig a tuléld betegek csoportjanal 51 mm.
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2. ABRA: LOG-RANK TESZT ALKALMAZASAVAL VEGZETT
KAPLAN—MEIER TULELES-ANALIZIS SAA 1 NEGATIV (KEK
GORBE) ES SAA1 pozITiv (ZOLD GORBE) TUMORRAL RENDEL-
KEZO BETEGEK ESETEN, A TELJES BETEGANYAGON (N=429)

Az MMP12-antitesttel megfestett metszetek értékelése soran
a pozitivan festédé mintakban a tumorsejtek legalabb 80%-a
fest6dott, igy a pozitivan festédd sejtek szamat értékelendd
paraméterként nem vettiik figyelembe. A festédés mértékének
osztalyozasa soran elkildnitettink nem festddd, gyengén fes-
t6d6, kdzepesen fest6dé és ersen festddd eseteket. Az
MMP12-expresszid vizsgdlatat normal fétalis és felndtt vese-
szdveten is elvégeztik. Erdekes modon, normal vesén kizaro-
lag a distalis tubulus sejtek mutattak erés MMP12-festédést (3.
abra A-B). A 492 konvenciondlis tipust veserakminta MIMP12-
antitesttel t6rténé immunhisztokémiai vizsgalata soran 116
esetben féként gyenge és kdzepes, néha erds festédés volt
megfigyelhetd, mig 376 tumor nem mutatott MMP12-fest6-
dést (3. dbra C—F). Az immunreakcio intezitasat figyelembe ve-
v elsd statisztikai feldolgozas soran a daganatspecifikus hala-
lozésra nézve nem volt kimutathato 1ényegi kilénbség a gyen-

2. TABLAZAT: A KLINIKOPATOLOGIAI PARAMETEREK ES AZ SAA1-EXPRESSZIO OSSZEFUGGESE A DAGANATSPECIFIKUS

TULELESSEL COX-REGRESSZIOS ANALIZIS SORAN

Egyvaltozés analizis

Tobbvaltozoés analizis

Paraméterek Relativ riziko (95%Cl) p-érték Relativ riziké (95% Cl) p-érték
Kor (év) 1,02 (1,00-1,04) 0,088 1,01(0,99-1,03) 0,234
Nem (férfi/nd) 1,12 (0,73-1,71) 0,578 1,00 (0,63-1,59) 0,986
T-stadium T1la-b <0,001 <0,001
T2 4,95 (2,50-9,80) <0,001 4,36 (2,09-9,07) <0,001
T3a-b-c 8,74 (5,36-14,25) <0,001 6,19 (3,50-10,93) <0,001
Grade (G1/ G2-3) 3,84 (2,49-5,94) <0,001 2,33 (1,39-3,91) 0,001
Tumorméret (cm) 1,02 (1,02-1,03) <0,001 1,00 (0,99-1,01) 0,314
SAA1 (+/0) 6,61(3,70-11,83) <0,001 2,11(1,14-3,92) 0,017
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3. ABRA: ANTI-MMP12-ANTITESTTEL VEGZETT
IMMUNHISZTOKEMIA SORAN ESZLELT FESTODES FOTALIS (A)
ES FELNOTT (B) NORMAL VESEN, VALAMINT NEM FESTODO
(C) s KULONBOZO INTENZITASSAL FESTODO (D—E—F)
KONVENCIONALIS TipusU RCC-MINTAK. EGY STROMABAN
MEGFIGYELT MAKROFAG INTENZiV POZITIVITAST MUTAT (E,
NYiL). DT: DISZTALIS TUBULUS, PT: PROXIMALIS TUBULUS
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4. ABRA: LOG-RANK TESZT ALKALMAZASAVAL VEGZETT
KAPLAN—MEIER TULELES-ANALizIS AZ MMP12 NEGATIiV
(kEk GORBE) Es MMP12 poziTiv (zOLD GORBE) TUMORRAL
RENDELKEZ® BETEGEK ESETEN, A TELJES BETEGANYAGON

gén és a kdzepes mértékben festédé tumorok kdzott. Emiatt
végul gy dontéttiink, hogy az immunhisztokémia értékelése
soran csupan az MMP12-expresszid szempontjabol pozitiv és
negativ eseteket kilonitjtk el egymastol.

Az MMP12-expresszio osszehasonlitasa
a klinikopatolagiai jellemzékkel
Az MMP12-expresszio és a klinikopatoldgiai valtozok, mint a

veserak kovetkeztében bekovetkezett haldlozas, a tumormé-
ret, a nukledris gradus, a T-stadium, a TNM-stadium, a koagu-

MAGYAR UROLOGIA, XXIX. EVFOLYAM, 4. SZAM (2017)

3. TABLAZAT: Az MMP12-EXPRESSZIO ES A KONVENCIO-
NALIS VESERAK KLINIKOPATOLOGIAI JELLEMZO1 KOZOTTI
0SSZEFUGGESEK

Esetek MMP12

szama 492  + o [
Statusz
AWOD 344 46 298 <0,001
DOD 148 70 78
Tumorméret
<4 cm 190 19 171 <0,001
4-7 cm 171 43 128
>7.cm 131 54 77
Grade
G1 272 22 250 <0,001
G2 140 44 96
G3 80 50 50
T-stadium
Tla-b 296 41 255 <0,001
T2 40 il 29
T3a-b-c 148 59 89
T4 8 5 3
Stage
/1 320 448 272 <0,001
/v 172 68 104
Nekrézis
van 431 84 347 <0,001
nincs 61 32 29
Metasztazis*
van 63 38 25 <0,001
nincs 429 78 351

*a m(itét idején, AWOD: alive without disease = tumormentes tul-
¢l6, DOD: dead of disease = veserak kovetkeztében elhunyt

lacios nekrézis jelenléte és a miitét idején fennalld metasztazis
kozotti viszony statisztikai elemzése soran mindegyik paramé-
ter tekintetében szignifikdns dsszefliggés volt kimutathato
(p <0,001) (3. tablazat).

Az MMP12-expresszio és a tulélési adatok
kozotti osszefiiggés

A daganatspecifikus tulélést kulon értékeltik az 6sszes beteg
(1-es csoport) és a mitét idején metasztazissal nem bir6 be-
tegek (2-es csoport) esetén. A median tulélési idé az MMP12
pozitiv betegeknél az 1-es csoportban 58 hénap volt (4. ab-
ra), mig a 2-es csoportban 105 honap (5. dbra). A log-rank
teszt alkalmazasaval végzett Kaplan—Meier tulélés-analizis
mindkét csoportban az MMP12-antitesttel pozitivan festédé
tumorok esetén szignifikdnsan révidebb tulélést igazolt
(p <0,001). Egyvaltozds analizis soran az ismert klinikai valto-
76k (a tumorméret, a nuklearis gradus, a T-stadium, a TNM-
stadium, a koagulacios nekrézis jelenléte és a miitét idején
fenndlldé metasztazis) és az MMP12-expresszid szignifikans
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5. ABRA: LOG-RANK TESZT ALKALMAZASAVAL VEGZETT
KAPLAN—MEIER TULELES-ANALizIS AZ MMP12 NEGATIV
(KEK GORBE) Es MMP12 poziTiv (zOLD GORBE), FELIS-
MERESKOR SZERVRE LOKALIZALT TUMORRAL RENDELKEZO
BETEGEKNEL

6sszefliggést mutattak a tuléléssel. Tobbvaltozds analizis sorén
(4. tablazat) a 1-es csoportban a T1-T2-stadium, a nuklearis
gradus, a TNM-stadium, a nekrozis jelenléte, a mitét idején
meglévd metasztazis és a tumor mérete bizonyult a
daganatspecifikus tUlélés elérejelzése szempontjabdl szignifi-

VAGY INTENZIV (E) FESTODEST ESZLELTUNK. SZAMOS
ESETBEN EGYETLEN TUMORSEJT SEM VOLT POzZITiv (F).
HNF1A-ANTITESTTEL MIND DIFFUZ POZITIV (G) VAGY

NEGATIV (H) FESTODEST ESZLELTUNK.
DT: DISzTAUS TUBULUS, PT: PROXIMALIS TUBULUS

kans negativ paraméternek, amely az MMP12-expressziérél
nem mondhato el. Azonban a 2-es csoportba sorolt, a m(itét
idejgn nem metasztatikus eseteket vizsgalva az MMP12-
expresszid flggetlen prognosztikai faktornak bizonyult, amely
alkalmas posztoperativ relapszus elérejelzésére (p=0,048).

4. TABLAZAT: A KLINIKOPATOLOGIAI PARAMETEREK ES AZ MMP12-EXPRESSZIO OSSZEFUGGESE A DAGANATSPECIFIKUS
TULELESSEL COX-REGRESSZIOS ANALIZIS SORAN

Osszes beteg (492)

Tobbvaltozos analizis

Metasztazis nélkiili betegek* (429)

Paraméterek Relativ riziko (95%Cl) p-érték Relativ riziko (95% Cl) p-érték

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

Nem (férfi/ n6) 0,958 (0,667-1,377) 0,819 0,927 (0,591-1,454) 0,743

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

Grade

(G1/G2-3) 2,006 (1,257-3,200) 0,003 2,180 (1,307-3,638) 0,003

Stadium

(I-/10-1Vv) 3,492 (1,638-7,444) 0,001 2,635 (0,345-20,131) 0,350

Nekrézis

(van/nincs) 1,833 (1,239-2,711) 0,002 1,550 (0,859-2,799) 0,146

Metasztazis*

(van/nincs) 5,805 (3,814-8,837) <0,001

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

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

Cl: konfidencia intervallum, *a mtét idején
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5. TABLAZAT: A TMEM27-EXPRESSZIO ES A KONVENCI-
ONALIS VESERAK KLINIKOPATOLOGIAI JELLEMZOI KOZOTTI
0SSZEFUGGESEK

Esetek TMEM27

szama (486) + o e
Kor 0,567
atlag 60,8 61,5
SE 1,02 0,59
Nem 0,877
férfi 313 230 83
né 173 126 47
Statusz <0,001
AWOD 339 293 46
DOD 147 63 84
Tumorméret <0,001
<4 cm 181 156 25
4-7 cm 175 131 44
>7cm 130 69 61
Grade <0,001
G1 265 239 26
G2 140 95 45
G3 81 22 59
T-stadium <0,001
T1a-b 293 252 41
T2 40 28 12
T3a-b-c 145 75 70
T4 8 1 7
Stadium <0,001
I/l 316 270 46
/v 170 86 84
Metasztazis* <0,001
van 64 22 42
nincs 422 334 88

*a m(tét idején, AWOD: alive without disease = tumormentes tul-
¢l6, DOD: dead of disease = veserak kovetkeztében elhunyt

TMEM27-expressziéo immunhisztokémiai
vizsgalata

TMEM_27-expresszid vizsgalatara 486 beteg (1. csoport) kertilt
bevalasztasra retrospektiv mddon. Az 1. csoportbdl 422 beteg
(2. csoport) a diagnozis feldllitasa idején nem rendelkezett
metasztazissal. Az 1. csoportba sorolt betegek 13 szazalékanal
volt észlelheté metasztazis a mitét idépontjaban. A 2. cso-
portban a betegek 17 szazalékanal jelentkezett progresszié a
nyomonkd&vetés soran. Az dsszes beteg 29 szazalékanal ala-
kult ki metasztatikus allapot. Az atlagos nyomonkovetési id6é
65,5+37,1 hdnap volt. A férfing arany 313:173 (64,4% és
35,6%), az atlagos életkor 61,3 év volt. Az atlagos tumormé-
ret a vizsgalat végéig elhunyt betegek esetén 86 mm volt,
mig a tulélé betegek csoportjanal csak 52 mm.

Immunhisztokémiai vizsgélatra azért valasztottuk ki a
TMEM27-gént, mivel ez kizarolagosan a proximalis tubulusban
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fejezédik ki, amely a konvencionalis veserak kiindulasi helyé-
nek tekinthetd. Fotalis vesében immunhisztokémia soran a
TMEM27 halvany, membranhoz k&tott expressziot mutatott a
proximalis tubulusok lumindlis felszinén (6. abra A). Feln6tt
vesében a TMEMZ27 szintén proximalis tubulusok luminalis fel-
szinén fejez6dott ki, azonban a festddés jelentsen intenzi-
vebb volt (6. dbra B). A vizsgalat soran 486 beteg paraffin
blokkjaibdl esetenként kiemelt 1-4 szévethenger felhasznala-
saval készitett TMA-t festettik meg TMEM27-antitesttel. Val-
tozatos intenzitasu, kizarélag membrénhoz koétott festédést
észleltlink 356 tumornal, mig 130 eset TMEM27-negativnak
bizonyult (6. dbra C-F).

Ugyanabbol a tumorbdl nyert, kilonbodzé gradusy, illetve
megjelenés terlleteket reprezentald tébbes mintak esetén,
amennyiben pozitiv és negativ festédés is eléfordult, az ered-
ményt negativnak tekintettuk.

Annak érdekében, hogy aldtdmasszuk a TMEM27-festédés
specificitasat, a vizsgalatot egyéb tipusu vesetumormintakon
is elvégeztik. A vizsgalt 54 papillaris veserak mintabol 9 eset-
ben a minta kis terletein gyenge pozitiv festédés volt észlel-
hetd a sejtek felszinén, f6ként a jobban differencidlodott, a
proximalis tubulus sejtekre hasonlitd eozinofil sejtekben. A
vizsgalt 21 kromoféb veserdk, 33 vese oncocytoma, hét
mucinézus tubularis és orsosejtes karcinoma (MTSCCO), hat
metanefrikus adenoma és kilenc Wilms-tumor minta egyike
sem mutatott pozitiv festédést TMEM27-antitesttel.

A rendelkezésre allé experimentalis irodalmai adatok arra utal-
nak, hogy a HNFIA transzkripcids aktivator szabalyozza a
TMEM27 expressziojat (12). Ennek ismeretében anyagunkon
megvizsgaltuk HNFIA kifejez6dését. Eredményeink alapjan
normal veseszbvetben mind a két gén a proximalis
tubulusokra lokalizalodik, azonban konvencionalis veserakok-
ban nem talaltunk dsszefliggést a két gén expresszidja kdzott
(6. dbra G-H).

A TMEM27-expresszio dsszehasonlitasa a
klinikopatolagiai jellemzokkel

A TMEM27-fehérje expresszio és a klinikopatoldgiai jellemzék
viszonyat az 5. tablazat foglalja 6ssze. A TMEM27-expresszid
szignifikans 6sszefliggést mutatott a tUléléssel, a tumorméret-
tel, a gradussal, a T-stadiummal, a TNM-stadiummal és a m{-
tét id6pontjaban a metasztazis jelenlétével.

Az TMEM27-expresszio és a tulélési adatok
kozotti osszefiiggés

Az atlagos nyomonkovetési id6 65,5+37,1 honap volt. A log-
rank teszt alkalmazasaval végzett Kaplan—Meier tulélés-analizis
a TMEM27 negativ tumorral rendelkezé betegek esetén rossz
daganatspecifikus tulélést mutatott mindkét betegcsoportban
(7. és 8. abra). A TMEM27 kifejez&désének hidnya az 1-es cso-
portban 39 honap (23,6-54,4, 95% (), a 2-es csoportban 58
hénap (53-108, 95% () median tulélési idével jart egydtt. Egy-
valtozods analizis soran az 1-es és 2-es csoportba tartozd
TMEM27 negativ tumorral rendelkezé betegeknél a daganat-
specifikus halalozas rizikdja szignifikansabb magasabb volt a
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7. ABRA: LOG-RANK TESZT ALKALMAZASAVAL VEGZETT
KAPLAN—MEIER TULELES-ANALIizIS A TMEM27 NEGATiV
(kek GORrBE) Es TMEM27 poziTiv (z6LD GORBE) TU-
MORRAL RENDELKEZ® BETEGEK ESETEN, A TELJES BETEG-
ANYAGON

TMEM27 pozitiv esetekhez képest. A TMEM27-festédés flig-
getlen prognosztikai értékének meghatarozasa érdekében
tobbvaltozds analizist végeztink az ismert klinikopatoldgiai
prognosztikai valtozékat figyelembe véve (6. tablazat).

Az 1-es csoportban a T-stadium, a tumorméret, a metasztazis
felismeréskori jelenléte és a TMEM27-expresszid bizonyult sta-
tisztikailag szignifikdnsnak (RR: —2,76; 95% Cl —1,91-3,99;
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8. ABRA: LOG-RANK TESZT ALKALMAZASAVAL VEGZETT
KAPLAN—MEIER TULELES-ANALIizIS A TMEM27 NEGATiV
(kex GORrBE) Es TMEM27 poziTiv (zOLD GORBE), FELIS-
MERESKOR SZERVRE LOKALIZALT TUMORRAL RENDELKEZO
BETEGEKNEL

p <0,007). A 2-es csoportba sorolt, a m(tét idején nem
metasztatikus eseteknél csak a T-stadium és a TMEM27-
expresszié volt szignifikans (RR: —2,95; 95% Cl: -1,81-4,80;
p<0,001). Tehat a TMEM27-expresszié hianya flggetlen ne-
gativ biolégiai prognosztikai faktornak tekinthet®, amely ked-
vezGtlen daganatspecifikus tuléléssel jar egyditt konvenciondlis
RCC esetén.

6. TABLAZAT: KLINIKOPATOLOGIAI PARAMETEREK ES A TMEM?27-EXPRESSZIO OSSZEFUGGESE A DAGANATSPECIFIKUS
TULELESSEL COX-REGRESSZIOS ANALIZIS SZERINT
Osszes beteg (486)

Tobbvaltozos analizis

Metasztazis nélkiili betegek* (422)

Paraméterek Relativ riziké (95% Cl)
Kor (év) 1,01(0,99-1,03)
Nem (ffi/nd) 0,94 (0,65-1,36)
T1a-b

T2 2,08 (1,06-4,07)
T3a-b-c 0,75 (0,36-1,57)
T4 1,08 (0,39-2,96)
Grade

(G1/G2-3) 1,55 (0,94-2,54)
Stadium

(I-11/10-1v) 5,18 (2,48-10,82)

Metasztazis*

5,97(3,92-9,09)
Tumorméret (cm) 1,00 (1,00-1,01)
TMEM27 (+/ 0) 2,76 (1,91-3,99)

Cl: konfidencia intervallum, *a m(itét idején

(van/nincs)

p-érték Relativ riziké (95% Cl) p-érték
0,088 1,02 (0,99-1,04) 0,064
0,768 0,83 (0,52-1,33) 0,451
0,025 <0,001
0,032 4,16 (2,03-8,52) <0,001
0,455 5,15 (2,95-8,97) <0,001
0,873
0,081 1,72 (0,99-2,99) 0,051
<0,001 2,35 (0,31-17,87) 0,407
<0,001
0,003 1,00 (0,99-1,01) 0,255
<0,001 2,95 (1,81-4,80) <0,001
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Megbeszélés

Az utobbi évtizedekben a képalkotd eljarasok széles korl
hasznélata a veserak alacsonyabb stadiumban torténé felis-
meréséhez vezetett. Az incidentalisan felismert T1a, T1b és T2
tumorok szama a legtdbb uroldgiai centrum mditéti statiszti-
kajaban emelked® tendenciat mutat. Bar ezek a tumorok ala-
csonyabb gyakorisaggal progredidlnak, mint a magasabb sta-
diumu (T3, T4) tumorok, azonban kordlbelll 15-20 szazalé-
kuknal a nyomonkdvetés soran metasztazis jelentkezik (13,
14). Ezen magas rizikdju betegcsoport csoport felismerésére
kevés marker ismert. Vizsgalataink soran harom, a daganat
progressziojat elésegitd, illetve jelzd markert azonositottunk.
lgazoltuk, hogy az SAAT akutfazis-protein kifejezédése a
tumorsejtek citoplazmajaban szignifikansan térsul azon daga-
natok posztoperativ progressziojaval, amelyek a felismeréskor
még a vesére lokalizalodtak. Adataink megerésitik a konven-
ciondlis vese tumorok mikrokdrnyezetében lezajlé gyulladasos
folyamatok szerepét a tumor progresszidban (6).

Tovabbé igazoltuk, hogy az MMP12 citoplazmatikus ex-
presszidja konvenciondlis veserdkban 6sszefliggésben all a
posztoperativ metasztazis képzddéssel és a rovidebb daga-
natspecifikus tuléléssel. Ez annak tikrében érthetd, hogy nem-
csak a gyulladasos folyamatok felerésitése, hanem a tumor
stroma leépitése, lebontasa is szikséges a sejtek szabad moz-
gasahoz és igy a metasztazisok kialakulasahoz (7, 8). Ebben a
folyamatban az MMP12-nek jelentés szerepe van.

Az invaziohoz és sejtmozgashoz sziikséges a normalis epithelia-
lis forma atmeneti feladédsa, azaz az epithel-mesenchyma-
tranzicid (EMT). Ennek soran a sejtek atalakitjak belsé szerkeze-
tUket. Pl a normadlis epithelsejtekre jellemz6 keratin 8 és 18 mel-
lett megjelenik a keratin 7 és 19 expresszidja, vagy mas, a sejtek

1. Ferlay J, Steliarova-Foucher E, Lortet-Tieulent J, Rosso S, Coebergh
JW, et al. Cancer incidence and mortality patterns in Europe:
estimates for 40 countries in 2012. Eur J Cancer 2013; 49(6): 1374—
1403. https://doi.org/10.1016/j.ejca.2012.12.027

2. Frank |, Blute ML, Cheville JC, Lohse CM, Weaver AL, Zincke H. An
outcome prediction model for patients with clear cell renal cell
carcinoma treated with radical nephrectomy based on tumor
stage, size, grade and necrosis: the SSIGN score. J Urol 2002; 168(6):
2395-2400. https://doi.org/10.1016/50022-5347(05)64153-5

3. Kim HL, Seligson D, Liu X, Janzen N, Bui MH, et al. Using tumor
markers to predict the survival of patients with metastatic renal
cell carcinoma. J Urol 2005; 173(5): 1496-1501. https://doi.org/
10.1097/01.ju.0000154351.37249.f0

4. Parker AS, Leibovich BC, Lohse CM, Sheinin Y, Kuntz SM, et al.
Development and Evolution of BioScore: A biomarker panel to
enhance of prognostic algorithms for clear cell renal cell carcinoma.
Cancer 2009; 115(10): 2092- 103. https://doi.org/10.1002/cncr.24263

5. Joseph RW, Kapur P, Serie DJ, Eckel-Passow JE, Parasramka M, et al. A
Loss of BAP1 protein expression is an independent marker of poor
prognosis in patients with low-risk clear cell renal cell carcinoma.
Cancer 2014; 120(7): 1059-1067. https//doi.org/10.1002/cncr.28521

6. Balkwill E Mantovani A. Inflammation and cancer: back to
Virchow? Lancet 2001; 357: 539-545. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(00)04046-0
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plaszticitdsat megvaltoztatd gének kifejezédése (9). Mivel a
TMEM27 strukturfehérje a proximalis tubulus polarizalt epithel-
jének a funkciéjahoz elengedhetetlen, ennek elvesztése az EMT-n
atesett magas malignitast tumorokban értheté. Bar nem fiigg
Ossze kodzvetlenll a daganatprogresszidval, a TMEM27-ex-
presszid megbizhaté marker a posztoperativ daganatspecifikus
tulélés el6rejelzésére felismeréskor klinikailag szervre lokalizalt
konvencionalis veserakban szenved® betegeknél.

Kovetkeztetések

Az SAAT-, MMP12- és TMEM27-gének kitliné biomarkerként
hasznalhatok, amelyek alkalmasak a posztoperativ daganat-
specifikus tulélés el6rejelzésére felismeréskor klinikailag szervre
lokalizalt konvencionalis veserakban szenvedé betegeknél Az
immunhisztokémiai vizsgalat megbizhaté és alacsony kéltség(
maddszer. A tovabbi munka soran igazolt markerekkal a jovében
hasznalhatdak lesznek a progresszid elérejelzésre dGnmagukban,
vagy egymassal, illetve mas biomarkerekkel és klinikai valtozokkal
kombinalva egy integralt prognosztikai rendszer részeként. Az
igy létrehozott Uj integralt prognosztikai rendszer prediktiv ké-
pességének értékeléséhez természetesen belsé és kilsé validalas
is szUkséges. Az Uj prognosztikai rendszerrel azonositott magas
rizikoju esetek fokozott intenzitasu ellendrzése biztosithatna a
relapszus korai felismerését, ezaltal lehetévé téve a tovabbi se-
bészi kezelés (lokdlis recidiva mitéti eltavolitasa, metasztazis mU-
téti eltavolitasa) elvégzését és a target terdpia elinditasat még a
beteg altalanos allapotanak leromlasa elétt. A biomarkerek kife-
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