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1 BEVEZETES

A vese- és hugyuti fejlodési rendellenességek (CAKUT- Congenital Anomalies of
Kidney and Urinary Tract) a gyermekkori végstadiuma veseelégtelenség 6 okai. A
kongenitalis hydronephrosis szovodményei jol ismertek. A korai felismerés és kezelés
alapja a patogenezis jobb ismerete. A CAKUT kimenetele sokat javult az elmult
években, jelentOs részben a prenatalis ultrahangvizsgalatoknak és a korszerli vesepotlo
kezeléseknek (dializis, vesetranszplantacio) koszonhetden.

A nephronok fejlédésének zavara segitheti Wilms tumor kialakulasat, mely a
leggyakoribb szolid tumor gyermekkorban. A mikroRNS-eknek szerepe lehet a Wilms
tumor kialakulasaban. A daganat mikroRNS profilja a kemoterapiara adott valaszt is
befolyasolhatja.

1.1 Vese- és hugyniti fejlodési rendellenességek
1.1.1 Vese — és hugyutak fejlodése, vesemiikodés alakulasa

A vese fejlédése soran mesenchymalis és epithelialis sejtek kozti koordinalt
interakcidk nyomdn magasan specializalt érhdlozat, tubuldris strukturak, stromadlis
elemek alakulnak Kki. Az emldsok esetében az urogenitalis szervrendszer harom
1épésben fejlodik: elébb pronephros, majd mesonephros, végiil az 5-6. terhességi héten
metanephros (maradand6 vese) alakul ki. A metanephros az ureterbimbd (ureteric bud)
epitheljeibdl és a mesenchymalis sejtekbdl all.

A nephrogenesishen szamos gén dsszehangolt preciz mitkodése vesz részt. A fobb
jelatviteli atvonalak a GDNF/RET mellett a FGF (Fibroblast Growth Factor), a TGF
(Transforming Growth Factor 3 (BMP)) szupercsaladon kiviil a Sonic hedgehog (SHH),
a Kanonikus WNT/B- Catenin, valamint a Notch utvonal, valamint a WT-1-gén és a
RAAS rendszer szerepét is leirtak.

A vizelettermelés legkorabban az 5-8. terhességi héttdl vizualizalhatd. A
glomerularis filtracios rata (GFR) a magzati €s postnatalis élet soran progressziv
novekedést mutat, parhuzamosan emelkedik a 35. terhességi hétig. A GFR egy éves kor
koril éri el a feln6tt értéket. A nephrogenesis folyamata egészen a 35 -36. terhességi

hétig folytatodik, ekkorra vesénként kb. 1 millié (250,000-1,500.000) nephron alakul Ki.



1.1.2 Obstruktiv uropathiak

A hydronephrosis (HN) definicio szerint a vesemedence ¢és/ vagy kelyhek
abnormalis dilatacioja, mely idénként veseparenchyma valtozassal is jar. A pyelectasia
a hydronephrosis enyhébb formaja, amikor csak a vesemedence dilatalt.

Az antenatélis, vagy magzati hydronephrosis (ANH) a leggyakoribb magzati
diagnozis, a terhességek 1-5 %-at érint.

Gyermekkorban az obstruktiv uropathidk leggyakrabban kongenitalisak. Az
antenatalis hydronephrosis hatterében 41-88%-ban tranzitorikus hydronephrosis, 10-
30%-ban a pyeloureteralis atmenet obstrukcioja (UPJO- Ureteropelvic junction
obstruction), 10-20%-ban vesicoureteralis reflux (VUR), 5-10%-ban ureterovesicalis
junctio obstrukcié/megaureterek (UVJO), 4-6%-ban multicystas dysplastikus vese, 1-2
%-ban hatsé urethrabillenty(i (PUV), vagy urethra atresia (UA) allnak. El6fordul még 5-
7 %-ban uretelocele, ectopias ureter és ureter duplex. A Prune-belly szindroma
(mésnéven: Tridd szindroma, vagy Eagle-Barrett szindréma), a cystas vesék, a
kongenitalis ureter striktira és megalourethra ritka.

Az ureterben az akutan fellépd obstrukcié hatasara, a vese hemodynamikai
valasza a kovetkez6: azonnal megnd a nyomads, nd a veseerek vascularis rezisztencidja.
A folyamatot a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer szabalyozza. Ezt kovetéen egy
intersticidlis gyulladasos allapot alakul ki makrofdgok infiltraciéval, tubulusok
sejtek mechanikai megnyulésa stimulalja a TGFB1 és TNFa (Tumor Necrosis Factor o)
indukalt apoptozist a tubulus sejtekben. A tubuléris apoptdzist szamos molekula gatolja,
igy az iNOS (indukalhat6 Nitrogén-Monoxid szintaz), az EGF (Epidermal Growth
Factor) és az IGF-1 (Insulin-like Growth Factor). Ezt kovetéen TGFB1-nak kozponti
szerepe van az intersticialis fibrosis kialakulasaban.

A hydronephrosis a prenatdlis ultrahangvizsgéalatok sordn nagy ardnyban
felismerhetd. Az egyik mért paraméter a vesemedence antero-posterior atméréje (APD).
Egyértelmii hatar a koros és nem koros pyelon antero- posterior atmérd kozott nem
l1étezik. Az ultrahangvizsgélat soran megitélhetd a magzatviz mennyisége és a vesekéreg
megjelenése, a veseechogenitasa, hogy elmosodott-e a corticomedullaris hatar, a

hugyholyag dilatalt-e, a holyagfal vastag-e. Szamithat6 az intrarenalis rezisztenciaindex.



Prenatalisan a magzati szérumbol, vizeletbdl és magzatvizb6l biomarkerek (B2-
mikroglobulin, N-acetil-B-D-glukozaminidaz (NAG), vizelet Ca*™, Na*, CI, vizelet
osmolalitas, 6sszfehérje, Cystatin C) mérhet6ek, azonban jelen tudasunk szerint egyediil
egyik analit sem elég megbizhatdo a késébbi vesefunkcido megitélése szempontjabol.
Bizonyos esetekben prenatdlis intervencid végezhetd (vasicoamnialis shuntbeiiltetés-
VAS). A VAS beiiltetés hosszatdva vesetuléléssel kapcsolatos egyértelmii pozitiv
kimenetelét a PLUTO study nem erdsitette meg.

Postnatélisan a 3. életnap utan elvégzett hasi ultrahangvizsgalat, a VUR kizarasara
végzett (kb. 15%ban 4ll a dilataciok hatterében) sonocystographia, vagy mikcios
cystourethrographia (MCUG), valamint a 4-6 hetes korban végzett MAG-3 diuretikus
renographia segitségiinkre lehet a tovabbi teendék megitélése céljabol.

A hydronephrosis stlyossdganak besoroldsara szamos grading rendszer létezik.
Az egyik legelfogadottabb a Society for Fetal Urology (SFU) grading rendszere, mely
Ot sulyossagi fokozatot kiilonitett el a vesemedence, kelyhek és a veseparenchyma
postnatalis megjelenése alapjan.

A hydronephrosis szovodményei a hugyuti infekcio, pyelonephritis, pyonephros,
szepsis, hypertonia, vesekd, veseelégtelenség, esetenként a hugyhdlyagdiszfunkcio,
vizeletiiritési problémak jol ismertek.

1.1.3 Vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF)

A VEGF-nek {6 angiogén faktorként kulcsfontossdgi szerepe van a
vasculogenesisben, a vascularis permeabilitasban, valamint a glomerulus normalis
fejlodésében. A VEGF expresszioja szorosan szabalyozott. Expressziojat a hypoxia
(HIFala kdzremiikodésével) is indukalja.

Allatkisérletekben az experimentalisan eléidézett hagyuti obstrukcid a vese
tubularis sejtjeinek mechanikus stimulust jelent, azok megnyulasat okozza. A nyulas
kovetkeztében aktivalodik a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, mely végsé soron
Obstruktiv  uropathias kisérletes allatmodellben az eldbb emlitett folyamat

tubulointerstitialis nephitis kialakuldsat okozta.



1.2 Wilms tumor

A Wilms tumor (vagy nephroblastoma) a gyermekkori daganatos megbetegedések
5%-at alkotja. A leggyakoribb gyermekkori vesét érinté malignitas 15 éves kor alatt, az
Osszes eset kb. 95 %-a.

A Wilms tumor egy embrionalis vesetumor, mely a korai metanephrogen sejtek
koros proliferacioja miatt alakul ki. A differencialatlan mesenchymat angolszasz
terminologiaval ,,nephrogen rest”-nek (NR) hivjak, mely a Wilms tumor prekurzor
1ézidja lehet.

Szamos gén érintettsége jatszik szerepet a Wilms tumor kialakuldsdban. A WT-1
gén mutacioja a tumorok 15-20%- dban van jelen. Szomatikus és csirasejtes mutaciok is
eléfordulnak. Bizonyos szindromak Wilms tumor gyakoribb el6éfordulasdval jarnak
(WAGR-, Denys- Drash-, Beckwith- Wiedemann, Perlman szindroma). Irodalmi adatok
alapjan kialakulasaban szerepe lehet tobbek kozott a B- Catenint kodold6 CTNNBI, a
modosulasok fordulnak eld. Wilms tumorban is megfigyelték mikroRNS-ek
deregulacigjat. A mikroRNS-ek endogén kb. 22 nukleotid hosszl, nem-kodoldo RNS-ek,
melyek a génexpresszid szabalyozasaban jatszanak szerepet. Viselkedhetnek
tumorszuppresszorként és onkogénként is. Alul-vagy feliilexpresszaltsaguk lehet az oka
példaul a kemoterapia-rezisztencianak is.

Eur6paban a SIOP WT 2001 protokoll szerint torténik a diagnosztika és a kezelés.
4-6 hét neoadjuvans, preoperativ kemoterapidt (vincristin, actinomycin) kovetden
sebészi rezekcid (kivéve 6 honapos kor eldtt) és szovettani tipustol fliggden postoperativ
kemoterapia, esetenként radioterapia kovetkezik.

A Wilms tumor szévettani tipusa az egyik legerdsebb prognosztikai faktor.
Tipusosan a klasszikus Wilms tumor haromfazist, haromféle f6 sejttipus van jelen: a
blastémas, az epithelialis és a stromalis sejtek. A felsoroltak mellett kevert szdvettani
tipust kiilonboztetiink meg. Mind a harom tipus valhat anaplasztikussa, mely magasabb
stadiummal, rosszabb kimenetellel, de nagyobb citosztatikum érzékenységgel jar.

Az esetek 2/3-aban kemoterapiara a tumorok regressziot mutatnak. A blastémas
tipus magas rizikot jelent, kemoterapidra rezisztens. A Wilms tumoros betegek tulélése
sokat javult az elmult években. Kedvezd szovettani tipusokban 80-98% kdozotti.

Blastémas tipus esetén az otéves talélés csak 65%.



2 CELKITUZES
2.1 Hydronephrosis és VEGF

Vizsgalatunk célja a hydronephrosis patogenezisének pontosabb ismerete volt.

Allatkisérletekben az experimentalisan eldidézett obstruktiv uropathia a vese
tubularis sejtjeinek mechanikus stimulust jelent, azok megnyulasat okozza. A nytlas
végsd soron kiilonboz6 citokinek és novekedési faktorok (VEGF, TNFa)
Ezért az alabbi kérdésre kerestem a vélaszt:
1. Emberben is fokozodik a VEGF termelddése obstruktiv uropathiaban?
2.2  Wilms tumor és mikroRNS

Gyermekekben a Wilms tumor egyik leggyakrabban el6forduld szovettani altipusa
a blastémas tipus, mely rosszul reagal kemoterapiara, kedvezbtlen prognozisu.
Magyarorszagon a kezelés a SIOP WT 2001 protokoll szerint torténik, melyben
preoperativ.  kemoterapia szerepel. A tumortipusok kozti kiilonbség megitélése
molekularis szinten segithet megitélni a kemoterapiara adott valaszt. A mikroRNS-
eknek szerepe lehet a Wilms tumor patogenezisében és a kemoterapiara adott valaszt is
befolyasolhatja. Célkitlizéseink az aldbbiak voltak:
1. A blastémas Wilms tumoros FFPE (formalinban fixalt, paraffinba agyazott) minta
hasznalhato-e mikroRNS forrasként?
2. A Dblasttmas Wilms tumorok mikroRNS profiljanak meghatarozasa. Mely
mikroRNS-ek alul és feliilregulaltak a tumormentes szovethez képest? Jellemzé-e az
alulregulaltsag, melyet az irodalomban is emlitenek?
3. A blastémas Wilms tumorok mikroRNS profilja mutat-e osszefiiggést a klinikai
lefolyassal?
4. Milyen klinikai jelentdsége lehet a mikroRNS profil ismeretének? Blastémas
Wilms tumorok mikroRNS profiljabol lehet-e kovetkeztetni a tumor kemoterapiara
adott valaszara? Megvaltoztatja-e a kemoterapia a blastémas tumorok mikroRNS

profiljat?



3 MODSZEREK
3.1 Hydronephrosis és VEGF
3.1.1 Betegek és médszerek

14 hydronephrosissal kezelt (vesemedence antero- posterior atmérdje (APD)
alapjan diagnosztizalt) beteg (atlag életkor 7.1+ 4.1 év) szovettani mintait dolgoztuk fel.
A fit: lany ardny 10: 4 volt. 4 esetben a prenatdlisan felismert rendellenesség
postnatalisan is megerdsithetd volt. 5 esetben hasi fajdalom, 3 esetben hugyuti infekcid
volt az elsd prezentacids tiinet. 2 ujsziilottnél a sziird hasi ultrahangvizsgalat soran
fedezték fel az liregrendszeri tagulatot. A hydronephrosis grade IV-V volt mindegyik
esetben (Mely megfelel a Society for Fetal Urology -SFU- besorolas alapjan grade I1I-
IV-nek.).

3.1.2 Szévettani mintak

11 esetben a pyeloureteralis junctio obstrukcidja miatt az Anderson- Heynes - féle
pyelonplasztika soran eltavolitott pyeloureteralis atmenetbdl (7 esetben a bal oldalon)
tortént a VEGF expresszidé meghatarozas.

3 esetben az eltavolitott ureter als6 harmadabol végeztiink VEGF meghatarozast.
Kozilik 1 esetben a vesicoureteralis obstrukcid miatt ureter neoimplantacié soran
eltavolitott ureterrészlet, 1 esetben hatsé urethrabillentyi miatt vesicostomia ¢és
bilateralis ureterneoimplantacio soran eltavolitott ureterszakasz és 1 esetben
vesicoureteralis reflux, grade IV hydronephrosis miatt jobb oldali ureteronephrectomia
soran eltavolitott ureterrészlet kertilt tovabbi feldolgozasra.

A kontroll csoportot 10 kdzépidds korban végzett miivi vetélés (20.6 hét+ 2.2 SD)
soran nyert, vese —és hugyuti malformaciét nem mutatd magzat pyeloureteralis
¢lettel Osszeegyeztethetetlen magzati fejloddési rendellenesség miatt.

Teszt szovetnek — amelyben a VEGF biztosan kifejezddik- placentat hasznaltunk.

3.1.3 Immunhisztokémia
A vizsgélat soran a szoveti VEGF fehérje specifikus immunologiai modszerrel

torténo in situ kimutatasa tortént.



Az eltavolitott szdvettani mintdkat formalinban fixalast, kimosast, dehydralast
kovetden paraffinba (Paraplast) agyaztak. Szeletelést (4 um), deparaffindlést, hydralast-
PBS-sel (phosphate buffered saline) tortént oblitést- kdvetden 56 percig, 91 °C-on citrat
pufferoldatban (pH 6) inkubaltuk, antigénfeltarast végeztiink a Semmelweis Egyetem, I.
Sz. Patologiai- és Kisérleti Rakkutatd Intézetben. Az endogén peroxidazt 3%-0S H20;-
dal 30 percig blokkoltuk, majd az aspecifikus kotédést 20 perces, 2,5%-0S ready-to-use
normal blokkolé szérummal gatoltuk.

Ezt kovetéen primer monoklondlis nyil anti- human VEGF VG1 antitest
hozzédadasa tortént, 48 percig, 37 °C-on, 1:30 higitdsban (Dako, Dania), mely a VEGF-
re specifikus. Majd szekunder antitesttel inkubdalds (Ventana ultraview Universal HRP)
(DAB 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)- kromogénnel) tortént, mely a primer antitesthez
specifikusan kotddé masodlagos ellenanyag, ami hordoz egy kapcsolé molekulat is a
HRP enzimekhez (horseradish peroxiddz). DAB hozzaadasat kovetéen a DAB
peroxidaz jelenlétében barna precipitatumot képez. A vizsgalathoz Benchmark automata
festékésziiléket hasznaltunk.

Végiil a patologusok segitségével (akik nem ismerték a klinikopatologiai

Pozitiv  VEGF expresszi6 esetén barndssarga granulumok voltak jelen a
citoplazmaban. Amennyiben >30% pozitiv festddésii sejt volt jelen az 6t tetszOleges
nagyfelbontasu latotérben pozitivnak értékelték, amennyiben <30% -a festédott a
sejteknek vagy nem fest6dott, negativnak értékelték.

A paciensek a vizsgalathoz felvilagositast kovetden irasbeli beleegyezésiiket

adtak. Etikai engedélyszam: ETT TUKEB 387/2013, 21300-4/2013/EKU.

3.2  Wilms tumor és mikroRNS
3.2.1 Betegek és modszerek

A Magyar Gyermektumor Regiszterben szerepld, nyolc, blastémas szdvettani
tipust  Wilms tumoros magyar gyermek szovettani mintait vizsgaltuk, akik a
Semmelweis Egyetem II. Sz. Gyermekklinikan kaptik kezelésiiket. Ok a diagnézis
pillanataban 1 és 8 év kozottiek voltak (median életkor: 2.5 év). Bevalasztési kritérium

volt, hogy az eltavolitott tumorszovetben a blastémds legyen a domindlo sejttipus,



valamint, hogy a formalinban- fixalt, paraffinba agyazott (tovabbiakban FFPE-
formalin-fixed, paraffin-embedded) minta hat évnél ne legyen régebbi.

A diagnézis rutin hasi ultrahang szirévizsgalat, valamint klasszikus klinikali
tiinetek (tapinthatd hasi terime, hasi fijdalom, hematuria, 14z, anemia) alapjan tortént.
Egy esetben (7. Beteg) polycystas vesebetegség kdvetése sordn, egy masik esetben (5.
Beteg) obezitas és cushingoid kiillem kivizsgalasa soran (késébb a Wilms tumorban
kortizol-termel6 szigetek jelenléte volt igazolhato) keriilt felismerésre a Wilms tumor.

Kezelésiik a SIOP WT 2001 protokoll alapjan tortént. A preoperativ kemoterapiat
kovetéen MRI vizsgalattal itélték meg a tumor regresszidjat, ezt kovetden tortént a
sebészi eltavolitds. Egy esetben (7. Beteg) a kezdeti diagndzis vesesejtes veserak volt,
igy preoperativ kemoterapia a sebészi excizio eldtt nem tortént.

A 2-5 éves utankovetés soran egy beteg (4. Beteg) kivételével mindenki
remisszioban maradt, relapszus nem tortént. A 4. Beteg a kezdeti diagnozis utan kb. egy
évvel relabalt, majd a relapszus- protokollnak  megfeleléen  autoldg
csontveldtranszplantacioban részesiilt. Jelenleg (egy évvel az utolso kezelést kovetden)

O is remisszioban van.
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1. Abra Blastemas Wilms tumor szovettani képe (10x) (2. beteg)

Az (A) abran (1. abra) 10x nagyitassal lathaté a diffiz tumorszdvet, bevérzett,

nekrotikus elemekkel.



2. Abra Blastemas Wilms tumor szovettani képe (400x) (2. Beteg)
A (B) abran (2. abra) 400x nagyitassal éretlen, differencialatlan sejteket szemléltet, sok
koziiliik mitotikus. Nekrotikus sejtek is lathatdak. A sejtmag a szokasosnal erOsebben

festddik, a citoplazma majdnem teljesen hidnyzik.

3.2.2 Laboratériumi modszerek

Nyolc blastémas tipusi Wilms tumoros gyermek FFPE szOvettani mintéja kertilt
feldolgozasra. Minden betegt6l két helyrdl vettiink mintat: egyet a tumoros szévetbol
egyet pedig a tumor-mentes régiobol. A tumoros mintdk nem tartalmaztak sem
anaplasztikus fokuszokat, sem ,,nephrogen rest”-et, a csak blastémas szovetet.
A mikrotommal 20pum vastagsadgura vagott metszetekbdl tobb 1€pésben (deparaffinalas-
protedz- teljes RNS izoladlds- DN4z és végsé RNS tisztitds) mikroRNS-t extrahéltunk (a
Quiagen miRNeasy FFPE Kit-jének segitségével- Cat. No.: 217504)
A FFPE mintak 6 évnél fiatalabbak voltak.

Majd az izolalt mikroRNS-ekbdl reverz transzkripciot végeztiink a miScript 11 RT
Kitek segitségével (Quiagen, Cat. No.: 218160) a gyartd leirdsanak megfelelden.
Miutan a cDNS atirasa tortént, a mintakat -20 °C fokon taroltunk.

3.2.3 Pilot vizsgalat

Lefuttattuk a 96 —féle mikroRNS-t tartalmaz6 miScript mikroRNS PCR Arrayt
(kvantitativ reverz-transzkripcios PCR vizsgalat, Quiagen, Cat.No.: 331221 MIHS-
1127F), melyet eredetileg emberi prosztatatumorok és egyéb hugy-és ivarszerveket

érintd daganatok vizsgélatara terveztek. Ezek kozott 80 érett mikroRNS primer és 4



mikroRNS prekurzor primer volt melyeknek szerepét vizsgélni akartuk a Wilms tumor
kialakuldsédban, valamint volt 6 endogén €s 6 exogén kontroll. A pilot kisérlethez, az
expresszios analizishez az 1. Beteg tumoros és kontroll cDNS mintait hasznaltuk fel, a
vizsgalatot Roche lightCyclert 96 PCR berendezéssel végeztiik.

A AACt modszert alkalmaztuk az expressziovaltozasok kimutatasara, az irodalmi
leirasnak megfeleléen. Egy endogén kontrollt alkalmaztunk, hogy biztositsuk, hogy a
pilot vizsgalat és a késobbi PCR vizsgalatok eredményei dsszehasonlithatéak legyenek.
Az éltalunk valasztott endogén kontroll gén egy kis magi RNS U61, a SNORDG61 lett.

Majd 4 mikroRNS -t valasztottunk ki, melyeket mind a 8 betegben
megvizsgaltunk. Ezek a miR-34c-5p, a miR-184, a miR-194-5p és a miR-203a voltak.

3.2.4 Kvalitativ RT-PCR a négy kivalasztott primerrel

A kivalasztott négy mikroRNS-t (miR-34c-5p, a miR-184, a miR-194-5p és a
miR-203a) vizsgaltuk a nyolc blastémas Wilms tumoros betegben.
Quiagen miScript Primer Assay-ket hasznaltuk (Cat. No.:. MS000033705,
MS00003640, MS00006727, MS00003766, MS00033705) minden egyes valasztott
mikroRNS-hez, és a SNORDG61-hez mint kontrollhoz. A technikai triplikatumok median
Ct értékeit hasznaltunk.

Etikai engedélyszam: SE RKEB szam: 27/2020.
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4 EREDMENYEK

4.1 Hydronephrosis és VEGF
A 14 hydronephrosisos beteg esetében a miitéti beavatkozas idépontja valtozo volt.

A betegek Kklinikai adatai az 1. tablazatban vannak feltiintetve.
1. tablazat A betegek klinikai adatai

Szovettani minta

Pyeloureteralis atmenet

o Pyeloureteralis Ureterovesicalis Hatso6 urethra Vesico-
Obstrukci6 tipusa . x x . . -
obstrukcié obstrukcié billentyii ureteralis reflux
Betegek szama 11 1 1 1
, Atl 56.4 ho
Eletkor a miitétkor ag(of;‘i‘. 45D) onap 6 hénap 12 hénap 60 hénap
Hydronephrosis foka Grade V-V Grade V-V Grade IV-V Grade V
L. i Anderson-Heynes féle Ureter Vesicostomia és ureter Jobb oldali
Sebészi kezelés - . . . L ;
pyelonplasztika neoimplantacid neoimplantaciod nephrectomia
Ureter Ureter Ureter

VEGF expresszio

Nincs festédés, negativ

Nincs festddés,
negativ

Nincs fest6dés, negativ

Nincs festodés,
negativ

AN

3. abra Pozitiv VEGF expresszio a placentaban

A 3. abra mutatja a teszt szovetben (placenta) az endothel sejtek citoplazmédjaban a

barnassarga granulumokat (pozitiv VEGF expresszio, nyillal jelolve)

4. abra A pyeloureteralis atmenetben VEGF expresszié nem lathato

Egy 6téves kisfiu szovettani mintajaban (1d. 4. abra) a pyeloureteralis junctio mucosalis

felszinén nem lathaté VEGF kifejez6dés.
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5. abra A kontroll csoportban festodés (VEGF expresszié) nem lathato
A kontroll csoportban (magzatok, hugyati tagulat nélkiil), a magzati pyeloureteralis

szovet subserosa rétegében nincsen festddés, nincsen VEGF expresszio (1d. 5. abra).
4.2  Wilms tumor és mikroRNS
Minden mintabol megfeleld mennyiségli mikroRNS- t sikeriilt kivonni (ld. 2.

tablazat).

2. tablazat A tumoros és kontroll szovettani mintak mikroRNS koncentracioi

A tumor mikroRNS

Miitét koncentracioja A kontroll mikroRNS

Betegek Eletkor Nem idépontja (ng/pl) koncentracidja (ng/pl)
1. 3év Lany 2012.01. >75 >75
2 2 év Fit 2012.02. >75 >75
3 1év Fiu 2013.05. >75 >75
4 3év Lany 2014.06. >75 >75
5. 5¢év Lany 2014.07. >75 >75
6 2¢év Fia 2014.10. 48,4 70,1
7 8 ev Fiu 2013.12. >75 28,8
8 leév Lany 2015.12. >75 >75

4.2.1 Pilot vizsgalat

Az 1. Betegben 4 prekurzor és 80 érett mikroRNS expresszidjat vizsgaltuk PCR
Array-jel ugyanazon minta tumormentes régiojahoz képest a tumorosszovetben AACt
modszerrel. A AACt  értékekbdl  27AACtszamitassal  kaptuk  a  relativ
génexpressziovaltozas értékeit. Az expresszio-valtozasok lathatéak a kdvetkezd oldalon

a 3. tablazatban.
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3. tablazat. A tumoros szovet mikroRNS expresszio valtozasa (,,fold change”) a

tumormentes régioban, az 1. Beteg mintajabol, PCR array-t kovetoen

Expresszi6 Expresszi6 Expresszio
mikroRNS valtozas mikroRNS valtozas mikroRNS valtozas
Let-7a-5p -1.62 | miR-182-5p 11.96 | miR-29b-3p -5.78
Let-7b-5p -2.85 | miR-183-5p 7.36 | miR-30c-5p -3.97
Let-7c -2.68 | miR-184 -78.79 | miR-31-5p -1.47
Let-7f-5p 1.16 | miR-194-5p -59.30 | miR-3163 -1.07
miR-100-5p 1.40 | miR-195-5p -1.42 | miR-32-5p -1.04
miR-101-3p -1.60 | miR-196a-5p 4.53 | miR-330-3p 1.09
miR-106b-5p 3.05 | miR-19b-3p 2.13 | miR-331-3p 1.24
miR-125a-5p -1.27 | miR-200b-3p -12.55 | miR-34a-5p 5.21
miR-125b-5p -2.04 | miR-200c-3p -24.59 | miR-34b-3p -5.90
miR-126-3p -31.34 | miR-203a -10.85 | miR-34c-5p 2957.17
miR-126-5p -2.46 | miR-205-5p -1.48 | miR-361-5p 1.53
miR-128 3.66 | miR-20a-5p 2.99 | miR-365a-3p -2.31
miR-133a -2.06 | miR-20b-5p 1.96 | miR-3662 1.71
miR-135a-5p 2.45 | miR-21-5p 1.71 | miR-3666 -1.49
miR-135b-5p 15.03 | miR-218-5p 1.42 | miR-374b-5p 111
miR-141-3p -25.99 | miR-22-3p -3.73 | miR-375 -2.30
miR-143-3p -2.57 | miR-221-3p -1.91 | miR-425-5p 1.39
miR-145-5p -3.41 | miR-222-3p -2.23 | miR-449a 2.71
miR-146a-5p -1.01 | miR-223-3p 1.21 | miR-455-5p -3.68
miR-146b-5p 3.76 | miR-224-5p 1.51 | miR-494 -1.39
miR-148a-3p -1.45 | miR-23b-3p -1.46 | miR-616-3p 1.27
miR-15a-5p -1.27 | miR-24-3p -1.17 | miR-7-5p 1.65
miR-15b-5p 1.68 | miR-25-3p 3.76 | miR-9-3p -2.95
miR-16-5p -1.06 | miR-26a-5p 316095.29 | miR-92a-3p 1.21
miR-17-5p 3.29 | miR-26b-5p -1.06 | miR-93-5p -
miR-17-3p 4.29 | miR-27a-3p -1.99 | miR-96-5p -
miR-181a-5p 4.86 | miR-27b-3p -1.77 | miR-99a-5p -2.85
miR-181b-5p 4.17 | miR-296-5p 4.38 | miR-99b-5p -1.07

A 3. tablazatban is lathat6, hogy a miR-93-5p-t és miR-96-5p-t a kontroll
szovetben nem tudtunk detektalni. A miR-26 overexpresszidja olyan valdszertitleniil
nagymértékii volt, hogy artefactumnak gondoltuk (az irodalom alapjan inkabb

alulexpresszalt).

13



A 4. tablazat a nyolc betegben mutatja a kivalasztott négy mikroRNS expresszid

valtozast a tumoros szdvetben a tumormentes szovetrészlethez képest.

4. tablazat A mikroRNS expresszio valtozasa (,,fold change”) tumoros szovetben a

tumormentes régiohoz képest a vizsgalat nyolc betegben

miR-184 miR-203a miR-34c-5p miR-194-5p

1. Beteg -78.79 -10.85 2957.17 -59.30
2. Beteg -97.01 -79.89 -1.24 -10.93
3. Beteg -95.67 -12.47 -1.64 -25.63
4. Beteg -81.01 -17.39 14.12 -21.71
5. Beteg -5.90 -2.87 1.09 -2.53
6. Beteg -28.05 -9.99 2.43 -76.11
7. Beteg -200.85 -97.01 -2.13 -35.26
8. Beteg -154.34 -148.06 -23.92 -398.93
Osszes eset atlaga -64.61 -22.96 2.39 -31.53
Preoperativ kemoterapiaban

részesiilt betegek atlaga 0495 18,69 302 3108

Mivel a 7. Beteg nem részesiilt preoperativ kemoterdpias kezelésben, atlagot
szamoltunk a 7. Beteg értékeinek kihagyasaval is a konnyebb 0Osszehasonlithatosag

érdekében.
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alulexpresszaltsaga nyolc vizsgalt esetiinkben

mutatd mikroRNS

a harom

egyértelmii,

alulexpresszaltsagat mutatja be.

Az 1-3. Beteg és az 5-8. Beteg remisszioban maradt, mig a 4. Beteg relabalt. Az 5.
Betegnek szokatlan megjelenésti, immunhisztokémiai modszerrel azonositott kortizol-
termeld tumora igazolodott.

Az 1-6. Beteg preoperativ kemoterapiat kovetden kiilonb6zé mértékli regressziot
mutatott, mig a 7. Beteg nem részesiilt preoperativ kemoterapiaban, mivel a kezdeti

diagnozis helytelennek (vesesejtes veserak) bizonyult. A 8. Beteg egyaltalan nem

reagalt a kemoterapiara.
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5 KOVETKEZTETESEK
A hydronephrosissal, valamint Wilms tumorral kezelt gyermekek vizsgalata soran

a kovetkezd 1) megallapitasokat tehet;jiik:

1. Tudomasunk szerint elsé alkalommal emberi mintadkon, 14 obstruktiv uropathias
csecsemd, kisded mintaiban a fokozott VEGF aktivitast nem sikerilt kimutatni. A
vizsgalat limitacioit is figyelembe véve, a VEGF, mint diagnosztikdban és terapiaban
hasznos biomarker szerepe kétséges. A kis esetszamu pilot vizsgalatunk
kiindulopontként szolgalhat tovabbi vizsgalatokhoz.

2. Hat évnél nem régebbi, blastémas Wilms tumoros gyermekekbdl szarmazéd
FFPE mintat lehet mikroRNS nyerésre hasznalni. Mintainkbol megfeleld
koncentracioban tudtunk mikroRNS-t izolalni. A FFPE mintak évekkel késobb is
eredménnyel vizsgalhatoak, melynek klinikai jelentdsége lehet.

3. FFPE mintak vizsgalata alapjan, a kivalasztott négy mikroRNS koziil harom
esetben downregulaciot észleltiink blastémas Wilms tumorban. Ez a miR-184 és miR-
203a esetében 0j megallapitasnak tlinik. A kis esetszamot is figyelembevéve, a miR-184
¢s a miR-203a tumorszuppresszor szerepe valdsziniisithetd blastémas Wilms tumor
esetén.

4. Bar kis esetszamu a vizsgalatunk, valdszinli, hogy a preoperativ kemoterapia
befolyasolja a blastémas Wilms tumorok mikroRNS profiljat és a kemoterapiara nem
reagaldo Wilms tumorok elkiilonithetdek elkiilonithetd a kemoszenzitiv Wilms

tumoroktol mikroRNS profiljuk alapjan.
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