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Rezime:

Uvod: Tumori bubreznih ¢elija (engl Renal cell tumors, RCT) ¢ine 80% primarnih tumora
bubrega. Najucestaliji RCT su: svetlocelijski karcinom bubreznih ¢éelija (engl. clear cell
renal cell carcinoma, ccRCC), papilarni RCC (engl. papillary renal cell carcinoma,
pRCC), hromofobni RCC (engl. chromophobe renal cell carcinoma, chRCC), bubrezni
onkocitomi (engl. renal oncocytoma, RO) i karcinomi sabirnih kanali¢a- Bellini (engl.
collecting duct carcinoma- Bellini, CDC). Pokazano je da epitelno-mezenhimalna
transformacija (EMT) utiCe na nastanak i progresiju tumora bubreznih celija. Protein
arginin metiltransferaza-1 (PRMTL1) je dominantni tip PRMT-aza koji se eksprimira u
zdravom tkivu razli¢itih organa, ali i u karcinomima dojke, pluca, debelog creva, prostate
I mokra¢ne besike, uglavnom dovode¢i do njihove progresije. Smatra se da PRMT1
ucestvuje u regulaciji EMT kroz interakciju sa ZEB1 (engl. Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 1), TWIST1 (engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1) i RUNX1
(engl. Runt-related transcription factor 1) transkripcionim faktorima. EMT je delimi¢no
regulisana Wnt/B-katenin signalnim putem, koji se odlikuje translokacijom -katenina sa
¢elijske membrane u citoplazmu ili nukleus, smanjenom ekspresijom E-kadherina i
povec¢anom ekspresijom N-kadherina. Ovakva interakcija markera epigenetske regulacije

i transkripcionih faktora bi mogla uticati na patogenezu tumora bubreznih Celija.

Materijal i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 311 slucajeva razlicitih tipova tumora
bubreznih ¢elija (ccRCC, pRCC, chRCC, RO, MLCRN-LMP i CDC). Za formiranje
tkivnog mikroniza (TMN) koris¢eno je 208 slucajeva, od kojih su za potvrdu rezultata
analizirani celi preseci 45 slucajeva. Ekspresija PRMT1, ZEB1, RUNX1, TWIST1, N-,
E-kadherina i B-katenina je analizirana imunohistohemijski (IHH). Analiziran je obim
(broj pozitivnih c¢elija odredivan semikvantitativnom metodom) i intenzitet PRMTL,
ZEB1, RUNX1, TWIST1, kao i prisustvo ili odsustvo N-kadherin i E-kadherin IHH
ekspresije. Lokalizacija imunopozitivnosti je odredivana za TWIST1 i 3-catenin. PRMT1,
ZEB1, RUNXI1 1 TWISTI IHH ekspresija je poredena sa osobinama tumora 1 klinicko-
patoloskim parametrima pacijenata. Za detaljnije ispitivanje distribucije PRMT1 i ZEB1,
koris¢eni su celi preseci 103 dodatna slucaja razliCitih patohistoloskih tipova tumora
bubrega: ccRCC niskog gradusa, klasi¢nog RO, atipi¢nog RO (aRO) i MLCRN-LMP. Za
semikvantitativnu RT-PCR (gRT-PCR) analizu, 8 slucajeva razli¢itih RCC (ccRCC,



pRCC i chRCC) bilo je postoperativno smrznuto u tecnom azotu. Rezultati IRNK PRMT1
ekspresije su bili poredeni sa iIRNA PRMTL1 trankripcionim podacima u javno dostupnim
bazama podataka TCGA (engl. The Human Cancer Genome Atlas) i u GTEXx kohorti
(engl. Genotype- Tissue Expression- GTEx cohort). Metodom fluorescentne in situ
hibridizacije (FISH) analizirane su hromozomske aberacije na slu¢ajevima aRO, a potom

su poredene sa PRMT1 i ZEB1 IHH ekspresijom na istim slu¢ajevima.

Rezultati: PRMT1 ekspresija je uocena u razli¢itim strukturama korteksa i medule svih
uzoraka bubreznog parenhima. Vec¢ina ccRCC, RO, svi MLCRN-LMP i manji broj
chRCC eksprimirali su PRMT1 (p=0.044). PRMT1 imunopozitivnost je bila heterogena
u vecini slucajeva (p<0.001). Na dodatnim slucajevima celih preseka, PRMT1 je bio
difuzno eksprimiran u skoro svim slucajevima MLCRN-LMP i svim slu¢ajevima ccRCC
niskog gradusa (p<0.001). U vecini RO, PRMT1 ekspresija je takode bila difuzna, dok je
fokalna distribucija primec¢ena u vecini chRCC (p<0.001). Homogeni gubitak PRMT1 je
bio udruzen sa ccRCC visokog gradusa, ve¢ih dimenzija, viSeg stadijuma i smrtnim
ishodom (p=0.015; p=0.005; p=0.040; p=0.044, respektivno). Ekspresija PRMT1 je bila
udruzena sa boljim tumor-specifi¢cnim prezivljavanjem kod pacijenata sa ccRCC
(p=0.029). ZEB1 imunoreaktivnost je bila prisutna u endotelnim ¢elijama krvnih sudova
svih uzoraka bubreznog parenhima. Skoro svi RO i manji broj chRCC je eksprimirao
ZEB1, dok je njegovo odsustvo primeéeno u svim slu¢ajevima MLCRN-LMP (p<0.001).
Homogeni gubitak ZEB1 bio ucestaliji kod umrlih pacijenata (p=0.009). Na celim
presecima dodatnih uzoraka ZEB1 je bio difuzno eksprimiran na skoro svim RO, a
homogeno odsutan u ve¢ini chRCC (p<0.001). Ekspresija ZEB1 je bila udruzena sa boljim
tumor-specificnim  prezivljavanjem kod pacijenata sa ccRCC (p=0.009). U
multivarijantnoj analizi, ZEB1 ekspresija je bila nezavistan prognostickih faktora za
tumor-specificno prezivljavanje ([HR] (koli¢nik hazarda, engl. hazard ratio) 0.367;
p=0.026). RUNX1 je u slabom intenzitetu bio eksprimiran u pojedina¢nim c¢elijama
razli¢itih struktura korteksa i medule, u veéini ccRCC i svim MLCRN-LMP. TWIST1 je
pokazao difuznu i jaku citoplazmatsku imunopozitivnost u razli¢itim strukturama korteksa
I na membrani sabirnih kanali¢a medule i skoro svim slu¢ajevima analiziranih tipova
tumora. Veci broj slucajeva ccRCC bez ekspresije PRMTL1, bio je negativan i na ZEB1, a
eksprimirao je TWIST1 u citoplazmi (p=0.028; p<0.001, respektivno). PRMT1 pozitivni
slu¢ajevi CCRCC su ucestalije eksprimirali RUNX1 (p=0.019). PRMT1, ZEB1i TWIST1
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imunohistohemijska ekspresija nije bila udruzena sa markerima Wnt/B katenin EMT
signalnog puta: aberantnom B3-katenin ekspresijom, pove¢anom ekspresijom N-kadherina
ili gubitkom E-kadherin ekspresije. Samo je RUNX1 bio udruzen sa povecanom
ekspresijom N-kadherina (p=0.003). Relativha iRNA-PRMT1 ekspresija je bila niza u
tumorskom tkivu nego u netumorskom parenhimu, u ccRCC visokog gradusa i ccRCC
visokog stadijuma (p<0.001, p=0.043, p=0.028, respektivno). Vecina atipicnih RO
pokazivali su poliploidiju svih hromozoma, uz difuznu ekspresiju PRMTL1 i ZEB1 u svim

slucajevima.

Zaklju¢ak: PRMT1 je ubikvitarno eksprimiran u razli¢itim strukturama bubreznog
parenhima. Gubitak PRMTL1 ekspresije moze biti karakteristican za ccRCC visokog
gradusa i stadijuma, a njegova ekspresija za tumore bubrega sa povoljnom prognozom,
kao sto su MLCRN-LMP i RO. Homogeni gubitak PRMT1 i/ili ZEB1 ekspresije, moze
biti udruzen sa kra¢im prezivljavanjem pacijenata sa ccCRCC. Gubitak ZEB1 ekspresije,
moze biti zavisan od PRMT1 ekspresije, dok njihova ekspresija moze biti znac¢ajna u
diferencijalnoj dijagnozi izmedu RO i chRCC. Gubitak PRMT1 u ccRCC, mogao bi
uticati na TWISTL1 ekspresiju u citoplazmi, karakteristi¢nu za agresivne ccRCC. Uloga
PRMT1 u tumorima bubreznih ¢elija, kao epigenetskog markera najverovatnije nije
udruzena sa WNT/B-katenin posredovanom EMT, budu¢i da ni jedan od EMT udruzenih
kadherina ili B-katenin nisu bili udruzeni sa PRMT1 ekspresijom. Moguce je da PRMT1
ucestvuje u epigenetskoj regulaciji normalnog razvoja bubrega, te da bilo koja promena u
njegovoj ekspresiji moze voditi ka nastanku tumora, nepredvidivom ponasanju i
nepovoljnoj prognozi. Detaljna istrazivanja na kulturama ¢elija mogla bi da rasvetle
precizan mehanizam dejstva PRMT1 1 njegov znacaj u dijagnostickim, prognostickim,

kao 1 novim terapijskim smernicama tumora bubreznih cCelija.
Kljuéne re¢i: PRMT1, EMT, tumori bubreznih ¢elija
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Summary:

Background: Renal cell tumors (RCT) comprise 80% of primary kidney tumors. The
most frequent RCT are clear cell renal cell carcinomas (ccRCC), papillary RCC (pRCC),
chromophobe RCC (chRCC), renal oncocytomas (RO) and collecting duct carcinomas-
Bellini (CDC). It has been shown that epithelial to mesenchymal transformation (EMT)
leads to RCT and their aggressive behavior. Protein arginine N-methyltransferase 1
(PRMT1) is adominant PRMT type, expressed in normal tissue and carcinomas of various
organs, such as breast, lungs, colon, prostate, and urinary bladder, mostly leading to their
progression. It is considered that PRMT1 regulates EMT through the interaction with
ZEB1 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1), TWIST1 (Twist Family BHLH
Transcription Factor 1) and RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) transcription
factors. EMT is partially regulated by Wnt/B-catenin signaling pathways, whose hallmark
is membrane dissociation of 3-catenin and its translocation into the cytoplasm or nucleus,
which then leads to N-cadherin overexpression and reduced E-cadherin expression. Such
an interaction between epigenetic regulators and transcription factors could be potentially
related to the pathogenesis of renal cell tumors.

Material and methods: The study included 311 cases of different types of renal cell
tumors (ccRCC, pRCC, chRCC, RO, MLCRN-LMP, and CDC). A total of 208 cases were
used for tissue microarray (TMN) construction, of which 45 sections were analyzed to
confirm the results. Expression of PRMT1, ZEB1, RUNX1, TWIST1, N-, E-cadherin
expression, and B-catenin was evaluated using immunohistochemistry (IHC). We
analyzed extent (i.e. the number of positive cells, that is measured using semi-quantitative
techniques) and the intensity of PRMT1, ZEB1, RUNX1, TWIST1, as well as presence
or absence of N-cadherin and E-cadherins IHC expression. The localization was
determined for TWISTI and B-catenin. PRMT1, ZEB1, RUNX1, and TWIST1 IHC
expression were compared with tumor characteristics and clinical-pathological parameters
of patients. For a more detailed examination of the PRMT1 and ZEB1 distribution, whole
sections of 103 additional cases of different RCT: low-grade ccRCC, classical RO,
atypical RO (aRO), and MLCRN-LMP were used. For semi-quantitative RT-PCR (qQRT-
PCR) analysis, 8 cases of different RCC (ccRCC, pRCC, and chRCC) were
postoperatively frozen in liquid nitrogen. The results of MRNA PRMT1 expression were



compared with mMRNA PRMT1 transcriptional data in publicly available TCGA (Human
Human Cancer Genome Atlas) databases and in the GTEXx (Genotype-Tissue Expression-
GTEX) cohort. Chromosomal aberrations on aRO cases were analyzed by fluorescence in
situ hybridization (FISH) and further compared with PRMT1 and ZEB1 IHH expression.

Results: PRMT1 expression was observed in different structures of the renal cortex and
medulla. The majority of ccRCC, RO, all MLCRN-LMP and a smaller number of chRCC
expressed PRMT1 (p=0.044). PRMT1 immunopositivity was heterogeneous in the
majority of cases (p <0.001). In additional cases of whole sections, PRMT1 was diffusely
expressed in almost all cases of MLCRN-LMP and all cases of low-grade ccRCC (p
<0.001). In most RO, PRMT1 expression was also diffuse, however, PRMT1 focal
distribution was noted in most chRCC (p<0.001). Homogeneous loss of PRMT1 was
associated with ccRCC in high-grade, increased tumor size, higher-stage, and in died
patients (p= 0.015; p= 0.005; p= 0.040; p= 0.044, respectively). PRMT1 expression was
associated with better tumor-specific survival in patients with ccRCC (p = 0.029). ZEB1
Immunoreactivity was present in blood vessel endothelial cells of the renal parenchyma.
Almost all RO and the minority of chRCC expressed ZEB1, while its absence was
observed in all cases of MLCRN-LMP (p<0.001). Homogeneous loss of ZEB1 was more
frequent in dead patients (p=0.009). In the additional cohort, ZEB1 was diffusely
expressed on whole sections of almost all ROs, and homogenously negative in most
chRCCs (p<0.001). ZEB1 expression was associated with better tumor-specific survival
in patients with ccRCC (p =0.009). The multivariate analysis had revealed that ZEB1
expression was an independent prognostic factor for tumor-specific survival ([HR] 0.367;
p =0.026). RUNX1 was expressed at low intensity on individual cells of different cortico-
medullar structures, in most ccRCCs and in all MLCRN-LMPs. TWIST1 showed diffuse
and strong cytoplasmic immunopositivity in different structures of the cortex and on the
membrane of the collecting ducts of the medulla and in almost all cases of analyzed tumor
types. The majority of ccRCC cases without PRMT1 expression was negative for ZEB1
and expressed TWISTL in the cytoplasm (p= 0.028; p <0.001, respectively). PRMT1
positive ccCRCC cases more frequently expressed RUNX1 (p=0.019). PRMT1, ZEB1, and
TWIST1 immunohistochemical expression were not associated with markers of the Wnt/[3
catenin EMT signaling pathway: aberrant [-catenin expression, N-cadherin

overexpression, or loss of E-cadherin expression. Only RUNX1 was associated with N-



cadherin overexpression (p=0.003). Relative mMRNA-PRMT1 expression level was lower
in tumor tissue than in non-tumor parenchyma, in high-grade ccRCC, and in high-grade
ccRCC (p <0.001, p = 0.043, p = 0.028, respectively). Most atypical ROs showed
polyploidy of all chromosomes, with the diffuse expression of PRMT1 and ZEB1 in all

cases.

Conclusion: PRMTL1 is ubiquitously expressed in various structures of the renal
parenchyma. Loss of PRMT1 expression may be characteristic of high-grade and high-
stage cCRCCs, while its expression may be associated with the tumors with favorable
prognoses, such as MLCRN-LMP and RO. Homogeneous loss of PRMT1 and/or ZEB1
expression may be associated with shorter survival of patients with ccRCC. The loss of
ZEB1 expression may be dependent on PRMT1 expression, whereas their expression may
be significant in the differential diagnosis between RO and chRCC. The loss of PRMT1
in ccRCC could affect TWIST1 expression in the cytoplasm, which is characteristic of
aggressive ccRCC. The role of PRMT1 in renal cell tumors, as an epigenetic marker, is
unlikely to be associated with WNT/B-catenin-mediated EMT, since none of the EMT-
associated cadherins or B-catenin were associated with PRMT1 expression. It can be
hypothesized that PRMT1 participates in the epigenetic regulation of normal renal
development and that any change in its expression may lead to tumor formation,
unpredictable behavior, and adverse prognosis. Detailed studies on cell cultures could
shed light on the precise mechanism of action of PRMTL1 and its importance in the

diagnostic, prognostic and new therapeutic guidelines of renal cell tumors.
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1. Uvod

Tumori bubreznih ¢elija ¢ine oko 80% primarnih tumora bubrega. Najucestaliji tumori
bubrega kod odraslih su karcinomi bubreznih ¢éelija (engl. renal cell carcinoma, RCC),
medu kojima svetlocelijski RCC (engl. clear cell RCC, ccRCC) €ini 65-70%. Sledeci po
ucestalosti su papilarni RCC (engl. papillary RCC, pRCC) tip I i tip II, koji ¢ine 18%,
hromofobni RCC (engl. chromophobe RCC, chRCC) i bubrezni onkocitomi (engl. renal
oncocytoma, RO) po 5-7%, karcinom sabirnih kanali¢a-Bellini (engl. collecting duct
carcinoma-Bellini, CDC) 1,5-4% i multilokularna cisti¢na neoplazma niskog malognog
potencijala (engl. multilocular cystic renal cell neoplasm of low malignant potential,
MLCRN-LMP). Prognoza kod pacijenata sa karcinomima bubrega zavisi od

patohistoloskog tipa, nuklearnog gradusa i stadijuma tumorske bolesti (1).

Mutacije razli¢itih gena predstavljaju jedan od znacajnih faktora za nastanak tumora
bubreznih ¢elija. Medutim, poslednjih godina, ispitivanje epigenetske kontrole genske
ekspresije u bubreznoj karcinogenezi zaokupila je paznju nauc¢nika (2—4). Epigenetska
regulacija genske ekspresije podrazumeva promene koje uti¢u na ekspresiju gena, bez
promena u DNK sekvenci. Ovakva regulacija se moze posti¢i metilacijom DNK i/ili
histonskih proteina, kao i regulacijom signalne mikro RNK (3). Enzimi koji ucestvuju u
metilaciji histonskih proteina su protein arginin metiltransferaze (PRMT). Od 11 do sada
izolovanih PRMT-aza, za 8 je pokazano da obavljaju funkciju u humanim tkivima, a od
kojih je najzastupljenija PRMT- tip 1 (PRMT1) (5). Primarna uloga PRMT1 je da vrsi
transfer metil (-CH3) grupe sa S-Adenozin Metionina (engl. S-Adenosyl-Methionin
(AdoMet) na aminokiselinu arginin razli¢itih supstrata u ¢eliji, uklju¢ujuéi histone, RNK-
vezujuce proteine i proteine koji se aktiviraju tokom ostecenja DNK. Metilacija arginina
potom dovodi do epigenetske regulacije transkripcije gena, isecanja iRNK, popravke
ostecene DNK i regulacije signalnih procesa u ¢eliji. Promene u PRMTL1 ekspresiji su
uocene u razlicitim malignim tumorima pluca, debelog creva, dojke, prostate, mokrac¢ne
besike, zeluca, u leukemijama i gliomima (6-13). Pokazano je da PRMT1 moze
ucestvovati u indukciji epitelno-mezenhimalne transformacije (EMT) i ¢elijskog starenja
u nesitnocelijskim karcinomima pluéa i karcinomu dojke (14,15). EMT je proces prelaska

epitelnog fenotipa celije u mezenhimalni. Ovaj proces podrazumeva gubitak



meducelijskih veza, celijske organizacije 1 orijentacije, sa gubitkom ekspresije E-
kadherina, povecanjem ekspresije N-kadherina, dovode¢i do povecane celijske
pokretljivosti (16). Smatra se da je EMT znacajan u nastanku i progresiji tumora bubreznih
¢elija (17). Wnt/B-katenin signalni put je jedan od signalnih puteva kojm se regulise EMT.
Aktivacija ovog puta se odlikuje membranskom disocijacijom B-katenina i njegovom
translokacijom u citoplazmu ili jedro, sto onda dovodi do prekomerene ekspresije N-
kadherina i smanjene ekspresije E-kadherina (16). Uloga PRMT1 u regulaciji EMT
pokazana je kroz regulaciju ZEB1 (engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1) u
karcinomu dojke i kroz regulaciju TWIST1 (engl. Twist Family BHLH Transcription
Factor 1) u nesitnocelijskim karcinomima pluca (14,15). Takode, pokazano je da PRMT1
direktno wvrsi metilaciju RUNX1 (engl. Runt-related transcription factor 1) u

hematopoetskim c¢elijskim linijama (18).

Manji broj dosadasnjih istrazivanja se bavio epigenetskim regulatorima, kao faktorima
patogeneze i progresije tumora bubreznih ¢elija. Buduci da je zna¢aj PRMT1 ekspresije,
kao epigenetskog regulatora, do sada pokazan u mnogim tumorima, znacaj njegove
ekspresije je ispitivan na tumorima bubreznih ¢elija koji se u populaciji javljaju u razlicitoj
ucestalosti. S obzirom na znataj EMT u tumorima bubrega, ispitivana je
imunohistohemijska (IHH) ekspresija PRMTL1 i markera Wnt/p-katenin EMT signalnog
puta. IHH analize su upotpunjene analizom gPCR iRNA-PRMT1 ekspresije u
najucestalijim tipovima RCC. Takode, analizirano je prisustvo hromozomskih aberacija
na slucajevima benignih tumora - atipi¢nih onkocitoma, metodom fluorescentne in situ

hibridizacije (FISH) i poredili ih sa IHH ekspresijom PRMT1 i ZEBL.



1.1.  Klini¢ko-patoloske osobine tumora bubreznih éelija

Karcinomi bubrega se nalaze na 9. mestu po ucestalosti svih maligniteta kod muskaraca i
na 14. mestu kod zena, a procenjuje se i da su njihova incidenca i mortalitet u porastu (1).
Tabela 1. prikazuje osnovne literaturne epidemioloske podatke razli¢itih tipova tumora
bubreznih ¢elija analiziranih u ovoj studiji (1). Kao osnovni faktori rizika za nastanak
tumora bubreznih ¢elija navode se gojaznost, pusenje, hipertenzija, steCena cisti¢na bolest
bubrega (engl. aquired cystic kidney disease, ACKD) i profesionalna izlozenost trihlor
etilenu. Vecina karcinoma bubrega se javlja sporadi¢no, medutim 2-4% su hereditarni,

nastalih kao posledica naslednih genetskih mutacija (1).

Tabela 1. Osnovni epidemioloski podaci najucestalijih tumora bubreznih ¢elija, po WHO,
2016.

PH tip Ulestalost (M:Z) Starost 5-ogodisnje
prezivljavanje

ccRCC 70% 1.5:1 59-63 50-69%

pRCC 18% 2.4:1 59-63 67-87%

chRCC 5-7% 1:1 23-86 78-87%

RO 5-7% 1.7:1 10-94 100%

CDC 1-2% 2:1 6-87 17%

MLCRNLMP <1% 1.2:1 30-80 100%

Skracenice: cCRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC- papilarni karcinom
bubreznih ¢elija; chRCC- hromofobni karcinom bubreznih ¢elija; RO- renalni
onkocitomi; CDC- karcinom sabirnih kanali¢ca; MLCRN-LMP, multilokularna cisti¢na

neoplazma niskog malignog potencijala; M- muskarci; Z- Zene; PH-patohistoloski.



1.1.1. Svetlocelijski karcinom bubreZnih ¢elija

Svetlocelijski RCC predstavljaju heterogenu grupu malignih tumora gradenih iz ¢elija
svetle ili granulirane citoplazme. Uglavnom se javlja sporadi¢no, unilateralno, a rede u
sklopu familijarnih sindroma, kao §to je Von Hipper Lindau (VHL) sindrom, kada moze
biti multifokalan i bilateralan (1). Makroskopski su u vecini slu¢ajeva jasno ograniceni,
lobuliranog izgleda, sa pseudokapsulom. Cesto protrudiraju sa povrsine i lokalizovani su
na gornjem polu bubrega. Na preseku su zute boje, sa varijabilnim procentom nekroze i
krvarenja. Polja sa vi§im gradusom se karakteriSu belom povrsinom na preseku i ¢vrs¢om
konzistencijom (Slika 1A-B) (19). Patohistoloski, tumor je graden od celija svetle
citoplazme, razliitog stepena pleomorfizma sa jasnim Celijskim membranama.
Citoplazma svetlog izgleda je posledica prisustva lipida ili glikogena. Nukleusi mogu biti
razli¢ite veliCine, sa varijabilno prominentnim nukleolusima, u zavisnosti od gradusa
(Slika 1C-F). Nuklearni gradus se odreduje po preporukama Svetske zdravstvene
organizacije i Internacionalnog udruzenja za uroloSku patologiju (engl. World Health
Organisation/ International Society for Urologic Pathology, WHO/ISUP, 2016.)(Tabela
2)(1). Tumorske ¢elije grade solidne plaze, alveolarne, acinarne, cisti¢ne i mikrocisti¢ne
strukture, ispunjene eozinofilnim sadrzajem, sa mrezom malih krvnih sudova i
varijabilnom inflamatornom reakcijom, nekrozom ili krvarenjem. U oko 5% slucajeva
prisutne su Celije sa rabdoidnom ili sarkomatoidnom diferencijacijom (Slika 1F) (1).
Stadijum tumorske bolesti za ccRCC, se kao i za ostale RCC odreduje po osmom izdanju
TNM Klasifikacije tumora bubrega po AJCC (engl. American Joint Committee on
Cancer), iz 2018., (Tabela 3.) (20).
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diferencijacijom

B A X\ N :"\'\".‘-.
. S

&/ 8 R r ) Qe

) P

. CCcRCC, NG Il . 200um

Slika 1. Makroskopske i histoloske karakteristike ccRCC. A. Klasi¢ni ccRCC su na
preseku zute boje, sa poljima krvarenja i nekroze; dok su B. ccRCC gradusa IV, sa
sarkomatoidnom diferencijacijom, na preseku bele boje; C-F. Razli¢iti nuklearni gradusi
ccRCC. C. ccRCC NG I, sa odsutnim ili nejasnim nukleolusima, D. NG II, nukleolusi su
jasno uocljivi; E. NG 11, nukleolusi su prominentni, dok je F. ccRCC sa NG 1V izrazenog

nuklearnog pleomorfizma (po WHO/ISUP,2016.); uvelicanje 200x.



Tabela 2. Kriterijumi za gradiranje ccRCC i pRCC, po WHO/ISUP, 2016.

NG (po WHO/ISUP)  Kriterijumi

| Nukleolusi su odsutni ili nejasno uocljivi 1 bazofilni na

uvelicanju x400.

I Nukleolusi su jasno uocljivi i eozinofilni na uveli¢anju x400,

ali ne prominentni na uvelicanju x100.

i Nukleolusi su jasno uocljivi i eozinofilni na uvelic¢anju x100.

v Prisutan je ekstremni nuklearni pleomorfizam, multinuklearne
dzinovske ¢elije i/ili rabdoidna i/ili sarkomatoidna

diferencijacija.

Skracenice: NG- nuklearni gradus; WHO/ISUP, Svetska zdravstvena organizacija i
Internacionalno udruzenje za uroloSku patologiju (engl. World Health Organisation/

International Society for Urologic Pathology).



Tabela 3. TNM klasifikacija tumora bubrega po AJCC (engl. American Joint Committee
on Cancer), 8. lzdanje, 2018.

T — Primarni tumor

TX Primarnom tumoru se ne moze pristupiti
TO Nema dokaza primarnog tumora
T1 Tumor <7 cm u najvecoj dimenziji, ograni¢en na bubreg
Tla Tumor <4 cm
T1b Tumor >4 cmali <7 cm
T2 Tumor > 7 cm u najve¢oj dimenziji, ograni¢en na bubreg

T2a Tumor >7 cm ali < 10 cm

T2b Tumor > 10 cm, ograni¢en na bubreg
T3 Tumor se Siri u velike vene ili u perirenalno tkivo, ali ne u istostranu nadbubreznu
zlezdu 1 ne izvan Gerota fascije
T3a Tumor se $iri u bubreznu venu ili njene segmentalne grane ili tumor vrsi invaziju
pelvikaliksnog sistema, perirenalnog masnig tkiva i/ili renalnog sinusa, ali ne izvan Gerota
fascije

T3b Tumor se §iri u Suplju venu ispod dijafragme

T3¢ Tumor se §iri u Suplju venu iznad dijafragme ili invadira zid Suplje vene
T4 Tumor vr$i invaziju izvan Gerota fascije (uljucujuci kontinuirano Sirenje u istostranu
nadbubreznu Zlezdu)

N — Regionalni Limfni Nodusi

NX Regionalnim limfnim nodusima se ne moze pristupiti
NO Bez metastaza u regionalnim limfnim nodusima
N1 Metastaze u regionalnom limfnom nodusu (-ima)

M —Udaljene metastaze

MO Bez udaljenih metastaza
M1 Sa udaljenim metastazama

Grupe stadijuma

Stadijum 1 T1 NO MO
Stadijum 11 T2 NO MO
Stadujum 111 T3 NO MO

T1, T2, T3N1 MO

Stadijum IV T4 bilo koji N MO
Bilo koji T




Imunohistohemijski, tumorske ¢elije su pozitivne na Pax8, Pax2 (difuzno nuklearno),
CAIX (difuzno membranski, sa moguéim gubitkom imunopozitivnosti u Visokim
gradusima), CD10, CK (AE1/AE3), EMA, vimentin (intenzivnije u sarkomatoidnim
poljima), RCC marker pokazuje membransku i citoplazmatsku pozitivnost, medutim nije
dovoljno specifi¢an. Tumorske ¢elije su negativne na CK7 (mogucéa je fokalna pozitivnost

pojedinacnih ¢elija) (Slika 2) (1,21).

CAIX
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Slika 2. Ekspresija razli¢itih imunohistohemijskih markera u rutinskoj dijagnostici
ccRCC. A. Difuzna nuklearna ekspresija Pax8; B-D. Membranska imunopozitivnost na
CAIX,vimentina i CD10; uvelicanje 200x.



U sporadi¢nim i hereditarnim ccRCC prisutni su razli€iti tipovi somatskih mutacija VHL
tumor supresor gena koji kodira VHL protein. U oko 20% slucajeva prisutna je
inaktivacija VHL gena epigenetskom promenom u vidu metilacije promotora (1).
Inaktivacija VHL gena dovodi do gubitka funkcije VHLp, Sto uzrokuje inicijaciju,
progresiju i metastaziranje cCRCC. Ostali genetski poremecaji obuhvataju gubitak 3p
hromozoma, gubitak alela na hromozomima 14q, 4p i gubitak 9p, a u oko 70% tumora
prisutne su polizomije 5q. Znac¢ajno je napomenuti da se cCRCC gotovo uvek javlja u
sklopu VHL sindroma, a moZze biti udruzeni i sa drugim familijarnim renalnim
karcinomskim sindromima, kao $to su Cowden sindrom, Birt-Hogg-Dube sindrom
(BHD), tuberozna skleroza i sindrom udruzen sa sukcinat dehidrogenaza-deficijentnim
RCC (1). Medu najucestalijim tumorima bubrega, ccRCC je najagresivniji tip. Prose¢no
5-ogodis$nje prezivljavanje je 75%, a 10-ogodi$nje 62%, u zavisnosti od stadijuma,

gradusa, prisustva koagulacione nekroze, sarkomatoidne i rabdoidne diferencijacije (1).

1.1.2. Papilarni karcinom bubrezZnih ¢elija

Papilarni RCC je drugi po ucestalosti karcinom bubreznih ¢elija koji poti¢e iz tubulskih
epitelnih ¢elija, ima papilarnu i tubulopapilarnu gradu, a ¢ini oko 18,5% svih RCC.
NajceS¢e javlja sporadicno, medutim njegova ucestalost je velika i u familijarnim
sindromima, kao i kod pacijenata sa zavr$nim stadijumom bubreZne bolesti (engl. end
stage kidney disease) ili sa ACKD (1). Makroskopski, tumor je jasno ograni¢en, sa
prominentnom pseudokapsulom, braon do sivo-zute boje, sa varijabilnim podrucjima
papilarnih formacija, krvarenja, nekroze, fibroze ili cisticne degeneracije (Slika 3A) (1).
U ACKD moze biti prepoznat u vidu solidnih ili lako papilarnih podrué¢ja unutar brojnih
cisticih struktura. Danas je taj tip karcinoma svrstan u poseban podtip RCC: Karcinom
bubreznih ¢elija udruzen sa steCenom cisticnom boles¢u bubrega (1,22). PRCC tumor
moze biti multifokalan i/ili bilateralnost, i to u okviru hereditarnih PRCC-udruzenih
sindroma (1). Osnovna morfoloska karakteristika ovog tumora su papilarne fomacije,
oblozene ¢elijama razli¢itog pleomorfizma, u zavisnosti od tipa. U tipu pRCC tip I,
obloZene su jednim redom relativno uniformnih ili lako polimorfnih kubi¢nih éelija,

oskudne svetle citoplazme (Slika 3B). U pRCC tip Il, papile su oblozene sa vise redova



¢elija ili pseudostratifikovanim ¢elijama sa izrazenim pleomorfizmom i eozinofilnom
citoplazmom (Slika 3C). Nuklearni gradus se, kao i kod ccRCC, odreduje prema
preporukama WHO/ISUP (Tabela 2) (1). Poslednjih godina, sve je veci broj onkocitomu-
nalik PRCC, koji se karakterisu papilarnim formacijama oblozenim krupnim ¢elijama,
lakog stepena polimorfizma, bazalno postavljenih jedara i obilne eozinofilne citoplazme
(Slika 3D). Karakteristi¢no, u vezivnovaskularnim papilama PRCC nalaze se penusavo
transformisani makrofazi ili psamomatozna telaSca. PRCC takode moze imati obimna
polja nekroze i krvarenja, kao fokuse sarkomatoidne diferencijacije, $to znacajno
pogorSava prognozu (1). Tumorske celije su uglavnom pozitivne na sledece
imunohistohemijske markere: AMACR, CD10, HMW-CK, EMA, RCCM, vimentin, CK7
(¢eSce eksprimiran u PRCC tipu I, nego u PRCC tipu I1), a negativne na CAIX (Slika 3
E-F) (21,25). Trizomija i tetrazomija hromozoma 7, trizomija hromozoma 17 i gubitak Y
hromozoma su karakteristicni za PRCC. Opisan je gubitak VHL heterozigotnosti. Takode,
opisane su i razlike u genetskim mutacijama izmedu tipa I i tipa II. Tip I tipi¢no pokazuje
polizomije 7p i 17p, dok tip Il pokazuje gubitak heterozigotnosti hromozoma 1p, 3p, 5q,
6, 8, 9p, 10, 11, 15, 18 i 22. Rezultati molekularnih analiza onkocitnog PRCC su jo$ su na

pocetku i nedovoljno ispitani (1).
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Slika 3. Makroskopske, histoloske i imunohistohemijske karakteristike pRCC. A. pRCC
je na preseku braon boje, fokalno papilarne grade, sa poljima krvarenja; B. pRCC tip |
odlikuju papile oblozene jednim redom tumorskih ¢éelija lakog pleomorfizma; C. pRCC
tip Il je sa papilama obloZenim viserednim ili pseudostratifikovanim tumorskim ¢elijama,
jaceg pleomorfizma; D. Onkocitni pRCC je papilarne grade sa tumorskim c¢elijama
izrazeno eozinofilne citoplazme i bazalno postavljenim nukleusima, umerenog
pleomorfizma. E. Karakteristi¢na je imunohistohemijska citoplazmatska pozitivnost na

AMACR i F. membranska imunopozitivnost na CK7 u pRCC, tip I; uveli¢anje 200x.
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1.1.3. Hromofobni karcinom bubreZznih ¢elija

Hromofobni RCC ¢ini oko 5-7% svih tumora bubreznih ¢elija kod odraslih. Uglavnom se
javlja sporadi¢no, a rede u hereditarnim slucajevima (u okviru BHD sindroma, kao
hibridni onkocitno/hromofobni tumor) (1). Makroskopski, chRCC su uglavnom jasno
ograniCeni tumori, ali neinkapsulirani tumori, tamno bele do braon boje, nekada sa
izrazenim centralnim oziljavanjem (Slika 4 A)(22). Patohistoloski, tumor se sastoji iz
solidnih plaza tumorskih ¢elija, nepotpuno razdvojenih fibrovaskularnim septama ili
tubularnih, mikrocisti¢nih i trabekularnih formacija tumorskih ¢elija (Slika 4 B-E) (22).
Za odredivanje nuklearnog gradusa se ne preporucuje sistem gradiranja po WHO/ISUP
koji se koristi za ccRCC i pRCC. Za tu svrhu, opisan je sistem odredivanja gradusa po
Paneru (Tabela 4.) (26). Klasi¢ne tumorske ¢elije su poligonalne, krupne, sa obilnom
granuliranom/retikularnom citoplazmom i naglasenim celijskim membranama, sa
perinuklearnim haloom i ¢estom binukleacijom. Drugi tip ¢éelija je karakteristiCan za
eozinofilni tip chRCC. Celije su manje po veli¢ini, oskudne citoplazme oksifilne
granuliranosti, takode sa perinuklearnim haloom, a nekada i regularnih nukleusa. U
najvecem broju slucajeva se radi o kombinaciji ova dva tipa ¢elija (Slika 4 B-D). | ovaj
tip tumora moze imati u oko 5% slucajeva sarkomatidnu transformaciju, §to pogorsava
prognozu (22). Zbog patohistoloskih sli¢nosti, u praksi je sve veci broj tumora sa
karakteristikama onkocitoma i chRCC, tzv. hibridni onkocitno/hromofobni karcinomi
(Slika 4 E-F) (27).
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Slika 4. Makroskopske i histoloske karakteristike chRCC. A. Na popre¢nom preseku
tumor je braon boje, Cesto sa centralnim oziljavanjem; B-E. chRCC moze biti razli¢itih
nuklearnih gradusa (I-11l) po Paneru; E. Hibridni chRCC/RO ima morfoloske
karakteristike onkocitoma (plaze tumorskih ¢elija eozinofilne citoplazme, bez
pleomorfizma u rastresitoj i miksoidnoj stromi); i F. MorfoloSke karakteristike ChRCC

(perinuklearni halo i fokalno naglasene membrane), uveli¢anja 200X i 400X .
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Tabela 4. Kriterijumi za odredivanje tumorskog gradusa chRCC po Paneru.

Nuklearni Kriterijumi
gradus
1 Jasan nuklearni pleomorfizam, ali bez anaplazije ili stvaranja

nuklearnih klastera.

2* Stvaranje nuklearnih klastera, sa hiperhromazijom, vidljivom na x10

uveli¢anju.
Pojedini nukleusi u direktnom kontaktu, vidljivi na x40 uveli¢anju.

Nuklearni pleomorfizam (varijacija u veli¢ini na >3-polja i jasne

iregularnosti nuklearnog hromatina (bez degenerativnih promena).

3 Jasna anaplazija ¢elija (nuklearna polilobulacija, dzinovske celije) ili

sarkomatoidna promena.

* Zahteva sva tri kriterijuma (modifikovano prema Banach BS i Paner GP. Chromophobe
Renal Cell Carcinoma with High-Grade Features: Can We Disregard the Grade? AJSP:
Reviews & Reports 2017;22: 282-285)

Tumorske ¢elije su pozitivne na slede¢e imunohistohemijske markere: CD117,
parvalbumin, bubreg specifi¢ni kadherin, CK7, a negativne na vimentin. Specifi¢na je
citoplazmatska pozitivnost tumorskih ¢elija na histohemijsko bojenje- Haleovo koloidno
gvozde (Slika 5) (1).

Klasi¢ni tip chRCC pokazuje gubitak hromozoma: Y, 1, 2, 6, 10, 13, 17 1 21, dok
eozinofilna varijanta moZe biti i bez genetskih promena. Ceste su somatske mutacije u
mitohondrijalnoj DNA. Prime¢ena je 1 mutacija TP53 i PTEN, kao i rearanZman u

promotoru TERT regiona (1).
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Slika 5. Imunohistohemijske i histohemijske karakteristike chRCC. A. Prisutna je difuzna
membranska imunopozitivnost na CK7 uz B. negativno bojenje na vimentin; i C. difuzna

citoplazmatska pozitivnost na Haleovo koloidno gvozde, uveéanja 200x i 400x.
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1.1.4. Onkocitom bubrega

Onkocitomi su benigni tumori bubrega i ¢ine oko 5-9% bubreznih neoplazmi (1). Obi¢no
su lokalizovani u korteksu, a opisani su i slucajevi sa Sirenjem u perinefriticno masno
tkivo, sa vaskularnom invazijom i metastazama (28). Onkocitomi su uglavnom jasno
ograniceni tumori, solidne ili solidno cisti¢ne grade, na preseku braon boje, sa centralnim
oziljavanjem, moguc¢im zonama krvarenja, ali retkom nekrozom (1). Morfologija
onkocitoma moze biti varijabilna. U klasi¢nim sluc¢ajevima, onkocitomi se sastoje iz
solidnih plaza i malih ostrvaca onkocitnih ¢elija u rastresitoj hipocelularnoj stromi.
Onkocitne ¢elije su relativno uniformnog izgleda, srednje veli¢ine, okruglog oblika, sa
eozinofilnom citoplazmom, relativno uniformnih jedara, sa malim, ali vidljivim
nukleolusima i moguc¢om binukleacijom (Slika 6A-B). Osim onkocita, u tumoru su
prisutni i onkoblasti i to uglavnom oko mesta makroskopski uocljivog centralnog oziljka.
Onkoblasti su ¢elije manje od onkocita, sa oskudnom eozinofilnom citoplazmom (1).
Nekada je moguce prisustvo atipi¢nih, bizarnih, pleomorfnih tumorskih ¢celija sa
hiperhromati¢nim nukleusima 1 mitozama, ali bez koagulacione nekroze, Sto je
karakteristi¢no za tzv. atipi¢ne onkocitome (aRO) (Slika 6C-D). Smatra se da su atipi¢ne
¢elije deo morfoloskog spektruma onkocitoma i da nemaju prognosti¢ki znacaj (29).
Budu¢i da su benigni tumori, onkocitomi se ne gradiraju i ne odreduju im se stadijumi.
Imunohistohemijski profil onkocitoma je varijabilan. Najve¢i broj je pozitivnan na
CD117, E-kadherin, S100A i CK, a negativni na CK7 (uz moguéu pozitivnost
pojedinacnih ¢elija). Negativni su na Haleovo koloidno gvozde (Slika 7) (1,21). Najcesca
genetska aberacija kod onkocitoma je gubitak hromozoma 1 (dela ili u celini), u
kombinaciji sa gubitkom Y hromozoma. Mogué je rearanzman 11ql3, translokacija
t(5;11)(q35;q13) 1 delecija hromozoma 14. Takode, prisutni su slu€ajevi sa normalnim

kariotipom (1).
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Slika 6. Makroskopske i histoloske karakteristike RO. A. Na popre¢nom preseku tumor
je braon boje, Cesto sa centralnim ozivljavanjem; B. Klasi¢ni tip ¢ine plaze eozinofilnih
¢elija u hipocelularnoj stromi; C. U atipi¢noj varijanti onkocitoma prisutne su tumorske
¢elije sa razlicitim stepenom ¢elijske atipije, uvelicanje 200x; D. Atipi¢ne tumorske ¢elije
su sa razlicitim stepenom pleomorfizma, obilne eozinofilne citoplazme, hiperhromati¢nih

nukleusa i prominentnih nukleolusa, uvelicanje 400x .
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Slika 7. Imunohistohemijske i histohemijske osobine RO. A-C. Difuzna negativnost
tumorskih ¢elija na imunohistohemijske markere CK7 i vimentin i histohemijsko Haleovo

kolidno gvozde.
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1.1.5. Karcinom sabirnih kanali¢a-Bellini

Karcinom sabirnih kanali¢a bubrega je maligni i veoma agresivan tumor bubrega, koji
poti¢e iz glavnih ¢elija bubreznih sabirnih- Belinijevih kanali¢a i ¢ini oko 1-2% svih
tumora bubrega (1). Karakteristicno je lokalizovan u meduli, bele je boje, solidne
konzistencije, nejasno ogranicen, infiltrativnog rasta, sa ¢estim Sirenjem u korteks i izvan
bubrega (Slika 8 A-B) (23). Tumor pokazuje tubularni, tubulopapilarni ili tubulocisti¢ni
rast, sa Sirenjem izmedu sabirnih kanali¢a, tubula, glomerula i dezmoplasticnom
reakcijom strome. Tumorske celije su pleomorfne, kubi¢ne ili kolumnarne, svetle,
eozinofilne ili granulirane citoplazme, nekada sa prisutnim mucinom u okolini (Slika 8
C-D). Nukleusi su prominentni, sa vidljivim nukleolusom (23). Ne postoje zvani¢ne
preporuke za gradiranje CDC. Ovaj tumor je veoma agresivan, budu¢i da vise od 70%
pacijenata u momentu dijagnoze bude u visokom stadijumu tumorsle bolesti, a Ceste su i
limfogene i hematogene metastaze (1). Tumorske ¢elije su imunohistohemijski pozitivne
na CK7, CK19, Pax8, a negativne na CK5/6, CK17, CD10, RCC marker, CD117, p63,
thrombomodulin i uroplakin 111 (Slika 8 E-F) (21). Budu¢i da je incidenca CDC u
populaciji veoma niska, detaljne genetske promene nisu dovoljno ispitane. Opisani su
gubici heterozigotnosti na razli¢itim hromozomima: 8p, 6p,9p,13q, 21q, monozomije
hromozoma 1,6,14,15 i 22, gubici hromozoma 4,14,18,22, kao i trizomije hromozoma
4,7,8,17,20. CDC retko mogu biti udruzeni sa genetskim oStecenjima SMARCBI1 gena
(INI2) (2).
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Slika 8. Makroskopske, histoloske i imunohistohemijske karakteristike CDC. A. Na
preseku tumor je bele boje, lokalizovan u meduli; B. Tumor ¢esto infiltrise ¢itav bubreg;
C. Tumorske ¢elije infiltrisu stromu izmedu glomerula, sa propratnom dezmoplazijom i
D. Mogu formirati tubulopapilarne i pseuglandularne sutrukture ispunjene mucinom,
uveliCanje 200x; E. Membranska imunopozitivnost tumorskih ¢elija na CK7 i F.

Nuklearna imunopozitivnost tumorskih ¢elija na Pax 8, uveli¢anje 200x.
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1.1.6. Multilokularna cistiéna renalna neoplazma niskog malignog potencijala

MLCRN-LMP su neoplazme cisticnog izgleda, koje ¢ine manje od 1% svih renalnih
tumora. Tumor se sastoji iskljuc¢ivo iz brojnih cisti razli¢itih veli¢ina, ispunjenih svetlim,
seroznim, zelatinoznim ili hemoragi¢nim sadrzajem, razdvojenim tankim septama (Slika
9A.)(1). Kriterijumi za dijagnozu su veoma precizni zbog moguc¢ih morfoloskih sli¢nosti
sa ccRCC, narocito onih sluéajeva ccRCC sa izrazenim cistiénim i regresivnim
promenama (Slika 9B). Ciste u MLCRN-LMP su obloZene jednim redom tumorskih
¢elija sa obilnom svetlom citoplazmom i malim nukleusima, bez nukleolusa, a veoma
retko su oblozene sa vise redova ovakvih Ccelija, mikropapilarnim formacijama,
eventualno sa manjim grupama tumorskih ¢elija u septama, medutim bez ekspanzivnih
tumorskih nodusa (Slika 9C-D). Prisustvo nekroze, vaskularne invazije ili sarkomatoidne
transformacije je inkompatibilno sa dijagnozom. Tumor se ne gradira i ne odreduje mu se
stadijum, ima odlicnu prognozu, bez do sada opisanih recidiva ili metastaza (1).
Imunohistohemijski profil tumorskih ¢elija je gotovo identi¢an onom u ccRCC: ¢elije su
pozitivne na Pax8 i CAIX, kao i u ccRCC (Slika 9E-F) (1). Smatra se da je MLCRN-
LMP genetski identican ccRCC, budu¢i da je u 25% tumora prisutna mutacija VHL gena,

kao 1 3p delecija u 74% slucajeva (1).
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Slika 9. Morfoloske i IHH karakteristike MLCRN-LMP i ccRCC sa cisticnim i
regresivnim promenama; A. Na preseku MLCRN-LMP je u potpunosti cistican, ispunjen
hemoragi¢nim i mucinoznim sadrzajem; B. Diferencijalno dijagnosticki slican je ccRCC
sa izrazenom cisticnom promenom, medutim, ovde se uocavaju solidna podrucja tumora,
zute boje; C. Ciste su u MLCRN-LMP obozene jednim redom celija svetle citoplazme. D.
ccRCC sa izrazenim regresivnim promenama u vidu hijalinizacije ili fibroze; E.
Membranska imunopozitivnost na CAIX; F. Nuklearna imunopozitivhost na PAX 8,
uveli¢anja 200x i 400x.
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1.2.  Diferencijalno dijagnosti¢ke i prognosti¢ke dileme u praksi

U svakodnevnoj klini¢ko-patoloskoj praksi ceste su diferencijalno-dijagnosticke dileme
medu razli¢itim tipovima tumora bubrega. Primer za to je diferencijalna dijagnoza RO i
chRCC, kao i ccRCC niskog gradusa, onih sa izrazenim cisticnim i regresivnim
promenama i MLCRN-LMP (31-33). Kada je re¢ o diferencijalnoj dijagnozi izmedu RO
I chRCC, radi se o dva tipa tumora koja mogu imati veoma slicne makroskopske i
histomorfoloske 0sobine, a biolosko ponasanje i prognoza su znacajno razli¢iti. RO je
benigni tumor sa odlicnom prognozom, a ChRCC je maligni tumor varijabilne prognoze,
sa mogucim Sirenjem izvan granica bubreznog parenhima i nastankom metastaza (34).
Pored klasi¢nih onkocitoma, neretko su prisutne razli¢ite morfoloske varijante RO (37—
41). Takode, opisana je i varijanta aRO, sa atipi¢nim morfoloskim karakteristikama, koja
diferencijalno dijagnosticki moze podsecati na chRCC ili druge maligne tumore bubreznih
¢elija. Medutim, kao i klasiéni RO, aRO ima dobru prognozu (28). Osim u morfoloskim
karakteristikama, RO i chRCC mogu se preklapati i u imunohistohemijskoj pozitivnosti
na brojne markere, kao $to su CD117, vimentin, RCCM i CD10. Dva markera koja se
najvise koriste u diferencijalnoj dijagnozi RO i chRCC su imunohistohemijsko bojenje na
CKT7 i histohemijsko bojenje na Haleovo kolidno gvozde, ¢ija pozitivna reakcija ukazuje
na chRCC (34,40). Medutim, nekada interpretacija Haleovog koloidnog gvozda moze biti
otezana i nepouzdana (34). ccRCC niskog gradusa i MLCRN-LMP mogu imati slicne
morfoloSke osobine, narocito ukoliko se radi 0 c¢ccRCC sa izrazenom cistiCnom
komponentom i regresivnim promenama u vidu fibroze i hijalinizacije (41-43). Oba tipa
tumora, CccRCC i MLCRN-LMP pokazuju gotovo identi¢nu ekspresiju
imunohistohemijskih markera. Cak se smatra da imaju zajedni¢ku genetsku osnovu (1).
Medutim, za razliku od ccRCC, koji se moZe metastazirati, do sada nisu zabelezeni
agresivni slu¢ajevi MLCRN-LMP (44). Budu¢i da se radi o neoplazmama razli¢itog
malignog potencijala, neophodno je ispitati nove imunohistohemijske i prognosticke
markere koji bi eventualno mogli pomo¢i u diferencijalnoj dijagnozi izmedu ovih tipova

bubreznih neoplazmi.
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1.3.  Genetske karakteristike tumora koje su bitne za patogenezu

Tumori bubreznih ¢elija mogu nastati kao posledica uticaja razlicitih genetskih faktora,
kao i1 poremecaja epigenetske regulacije (3). U najvecem broju sluc¢ajeva, RCT nastaju
sporadi¢no, medutim, manji broj se javlja u sklopu razli¢itih sindroma kao $to su VHL,
BHD, hereditarna leiomiomatoza ili nastaju u okviru poremecaja subjedinice sukcinat
dehidrogenaze B i D (SDHB, SDHD). Prethodne studije su pokazale da osobe sa
pozitivnom porodi¢nom anamnezom imaju dva puta veci rizik za nastanak karcinoma
bubrega (1).

Uticaj genetskih i epigenetskih faktora najvise je analiziran u karcinogenezi ccRCC. U
osnovi 85% sporadi¢nih ccCRCC nalazi se inaktivacija VHL gena lociranom na hromozomu
3p25. Inaktivacija VHL moze nastati usled njegove tackaste mutacije ili hipermetilacije
njegovog promotora. VHL protein regulise celijski odgovor na promene koncentracije
kiseonika. Lokalizovan je u citoplazmi, u kompleksu sa elonginom B i C, cullinom 2 i
Rbx, kao deo E3 ligaznog kompleksa. Ovaj kompleks ubikvitinizira razlicite proteine i

dalje ih usmerava na proteazomalnu degradaciju (45). (Slika 10)
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Slika 10. VHL i HIFa. U uslovima odgovaraju¢e koncentracije Kiseonika, regulatorni
molekul hipoksija inducibilni faktor-a (HIFa) je hidroksiliran serijom prolil hidroksilaza
(leva strana slike). Hidroksilirani HIFa se vezuje za VHLp/E3 ligazni enzimski kompleks,
HIFa se ubikvitinizira i dalje usmerava na proteazomalnu degradaciju, te je njegova
koncentraciju u uslovima normalne koncentracije kiseonika niska. Na desnoj strani slike
prikazan je poremecaj normalnog regulatornog procesa u sluc¢aju aberantne funkcije VHL.
U odusvu funkcionalnog VHL, E3 ligazni kompleks ne moze vezati HIFa, bez obzira na
njegovu hidroksilaciju. Ovo dovodi do nakupljanja HIFa u citoplazmi, dovodeéi do
dimerizacije sa stalno eksprimiranim HIFf. Ovaj kompleks se potom translocira u jedro i
vezuje za promotore gena koji kontroliSu sintezu proteina ¢elijskog odgovora na hipoksiju
(HRE): prekusora vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth
factor, VEGF), faktora rasta porekla trombocita (engl. platel disease growth factor,
PDGF), transformiSuceg faktora rasta a (engl. trombocite growth factor-a,TGF-a),

karbonske hidraze IX (engl. carbonic anhidrase, CA-1X), eritropoetina, glukoznog
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transportera-1 (engl. glocise transporter-1, GLUT-1) i drugih. U slu¢aju mutacije ili
hipermetilacije promotora VHLp, bez obzira na koncentraciju kiseonika, HIFa se ne
razgraduje 1 konstantno se eksprimira u visokom nivou u ¢eliji, §to uzrokuje kontinuiranu
sintezu VEGF, PDGF, and TGF i dovodi do nastanka ccRCC. HIFa, hipoksija-induciblni
faktor alfa; HIF, hipoksija inducibilni faktor beta; HRE, hipoksija responzivni elementi;
Ub, ubikvitin; VHL, von Hippel-Lindau. Modifikovano prema Peter E. Kidney Int 2009.

1.4. Epigenetska regulacija u patogenezi tumora bubreZnih ¢elija

Epigenetska regulacija genske ekspresije se postize bez promene u primarnoj
nukleotidnoj sekvenci DNK (4). Ove promene podrazumevaju metilaciju genskih
promotora, konformacione promene hromatina nastale usled modifikacije histonskih
proteina i regulaciju mikro RNK. Prisutne su tokom normalnog razvoja i diferencijacije
tkiva, a njihov poremecaj moze uticati na nastanak karcinoma bubrega (3,4,46).
Metilacija genskih promotora podrazumeva dodavanje -CH3 grupe na citozin na 5' kraj
unutar 5—C—fosfat—G—3' (CpG) ostrvaca DNK, pomocu enzima DNK
metiltransferaza (DNMTs) (3). Smatra se da je aberantna hipermetilacija genskih
promotora jedan od osnovnih epigenetskin mehanizama u kancerogenezi (4).
Posttranslaciona modifikacija (PTM) histonskih proteina je promena koja dovodi do
promena u izgledu hromatina, c¢ime se kontrolise dostupnost gena transkripcionim
faktorima. DNK je organizovana u nukleozome, koji se sastoje iz jezgra histonskih
oktamera H2A, H2B, H3 i H4, oko kog se obmotavaju po dva navoja DNK (Slika 11)
(47).
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DNK

Jezgro nukleozoma
(8 molekula histona i 146
nukleotidnih parova DNK)

Slika 11. Histonski proteini. Adaptirano prema:

https://columbiasciencereview.com/2015/04/11/an-incomplete-inheritance-new-

research-demonstrates-that-histone-proteins-can-carry-genetic-information/

Histonski proteini su sastavni delovi nukleozoma. Terminalni krajevi histonskih proteina
podlozni su kovalentnim modifikacijama, kao §to su acetilacija i metilacija. Ove
modifikacije su kriticne za regulaciju strukture hromatina. Kondenzovani hromatin
(heterohromatin) ¢ini visokokondenzovana, gusto obavijena DNK, koja onemogucéava
pristup transkripcionim faktorima, za razliku od relaksiranog, otvorenog hromatina
(euhromatin) koji otkriva genske sekvence i ¢ini ih dostupnim za transkripciju (Slika 12.)
(3). Acetilacija podrazumeva dodavanje acetil grupe na histonske proteine pomocu enzima
histon acetiltransferaza, sto dovodi do otvaranja kondenzovanog hromatina i olakSavanja
transkripcije gena (Slika 12A) (3). Efekti metilacije histona zavise od substrata i stepena
metilacije (mono-, di- ili trimetilacija), te mogu indukovati ili sprecavati transkripciju
gena (48) (Slika 12B).
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B cen Histonske rezidue

Histonske
rezidue

Acetil grupa Metil grupa

DNK dostupna, aktivna transkripcija gena DNK nedostupna, inaktivna transkripcija gena

Slika 12. Acetilacija i metilacija histona.

Modifikovano prema www.differencebetween.com.

Metilacija se vrsi histon metiltransferazama (HMT), a demetilacija histon demetilazama
(HDMT). Svojom aktivno§¢u HMT i HDMT vrse vaznu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa
i ¢elijske proliferacije, angiogeneze i ¢elijskog odgovora na hipoksiju. Studije su pokazale
da je kontrolom ovih enzima i reverzijom epigenetskih modifikacija moguce reaktivirati
tumor supresor gene ili suprimirati onkogene u ccRCC (48). Razliciti podtipovi RCT se
razlikuju u odnosu na stepen metilacije. Tako je metilacija H3K27 (H3K27mel/-me2/-
me3) zastupljenija u pRCC, nego u ccRCC, dok je visi nivo tri-metilacije H3K27
(H3K27me3) primecen kod onkocitoma. Takode, nivo metilacije korelirao je sa
tumorskim gradusom, stadijumom i prezivljavanjem (49).

Imajuéi u vidu da su procesi epigenetske regulacije reverzibilni, kao i da su razli¢iti tipovi
metilacija u korelaciji sa tipovima RCT, progresijom i prezivljavanjem, neophodno je
dalje ispitivanje metilacionih enzima i njihovog znacaja kao mogucéih dijagnostickih i
prognostickih markera. Na ovakav nacin uticalo bi se na razvoj potencijalne

personalizovane terapije kod pacijenata sa razli¢itim tipovima tumora bubreznih ¢elija.
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1.5. Familija protein arginin metil-transferaza

Protein arginin metil-transferaze (PRMT) vrse proces PTM, katalisuci prenos -CH3 grupe
sa S-Adenozilmetionina (Ado-Met), na argininske rezidue ciljnih proteina (5). Metilacija
arginina se vrSi na terminalnoj guanidino grupi nitrogena aminokiseline arginina i to u
vidu monometilacije (N® -monometilarginin), simetri¢ne dimetilacije (N, N'©
dimetilarginin-simetri¢no metilovani dimetil arginin) i asimetri¢ne dimetilacije (N®, N®
dimetilarginin-asimetri¢cno metilovani dimetil arginin) (5). Metilacija histona na
funkcionalnim proteinima ima vaznu ulogu u regulaciji transkripcije gena, popravke DNK
i regulaciji signalnih puteva (50). Poremecaji u funkciji PRMT udruZen sa nastankom
nekoliko tipova tumora, kao Sto su karcinomi pluca, dojke, prostate, debelog creva,

mokraéne besike i leukemija (51).

Porodica PRMT enzima se sastoji iz 11 ¢lanova (PRMT 1-11). PRMT enzimi se mogu
podeliti na tip I i tip II. Tip I PRMT ¢ine PRMT 1-2, PRMT 4, PRMT 6 i PRMT 8 koji
katalizuju dodavanje dve metil grupe na istu terminalnu nitrogen grupu arginina,
stvaraju¢i asimetri¢ni dimetil arginin (ADMA). Tip II PRMT ¢ine PRMT 5, PRMT 7,
PRMT 9 i PRMT 11, koji dodaju metil grupu na drugi terminalni nitrogen stvarajuéi
simetri¢ni dimetil arginin (SDMA) (52) (Slika 13). Eksperimenti na miSevima su pokazali
da inaktivacija pojedinih tipova PRMT proteina dovodi do razlicitih posledica u njihovom
razvoju, od zastoja u rastu (inaktivacija PRMT 3 i PRMT 4), pa do smrti embriona
(inaktivacija PRMT1)(52).
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kataliticki PRMT1

domen

PRMT2
PRMT3
PRMT4
PRMT5 (tipll)
PRMT6
PRMT7 (tiph)
PRMTS8
PRMT9 (tip 1l

PRMT11

Slika 13. Semtski prikaz familije PRMT. Gragicki prikaz 11 ¢lanova PRMT familije sa
osnovnim funkcionalnim karakterisikama svakog proteina. Svaki PRMT sadrzi
konzervativni kataliti¢ki domen. PRMT2 sadrzi SH3 domen, dok PRMT3 i PRMT9 sadrzi
cink prstaste domene (Zn). PRMT9 takode sadrzi F-kutiju (engl. F-box), dok PRMTS je
modifikovan miristoilacijom na njegovom N-kraju (modifikovano prema Nicholson TB,
Chen T and Richard S. Pharmacol Res. 2009).
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1.6. PRMT1

lako je metilacija proteina prvi put opisana 1968. godine, veéa paznja je posvecena
posttranslacionim modifikacijama tek nakon 1996. godine, kada je klonirana PRMT1
(14). Smatra se da je PRMT1 odgovorna za oko 85% celijske metiltransferazne aktivnosti
(52). PRMT1 gen se sastoji iz 12 kodirajucih egzona i postoji u 7 razli¢itih izoformi. Ove
izoforme variraju u N-terminalnoj sekvenci, molekularnoj tezini, u substratima, enzimskoj
aktivnosti, ¢elijskoj i tkivnoj lokalizaciji (Slika 14) (8,51,53,54).

PRMT1: | Exon 1a —| Exon 1b | | Exon 1c H Exon 1d |— Exon 2 |— Exon 3 H Exon 4 H Exon 5 HExon 6—12|

PRMT1v1: | Exon1d | Exon4 |- Exon5 [Exon 6-12)

PRMT1v2: | Exon1d | Exon2 | Exon4 |{ Exon5 [Exon 6-12|

PRMT1v3: I Exon 1d [ Exon 2 ‘ I Exon 3 H Exon 4 ]—| Exon 5 IExon 5-12|

PRMT1v4: | Exon 1c | Exon 4 H Exon 5 [Emn &12|

PRMT1v5: I Exon 1d [ Exon 2 H Exon 3 [ Exon 4 H Exon 5 [Exon 6-12|

PRMT1v6: | Exon4 || Exon5 [Exon6-12|

PRMT1v7: | Exon1d | Exon 5 [Exon 6-12|

Slika 14. Razli¢ite izoforme PRMT1. Prema Baldwin i sar. World J Biol Chem 2014.

PRMT1 ekspresija je uo¢ena u mnogim organima: bubregu, kozi, duodenumu, pankreasu,
plu¢ima, dojci, placenti, testisu, prostati (55). Poremecaj u ekspresiji PRMT1 uoceni su u
razli¢itim malignim tumorima, kao $to su karcinomi zeluca, plu¢a, mokraéne besike,
debelog creva, dojke, akutnoj limfoblastnoj leukemiji i gliomima (9,10,13-15,53,56).
Povecana ekspresija PRMT1 korelirala je sa progresijom karcinoma debelog creva i
nesitnocelijskih karcinoma pluca (53,57). Sa druge strane, prezivljavanje pacijenata sa
karcinomom Zeluca i niskom PRMT1 expresijom je bilo loSije u poredenju sa grupom
pacijenata koji su imali visoku PRMT1 ekspresiju (9). Ovakve studije ukazuju da PRMT1
moze imati razli¢itu funkciju u zavisnosti od organa. Ekspresija PRMT1 nije ispitivana u

tumorima bubrega.
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1.6.1. EMTiPRMT1

Smatra se da je EMT reverzibilan proces, precizno regulisan brojnim transkripcionim

faktorima i signalnim putevima, kao $to su Wnt/B-katenin EMT, TGF-f i HIF1 signalni

put (58). Takode, pokazano je da sva tri mehanizma epigenetske regulacije: DNK

metilacija, modifikacija histona i regulacija miRNK, uti¢u na proces EMT (59). EMT se

odlikuje smanjenom ekspresijom E-kadherina, aberantnom ekspresijom N- kadherina i

koaktivacijom razli¢itih transkripcionih faktora, kao $to ZEB, Twist, Snail, i Slug (Slika

15) (58).

Epitelne celije

Epitelni markeri

Citokeratini
E-kadherin
Okludini
Laminin 1
Klaudini

Zona okludens

Regulatori

TGF-B, Wnt, EGF, VEDF,

P13K/AKT signalni putevi Mezenhimalne celije

EMT ‘
‘ MET

TWIST, ZEB, Slug, Snail,
E12/E47 transkripcioni
faktori

Mezenhimalni markeri

Fibroblast-specifi¢ni
protein 1

N-kadherin

Fibronektin

Vimentin

P-kadherin

Matriks metaloproteinaze

Slika 15. Pojednostavljeni prikaz EMT. Modifikovano prema Q Xu i sar. Cell Death Dis

2016.

32



E-kadherin je transmembranski glikoprotein koji posreduje u kalcijum zavisnoj
meducelijskoj adheziji kroz homofilnu interakciju preko NH2 terminalnog ektodomena.
Intracelularni domen E-cadherina je COOH- terminalni domen kojim se vezuje za B-
katenin, a potom se oba vezuju za a-catenin i aktinski citosklelet, sto omogucava stabilnu
meducelijsku adheziju (60). B-katenin ima centalnu ulogu u WNT/B-EMT signalnom
putu, neophodnom za pravilan embrionalni razvoj. Aberantna aktivacija WNT/B-EMT
signalnog puta pokazana je u mnogim karcinomima (61). PRMT1 je novi regulator
WNT/B katenin-EMT signalnog puta (62). Pokazano je da svoju ulogu regulatora procesa
EMT PRMT1 obavlja kroz metilaciju ZEB1 i TWIST1 transkripcionih faktora (15).

Medutim njihova interakcija nije ispitivana u tumorima bubrega.
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1.6.2. ZEB1iPRMT1

ZEB1 je transkripcioni faktor prisutan u tkivu pankreasa, jetre, ovarijuma, mokra¢ne
besike i uterusa, ali je njegova funkcija jo§ nedovoljno ispitana. Aberantna ekspresija
ZEB1 moze indukovati tumorsku invaziju i nastanak tumorskih metastaza kroz proces
EMT (63). Sa svoja dva NH2- i COOH- kraja vezuje se za sekvence (CAACCTG) na
ciljnom genu DNK. Izmedu ova dva kraja nalaze se homeodomeni koji se aktiviraju u

meduproteinskim interakcijama (Slika 16.) (64).

CBD ZFD SID HD CID ZFD

v, [ B B coo
. Ti»T > ’ T >

Slika 16. Modifikovani Sematski prikaz ZEB1 proteina sa homeodomenima i krajevima

za DNK vezivanje. Zhang P i sar. Cell Cycle 2015.

ZEBL1 se smatra glavnim supresorom E-kadherina i jednim od klju¢nh regulatora EMT u
karcinomima pluc¢a (65). Pokazano je da aberantna ekspresija ZEB1 u karcinomima
endometrijuma i cerviksa uti¢e na njihovu progresiju (64,66,67). U karcinomima dojke
PRMTL1 vrsi metilaciju H4R3me2as na promotoru ZEB1 gena, sto indukuje transkripciju
ZEB1 proteina i utice na smanjenu ekspresiju E-kadherina i povecanu ekspresiju
mezenhimalnih markera. Na taj na¢in ZEB1 uti¢e na EMT i dovodi proliferacije ¢elija
karcinoma dojke. Takode, potvrdeno je da utiSavanjem gena za ZEB1, dolazi do smanjene
ekspresije mezenhimalnih markera, kao i smanjenih migratornih i invazivnih sposobnosti
tumorskih celija, indukovanih preko PRMT1(15). Poredenje ekspresije ZEB1 i PRMT1

u tumorima bubrega joS§ nije ispitivana.
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1.6.3. RUNX1iPRMT1

RUNX1 pripada RUNX familiji transkripcionih faktora, koju ¢ine jo§ RUNX2 i RUNX3
(Slika 17). RUNX1 se eksprimira tokom hematopoeze, razvoja kostiju, hrskavice,
nervnog sistema, mlecne zlezde, misi¢a i folikula dlake (68). Poremecaj RUNXI1
ekspresije je uocen u leukemijama i mnogim solidnim tumorima. U zavisnosti od tipa
solidnog tumora, RUNX1 moze funkcionisati kao tumor supresor ili onkogen (68-71).
Tako u karcinomima dojke, ezofagusa i tumorima gastrointestinalnog trakta RUNX1
moze funkcionisati kao tumor supresor, a u invazivnom karcinomu endometrijuma, koze,
glave i vrata, prostate, debelog creva i rektuma kao onkogen (69,71). Nedavno
istrazivanje je pokazalo udruzenost pove¢ane RUNX1 ekspresije i pola, visokog gradusa
i stadijuma tumorske bolesti kod pacijenata sa ccRCC (72). Pokazano je da se tokom
smanjenja RUNX1 ekspresije u kulturama epitelnih ¢elija dojke aktivira TGFp EMT
signalni put, te dolazi do smanjene E-kadherin i poveéane N-kadherin i vimentin
ekspresije, sto RUNXI1 ¢ini odgovornim za o¢uvanje Celijskog epitelnog fenotipa (73).
Funkcija RUNX1 moze biti regulisana PTM i meduproteinskim interakcijama. Pokazano
je da PRMT1 wvrsiti metilaciju RUNX1 i funkcioniSe kao njegov transkripcioni
koaktivator (18). Analiza ekspresije PRMT1 i RUNXI jo§ nije ispitivana u tumorima
bubrega.
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Slika 17. Proteinski domeni unutar RUNX faktora i njihova struktura. RHD (Runt
homologni domen, DNA i CBF - B vezujuc¢i domeni), nuklearni lokalizujuéi signal
(NLS), NMTS (nukleus matriks target signal), aktivacioni domen (AD), inhibitorni domen

(ID), QA domen (poliglutamat-alanin bogat domen). Adaptirano prema Hong D i sar J
Cell Physiol. 2018.
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1.6.4. TWIST1 | PRMT1

TWIST1 je transkripcioni faktor, koji pripada porodici baznih heliks-loop-heliks proteina
(bHLH) (Slika 18). TWIST1 ima viSestruku ulogu regulatora embriogencze,
organogeneze, angiogeneze, apoptoze, senescencije i karcinogeneze (74). Uloga TWIST1
u karcinogenezi je do sada najviSe opisana kroz proces EMT. Pokazano je da TWIST1
indukuje N-kadherin ekspresiju i direktnim vezivanjem za promotor E-kadherin gena
smanjuje njegovu ekspresiju (74). Povecana ekspresija TWIST1 je primeéena u
invazivnim karcinomima dojke, mokraéne beSike, plu¢a, bubrega, debelog creva,
ovarijuma, zeluca, jetre, pankreasa, prostate, glave i vrata, skvamocelularnim karcinomom
jednjaka i udruzena je sa loSom prognozom (75). Pokazano je da su povecana ekspresija
TWISTL i njegova citoplazmatska lokalizacija udruzeni sa visim nuklearnim gradusom,
stadijumom i loSijim prezivljavanjem pacijenata sa razli¢itim tipovima RCC (76,77).
PRMTL1 aktivira TWIST1 metilacijom arginina 34, usled ¢ega dolazi do E-kadherin
supresije u nesitnocelijskim karcinomima pluc¢a. UtiSavanjem gena za PRMT1 u istom
tipu ¢elija, inhibira se EMT (14). Poredenje ekspresije PRMTL1 i TWIST1 do sada nije

Ispitivano u tumorima bubrega.

NH2
terminus

NLS1 | NLS2 bazni | \ HLA-vezujuci domen Twist box
Serd2 Sert8 Thr Ser

Slika 18. Sematski prikaz TWIST1 gena. Modifikovano po Dobrian AD. Front
Endocrinol, 2012.
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2. Ciljevi

1. Ispitivanje ekspresije PRMTL1 i njenih ko-efektora ZEB1, RUNX1 i TWIST1 u
razli¢itim histoloSkim tipovima tumora bubreznih c¢elija (ccCRCC, pRCC, chRCC,
onkocitomima, CDC i MLCRN-LMP).

2. Poredenje ekspresije PRMT1, ZEB1, RUNXL i TWIST1 sa demografskim i
epidemioloskim karakteristikama pacijenata - pol, starost i prezivljavanje, kao i
prognostickim parametrima tumora bubrega - nuklearnim gradusom, stadijumom

tumorske bolesti i dimenzijama tumora.

3. Ispitivanje dijagnostickog i prognostickog znacaja imunohistohemijske ekspresije
PRMT1 i ZEB1 u ccRCC niskog nuklearnog gradusa (nuklearni gradus I i Il po
WHO/ISUP) i MLCRN-LMP, kao i izmedu chRCC, klasi¢nih RO i aRO.

4. Korelacija ekspresije PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWIST1 sa ekspresijom markera
WNT/B- EMT signalnog puta: N-kadherinom, E-kaderinom i B-kateninom u razli¢itim

histoloskim tipovima tumora bubrega.

5. Ispitivanje iIRNA PRMT1 ekspresije u najces¢im karcinomima bubreznih ¢elija:
ccRCC, pRCC i1 chRCC i okolnom netumorskom bubreznom parenhimu, kao i poredenje
sa prognostickim parametrima tumora bubrega - nuklearnim gradusom, stadijumom

tumorske bolesti i dimenzijama tumora.

6. Analiza hromozomskih aberacija aRO FISH metodom i poredenje sa PRMT1 i
ZEB1 IHH ekspresijom.
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3. Materijal i metode

3.1.  Uzorci tumora i karakteristike pacijenata

U prvom delu istrazivanja, koriS¢en je arhivski materijal (parafinske kalupe) Klinike za
urologiju, Klinickog Centra Srbije (KCS) i Medicinskog fakulteta u Beogradu. Uzorak su
¢inili reprezentativni sluc¢ajevi dijagnostikovani od 1. januara 2010. - 31. decembra 2016.
godine. Studija je obuhvatila 120 slu¢ajeva ccCRCC, 28 pRCC (7 tip I i 21 tip II), 28
chRCC, 25 onkocitoma, 7 CDC i 5 MLCRN-LMP pacijenata Klinike za urologiju.
Parafinski kalupi u ovom delu istrazivanja korisc¢eni su za formiranje tkivnog mikroniza
(TMN). U cilju validiranja metodologije koris¢ene u ovoj sudiji i potvrde dobijenih
rezultata na TMN, Koris¢eni su odgovarajuc¢i konvencionalni, celi preseci 45 slucajeva
koris¢enih u TMA. Ova grupa je ukljucivala 15 ccRCC, 3 pRCC I, 7 pRCC 11, 10 chRCC
i 10 RO. S obzirom na rezultate dobijene analizom TMN, detaljna distribucija
imunohistohemijske ekspresije PRMT1 i ZEB1 bila je analizirana na celim presecima
kalupa. Uzorke je ¢inio arhivski materijal Odeljenja za patologiju, Univerzitetske bolnice
u Plzenu, Ceska, kao i Klinike za urologiju, KCS. Koriéeni su reprezentativni slu¢ajevi
dijagnostikovani od 1996-2017. godine. U ovom delu studije, bili su analizirani celi
preseci 19 niskogradusnih ccRCC, 17 MLCRN-LMP, 27 chRCC, 25 klasi¢nih i 15
atipi¢nih onkocitoma (aRO), od kojih su svi slu¢ajevi niskogradusnih ccRCC, 5 MLCRN-
LMP, 12 chRCC i 10 klasi¢nih onkocitoma dijagnostikovani na Klinici za urologiju, KCS,
dok je 12 MLCRN-LMP, 15 chRCC, 15 klasiénih onkocitoma i 15 aRO, bilo
dijagnostikovano na Odeljenju za patologiju, Univerzitetske bolnice u Plzenu, Ceska. Celi
preseci su bili kori$¢eni kako bi se preciznije i tacnije analizirala distribucija PRMTL i
ZEB1 imunohistohemijskih markera u diferencijalnoj dijagnozi RO i chRCC, kao i
niskogradusnih ccRCC i MLCRN-LMP. Deskriptivne karakteristike svih pacijenata i
histopatoloske karakteristike tumora koris¢enih u studiji predstavljene su u Tabelama 5.
i 6.
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Tabela 5. Deskriptivne karakteristike pacijenata i histopatoloske karakteristike tumora, TMN.

Histopatoloski tipovi, N (%)

ccRCC pRCCI1 pRCCIlI chRCC RO CDC  MLCRN-LMP Ukupno
N (%) 120 (57.7) 7 (3.4) 16 (7.7) 28(13.5) 25(12.0) 7 (3.4) 5(2.3) 208 (100)
Starost, sv £SD (g) 61.6£9.05 704 +11.01 62.6£10.8 58.3+13.2 58.5£12.5 52.7+10.7 51.8¢15.9 60.7+10.7
Pol N (%)
Muskarci 79 (65.8) 6 (85.7) 10 (62.5) 15(53.6) 12(48.0) 6(85.7) 4 (80.0) 132 (100)
Zene 41 (34.2) 1(14.3) 6 (37.5) 13(46.4) 10(40.0) 1(14.3) 1 (20.0) 73 (100)
Veli¢ina tumora, sv+SD (mm) 69.9+43.8 78.3+46.3 74.8+22.7 65.4+28.8 54.2+29.5 66.4+29.7 49.2+12.1 68+38.2
Gradus N (%)
I 21 (17.5) 2 (28.6) 0(0.0) 23 (100)
I 68 (56.7) 5(71.4) 8 (50.0) 81 (100)
I 18 (15.0) 0(0) 4 (25.0) N/D N/D N/D N/D 22 (100)
\Y 13 (10.8) 0 (0) 4 (25.0) 17 (100)
Stadijum N (%)
pT1 58 (48.3) 4 (57.1) 5(31.3) 13(46.4) 80 (100)
pT2 13 (10.8) 1(14.3) 3(18.8) 3(10.7) 20 (100)
pT3 38 (31.7) 2 (28.6) 7 (43.8) 10(35.7) N/D N/D N/D 57 (100)
pT4 11 (9.2) 0 (0) 1(6.3) 2(7.1) 14 (100)
Pracenje, prosek (meseci) 41.7 50.3 41.9 49.3 54.4 36.1 74.8 44.2
Smrt udruZena sa boles¢u N (%) 39 (81.2) 0(0.0) 5(10.4) 2(4.1) 0 (0) 2(4.1) 0 (0) 48 (100)

Skracenice: ccRCC-svetlocelijski karcinomi bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija, tip I; pRCC 11- papilarni karcinom

bubreznih ¢elija, tip Il; chRC- hromofobni karcinom bubreznih ¢elija; RO- renalni onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanali¢a; MLCRN-

LMP- multilokularna renalna cisticna neoplazma niskog malignog potencijala; sv- srednja vrednost; N-broj; N/D- nije dostupno.
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Tabela 6. Deskriptivne karakteristike pacijenata i histopatoloske karakteristike ccRCC, MLCRN-LMP, chRCC, RO i aRO na celim presecima.

Histopatoloski tipovi, N (%)

ccRCC MLCRN-LMP chRCC RO aRO Ukupno
N (%) 19 (18.4) 17 (16.5) 27 (26.2) 25(24.3) 15(14.6) 103 (100)
Starost, sv+=SD 58.6+10.2 57.5+18.5 67.5£10.3 65.0+9.8 65.0+18.1 62.3+£15.2
Pol
Muskareci 9(16.1) 13(23.2) 15(26.8) 12(21.4) 7(125) 56 (100)
Zene 10 (4.7) 4(8.5) 12 (25.5) 1327.6 8 (17.0) 47 (100)
Veli¢ina tumora, sv=SD 53.5+25.7 44.8+19.3 59.0+43.3 42.3+17.4 56.8+30.3 51.2+30.1
Gradus N (%)
Niski 19 (70.4) N/D 8(29.6) N/D N/D 27 (100)
VisokKi 0 (0.0) 9 (100) 9 (100)
Nepoznato 0 (0.0 10 (100) 10 (100)
Stadijum N (%)
Niski 14 (51.7) N/D 13 (48.3) N/D N/D 27(100)
VisoKi 15 (68.2) 7 (31.8) 22 (100)
Nepoznato 0 (0.0) 7 (100) 7 (100)

Skracenice: ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; MLCRN-LMP- multilokularna cisti¢na renalna neoplazma niskog malignog potencijala;
chRCC- hromofobni karcinom bubreznih ¢elija; RO- renalni onkocitom; a-atipi¢ni; sv- srednja vrednost, SD, standardna devijacija; N- broj; N/D, nije

dostupno
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3.2.  Patoloski evaluacioni kriterijumi

Potvrda patohistoloske dijagnoze razlicitih tipova RCT ucinjena je na 0snovu
Klasifikacije tumora urinarnog sistema i muskih genitalnih organa Svetske zdravstvene
organizacije, 2016. (engl. World Health Organisation-WHO Classification of Tumors of
the Urinary System and Male Genital Organs, 2016). TMN su ¢inili slede¢i podtipovi
RCT: 120 (57.7%) ccRCC, 7 (3.4%) pRCC I, 16 (7.7%) pRCC 11, 28 (13.5%) chRCC, 25
(12.0%) RO, 7 (3.4%) CDC i 5 (2.3%) MLCRN-LMP. U cilju validiranja metodologije i
potvrde dobijenih rezultata na TMN, koris¢eni su odgovarajuc¢i konvencionalni, celi
preseci 45 slucajeva koris¢enih u TMN. Ova grupa je ukljucivala 15 (33.3%) ccRCC, 3
(6.7%) pRCC I, 7 (15.6%), 10 (22.2%) chRCC i 10 (22.2%) RO. ccRCC i pRCC su
izdvojeni prema razli¢itom nuklearnom gradusu. Sedam ccRCC je bilo niskog gradusa,
osam slucajeva je bilo visokog gradusa, ukljuuju¢i jedan sa sarkomatoidnim
karakteristikama. Takode, analizirano je po pet slucajeva niskog i visokog gradusa pRCC.
chRCC i RO su nasumi¢no odabrani. Grupa uzoraka kod kojih su koriséeni iskljuc¢ivo celi
preseci obuhvatila je 19 (18.4%) slucajeva niskogradusnih ccRCC, 27 (26.2 %) chRCC,
17 (16.5%) MLCRN-LMP, 25 (24.3%) klasi¢nih RO i 15 (14.6%) aRO. U zavisnosti od
tipa, slucajevi su evaluirani u odnosu na nuklearni gradus, stadijum i veli¢inu tumora.
Nuklearni gradus za ccRCC i pRCC je odredivan na osnovu WHO/ISUP, 2016 (1).
Tumorski stadijum je odredivan prema osmom izdanju TNM (engl. tumour node
matastasis) klasifikacije AJCC (engl. American Joint Commission on Cancer, 8" edition)
(20). Nuklearni gradus nije odredivan za chRCC, buduci da ne postoje zvani¢ne
WHO/ISUP preporuke. Nuklearni gradus i tumorski stadijum nisu odredivani za RO i
MLCRN-LMP, buduc¢i da je RO benigni tumor, a MLCRN-LMP je prema preporukama
WHO, 2016. grani¢na lezija, niskog malignog potencijala (1). Podaci o Klinicko
patoloskim parametrima: godine, pol i veli¢ina tumora (maksimalni dijametar tumora)
uzeti su iz finalnih patohistoloskih izvestaja. Podaci o pracenju pacijenta, ukljucujuci
vreme izmedu operacije i ishoda, ili datuma zadnje posete, bili su preuzeti iz istorije

bolesti.
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3.3.  Konstrukcija tkivnog mikroniza

TMN je konstruisan ru¢no. Od svakog dijagnostikovanog slucaja izdvojena je po jedna
reprezentativna hematoksilin-eozin (H&E) bojena plocica. Buduc¢i da TMN cilindri sadrze
mali uzorak tkiva, postojala je moguénost variranja rezultata u odnosu na ceo presek usled
intratumorske heterogenosti imunohistohemijskog bojenja. Za $to verniju aproksimiraciju
dobijenih rezultata na TMN u odnosu na konvencionalni presek, uzorkovano je po 3
cilindra iz razli¢itih regija svakog tumora, prema vazecoj preporuci (78). Na svakoj H&E
plocici su flomasterom oznacena tri tipicna mesta u tumoru sa najveéim gradusom
(sredina tumora, deo prema zdravom tkivu i deo izmedu njih), sa kojih su se iz
odgovarajuceg parafinskog kalupa (kalup davalac), iglom unutrasnjeg promera 1,2 mm
uzela po tri tkivna cilindra za formiranje tkivnog mikroniza. Cilindri su bili rasporedeni u
donorske parafinske kalupe, u 8 redova i 10 kolona, uz dodatna 3 cilindra (uzorci zdravog
bubreznog parenhima), koji su bili postavljeni kao pozitivne kontrole za
imunohistohemijsko bojenje i orijentaciju uzorka. Takode, za svaki slucaj bio je uzet po
jedan cilindar netumorskog tkiva korteksa i tkiva medule. Po formiranju pojedina¢nog
TMN, u metalni kalup se izlio te¢ni parafin iz kojeg se, posle hladenja, na mikrotomu
najpre nacinio presek za H&E bojenje, kojim se kontrolisalo da li uzorak odgovara
planiranom (Slika 19). Potom su se preseci debljine 5 mikrometara stavljali na

mikroadhezivne ploc€ice i dalje bili koriSé¢eni za imunohistohemijsko bojenje.
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Slika 19. TMN i kontrolna H&E plocica.
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3.4.  Imunohistohemijska analiza

Preseci TMN i celi preseci parafinskih kalupa su deparafinizirani na 60°C, u trajanju od
20 minuta i rehidrirani u alkoholima sa opadaju¢om koncentracijom (100%, 96%, 70%) u
trajanju od 2x4 min, nakon c¢ega su ostavljeni u destilovanoj vodi tokom 5 min.
Demaskiranje antigena je uc¢injeno u vodenom kupatilu na 37°C, kuvanjem tkivnih
preseka u citratnom puferu (pH=6.0), u trajanju od 20 minuta. Endogena peroksidaza i
nespecificno bojenje je bilo blokirano sa 3% H202, u trajanju od 20 minuta na sobnoj
temperaturi. Tkivni preseci su 1 sat inkubirani na sobnoj temperaturi sa primarnim
antitelima (Tabela 7). Plo¢ice su 30 minuta inkubirane sa Envision ™ FLEX/HRP (K4063,
Dako, Denmark) kitom. Za vizuelizaciju bojenja koris¢en je 3, 3'-diaminobenzidine
(DAB), a kontrastiranje je u¢injeno Majerovim hematoksilinom. Na kraju, slajdovi su bili
dehidrirani u etanolu, o¢is¢eni u ksiololu i prekriveni medijumom za pokrivanje. Zdravo
tkivo bubrega je koriS¢eno kao pozitivna kontrola bojenja, a zamena primarnog antitela

fosfatnim puferom koriscena je kao negativna kontrola.

Tabela 7. Imunohistohemijska antitela koris¢ena u analizi.

Primarno antitelo (klon) Poreklo RazblaZenje Proizvodac
1. PRMT1 (ab92299) ze¢je-monoklonalno  1:200 Abcam
2. ZEB1 (HPA027524) zetije-poliklonalno  1:500 Sigma Aldrich
3. RUNX1 (sc-365644) misije-monoklonalno 1:50 Santa Cruze
4. TWIST1 (ABD29) zecije-poliklonalno  1:100 Merck Millipore
5. E-kadherin (spm471) misije-monoklonalno 1:100 Santa Cruze
6. N-kadherin (6D11) zecije-poliklonalno  1:100 Dako
7. B-katenin (B-katenin I) misije-monoklonalno 1:100 Dako
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3.4.1. Analiza imunohistohemijskog bojenja na TMN presecima

Imunohistohemijski obojene ploc¢ice TMN bile su analizirane svetlosnim mikroskopom
na prisustvo PRMT1, ZEB1, RUNX1, TWIST1, E-kadherin, N-kadherin i B-katenin
imunohistohemijskih markera u tumorskom tkivu. PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWIST1
ekspresija evaluirana je i u okolnom netumorskom renalnom parenhimu. Sledeca bojenja

su smatrana validnim:

e nuklearno bojenje za PRMT1, ZEB1 i RUNX1 citoplazmatsko i/ili nuklearno
bojenje za TWIST1

e membransko za N- i E-kadherin

e [-katenin membransko bojenje smatrano kao ocekivano, a nuklearno i/ili

citoplazmatsko je smatrano kao aberantno

Intenzitet imunohistohemijskog bojenja PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWIST1 odredivan je

kao:
e 1+, slabo;
e 2+, Uumereno;
e 3+, jako.

Na TMN, slucaj se smatrao pozitivnim ukoliko je vise od 5% tumorskih celija
eksprimiralo imunohistohemijski marker (fokalno ili difuzno), najmanje slabog
intenziteta i u jednom cilindru. Ukoliko je manje od 5% tumorskih ¢elija bilo pozitivno,
slu¢aj je smatran negativnim. Slu¢ajevi sa uniformnom difuznom IHH ekspresijom na
svim cilindrima bili su klasifikovani kao homogeno pozitivni, dok su slucajevi sa manje
od 5% tumorskih ¢elija na svakom od tri cilindara bili homogeno negativni. Sluc¢ajevi sa
razli¢citom imunopozitivnoséu medu cilindrima su Kklasifikovani kao heterogena
imunopozitivnost. Na slu¢ajevima celih preseka pozitivnost manja od < 50% tumorskih
¢elija se smatrala fokalnom, a slucajevi sa > 50% pozitivnih ¢elija su smatrali difuzno

pozitivnim.
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Rezultati imunohistohemijskog bojenja PRMT1, RUNX1, ZEB1 i TWIST1 na TMN bili

su analizirani u odnosu na:
histoloski tip tumora

histopatoloske prognosticke parametre ispitivanih tumora (nuklearni gradus, stadijum

tumorske bolesti i dimenzije)
epidemioloske karakteristike (pol, starost i prezivljavanje),

u odnosu na ekspresiju markera EMT/WNT- katenin signalnog puta: E-kadherin, N-

kadherin, B-katenin.

3.4.2. Analiza imunohistohemijskog bojenja na celim presecima

U cilju potvrde dobijenih rezultata na TMN, Kkoris¢eni su odgovarajuc¢i konvencionalni,
celi preseci slucajeva koris¢enih u TMN. Analizirano je da li homogeno negativno ili
pozitivno PRMT1 i ZEB1 bojenje na TMN odgovara istom obrascu ekspresije u

subkapsularnom, centralnom ili perifernom delu celih preseka.

Nezavisno od slucajeva koris¢enih u TMN, na celim presecima ccRCC niskog gradusa i
MLCRCN-LMP ispitivana je ekspresija PRMT1.

Nezavisno od slu¢ajeva koris¢enih u TMN, na celim iseccima klasi¢nih RO, aRO i chRCC
ispitivana je ekspresija PRMT1 i ZEBL.

Immunohistohemijsko bojenje svih markera je evaluirano bez prethodnog znanja o ishodu
pacijenta ili drugim klini¢ko-patoloskim podacima. Obojene plo¢ice su bile analizirane
koris¢enjem svetlosnih mikroskopa BX50 i BX53, a reprezentativna bojenja fotografisana
su DP70-CCD i DP12-CCD kamerama (Olympus, Nemacka).
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3.5. lzolacija iRNK i gRT-PCR analiza IRNK PRMT1 ekspresije

Svezi uzorci tumorskog tkiva i okolnog netumorskog bubreznog parenhima uzorkovani
su tokom operacije, trenutno smrzavani u tecnom azotu, a potom cuvani na -80°C. U
analizi su koriséeni uzorci 5 ccRCC, 2 pRCC i 1 chRCC, sa okolnim netumorskim
bubreznim parenhimom, koji su analizirani u triplikatima. Za tkivnu lizu koriséen je lizni
puffer u tkivnom lizeru — engl. Lyser LT Adapter-u (Qiagen, Velika Britanija) u trajanju
od 5 minuta. Za ekstrakciju RNK, a prema protokolu proizvodaca, koriséeni su sledeci
reagensi: TRIzol Reagens (Takara, Siga, Japan) i Minipipet angio Kit (Isto, Takara). Za
merenje koli¢ine izolovane RNK koris¢en je NanoDrop 2000 spektrofotometar (Thermo
Scientific, Germany). 100 ng od totalne kolicine RNK digestirano je sa DNaza |
reagensom (Sigma Aldrich, Velika Britanija) i koris¢eno za sintezu komplementarne
DNK (engl. Complementary, cDNK) uz koris¢enje Super Script Il Reverzne Trankriptaze
(Life Technologies, Germany). Za gRT-PCR, razblazena cDNK (1/10) je bila koris¢ena
kao matrica za Fast SYBR Green Master Mix (Life Technologies, Germany).
Amplifikacija i umnozavanje uradeno je na Run on Step One Plus Real-Time PCR
Sistemu (Applied Biosystems, Sjedinjene Americke Drzave) u totalnoj reaktivnoj smesi
od 20 pL. Prajmeri za PRMT1 gen (forward, 5'-ATCTCGCACCACACCTTCTA-3';
reverse, 5'-CGGTATAGATGTCCACCTCCTTTATG -3"), bili su poru¢eni od Primer

Design (Termo Fisher Scientific, Sjedinjene Americke Drzave).

3.6. TCGA i GTEXx kohorta

Nivoi iRNA PRMTL1 izrazeni u FPKM (engl. Fragment Per Kilo Base Million)
vrednostima 877 uzoraka u TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas) kohorte i 32 uzorka
normalnog tkiva iz GTEx (engl. Genotype-Tissue Expression) kohorte preuzeti su sa
Human Protein Atlas portala (https://www.proteinatlas.org/) u Aprilu 2019. Klini¢ko
patoloski podaci pacijenata su preuzeti sa TCGA (79). Spojeni podaci su dostupni u Excel

verziji u prilogu doktorata. Tabela 8 sadrzi deskriptivne karakteristike pacijenata iz grupe
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TCGA. Kod 528 (60.1 %) pacijenata dijagnostikovan je ccRCC; pRCC je dijagnostikovan
kod 285 (23.5%) i 64 (7.3%) je imalo chRCC. iRNA PRMT1 nivo ekspresije je bio
analiziran u tumorskom i netumorskom renalnom parenhimu. Takode, IRNA PRMTL1 nivo
ekspresije u ccRCC, pRCC i chRCC bio je poreden sa tumorskim stadijumom, dok je
gradus tumora bio dostupan samo za ccRCC.

Tabela 8. Karakteristike pacijenata analiziranih u TCGA kohorti

Histopatoloski tipovi RCC u TCGA kohorti, N (%)

ccRCC pRCC chRCC Ukupno
N (%) 528 (60.2) 285(32.5) 64(7.3) 877 (100)
Godine, sv £SD (godine) 60.1+12.1 61.7+11.9 51.6+13.9 60.2t12.4
Pol, N (%0)
Muskarci 344 (58.2) 209 (35.4) 38(6.4) 591 (100)
Zene 184 (64.3) 76 (26.6) 26 (9.1) 286 (100)
Gradus, N (%)
| 11 (2.1) 11 (100)
1 209 (39.6) N/D N/D 209 (100)
i 198 (37.5) 198 (100)
v 71 (13.4) 71 (100)
N/A 39 (7.4) 39 (100)
Stadijum, N (%)
I 249 (55.7) 179 (40.0) 19 (4.3) 447 (100)
I 64 (53.8) 30 (25.2) 25 (21.0) 119 (100)
11 173 (70.3) 55 (22.3) 18 (7.4) 246 (100)
v 9 (34.6) 15 (57.7) 2(7.7) 26 (100)
N/D 33(94.3) 2(5.7) 0 (0.0 35 (100)

Skracenice: TCGA, engl. The Cancer Genome Atlas; ccRCC, svetloCelijski karcinom
bubreznih c¢elija; pRCC, papilarni karcinom bubreZnih ¢elija; chRCC, hromofobni
karcinom bubreznih ¢elija; N, broj; sv-srednja vrednost; SD, standardna devijacija; N/D,

nije dostupno;
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3.7. Fluorescentna in situ hibridizacija

Inicijalno je za FISH analizu izdvojeno 15 slucajeva aRO. Od svakog tumora je bio
odreden po jedan reprezentativni kalup i H&E plocica. Dva podru¢ja od interesa, jedno sa
¢elijskom atipijom i jedno sa klasi¢énim ¢elijama onkocitoma bila su obeleZene
flomasterom, kako bi se kasnije ova polja preciznije mogla analizirati FISH metodom na
aneuploidije hromozoma. Sa parafinskih kalupa od interesa nacinili su se preseci koji su
stavljeni na adhezivne plocice, na kojima se izvodila FISH metoda. Tabela 9. prikazuje
centromerne i lokus specificne probe koje su bile kori§¢ene za analizu broja svih
hromozoma (1-22, XY)

Pouzdana 1 tehnicki odgovarajuca interpretacija rezultata FISH analize bila je moguca na
11 slucajeva atipi¢nih onkocitoma. Analiza broja hromozoma je vrSena brojanjem
fluorescentnih signala na najmanje 100 nasumicno selektovanih nepreklapajucih jedara
na prethodnom odabranim podru¢jima od interesa. Hromozomske aberacije su

klasifikovane kao:
Monozomije, definisane kao prisustvo jednog signala po jedru/¢éeliji u > 45 % jedara
Polizomije, definisane kao 3 ili vise signala u > 10 % jedara.

U zavisnosti od rezultata dobijenih FISH analizom, formirale su se sledece grupe atipi¢nih

onkocitoma:

Sa aneuplodijom,

Bez aneuplodije,

Sa aneuplodijama pojedinacnih hromozoma.

Rezultati FISH analize na slucajevima atipi¢nih onkocitoma su se na kraju poredili sa

imunohistohemijskom ekspresijom PRMT1 i ZEB1.
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Tabela 9. Centromerne i lokus specifiéne probe koris¢ene za analizu broja svih

hromozoma u atipi¢nim onkocitomima.

Hromozom Proba

1 Vysis LSI 1p36 / LSI 1925
2 Vysis CEP 2 (D2Z71)

3 Vysis CEP 3 (D371)

4 Vysis CEP 4

5 Vysis EGR1 FISH Probe Kit
6 Vysis CEP 6 (D621)

7 Vysis CEP 7 (D721)

8 Vysis CEP 8

9 Vysis CEP 9

10 Vysis CEP 10

11 Vysis CEP 11 (D11Z71)

12 Vysis CEP 12 (D12Z3)

13 AneuVysion — Vysis LSI 13
14 Vysis LSI IGH Break Apart
15 Vysis CEP 15 (D15Z71)

16 Vysis CEP 16 (D16Z3)

17 Vysis CEP 17 (D17Z1)

18 AneuVysion - CEP 18

19 Vysis LSI 19g13/19p13

20 Vysis CEP 20 (D20Z1)

21 AneuVysion - Vysis LSI 21
22 Vysis LSI 22 (BCR)

X AneuVysion - Vysis CEP X
Y AneuVysion - Vysis CEP Y
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3.8. Statisti¢ka analiza

Rezultati su predstavljeni kao ukupan broj (procenat) ili srednja vrednost + standardna
devijacija. T test, ANOVA, Mann-Whitney U test, Pirson hi kvadrat test, Fiserov test tacne
verovatnoce i Kruskal Wallis test su kori$¢eni za grupne komparacije. Kaplan Majerove
krive i Cox regresija su kori$¢ene za analizu prezivljavanja. P-vrednosti manje od 0.05
smatrane su znacajne. Za statistiCku analizu kori$¢en je SPSS 20.0 (IBM corp.) statisticki

softver.
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4. Rezultati

4.1.  Imunohistohemijska ekspresija markera u netumorskom parenhimu

Nuklearno PRMT1 bojenje bilo je prisutno u svakom uzorku bubreznog parenhima
koris¢enom kao pozitivna kontrola, nezavisno od tipa tumora. PRMT1 je bio eksprimiran
u razli¢itim strukturama korteksa i medule. U korteksu bubreznog parenhima PRMTT1 je
pokazivao difuznu i jaku imunopozitivnost u epitelnim ¢elijama proksimalnih i distalnih
tubula, mezangijumskim c¢elijama glomerula i parijetalnim ¢elijama Bowmanove
kapsule. PRMT1 je u meduli bio eksprimiran u epitelnim celijama sabirnih kanali¢a
(Slika 20A-B). ZEB 1 je bio eksprimiran u umerenom do jakom intenzitetu u endotelnim
¢elijama kapilara glomerulobazalne membrane, kao i krvnih sudova u korteksu i meduli,
bez ekspresije u tubulskim epitelnim celijama ili epitelnim celijama sabirnih kanali¢a
(Slika 20C-D). RUNXI1 je imao veoma slabu imunopozitivnost u pojedina¢nim ¢elijama
glomerula, kao i u pojedina¢nim c¢elijama proksimalnih, distalnih tubula i sabirnih
kanalica (Slika 21A-B). TWIST1 je pokazao difuznu i jaku imunopozitivnost u
citoplazmi tubulskih epitelnih Celija 1 u celijama glomerula. U meduli se TWIST1

eksprimirao na membrani sabirnih kanali¢a (Slika 21C-D).
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Slika 20. IHH ekspresija PRMT1 i ZEB1 u bubreznom parenhimu. Difuzna i jaka
nuklearna imunopozitivnost PRMT1 u A. epitelnim Celijama proksimalnih 1 distalnih
tubula, mezangijumskim ¢elijama glomerula, parijetalnim ¢elijama Bowmanove kapsule
i B. u epitelnim ¢elijama sabirnih kanali¢a; C-D. ZEB 1 ekspresija u endotelnim ¢elijama
kapilara glomerulobazalne membrane i krvnih sudova u korteksu i meduli; Originalna

uvelicanja 200x 1 400x.
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Slika 21. IHH ekspresija RUNX1 i TWIST1 u bubreZznom parenhimu. A-B. RUNX1
diskretna imunopozitivnost u pojedina¢nim ¢elijama glomerula, proksimalnih, distalnih
tubula i sabirnih kanali¢a; C-D. TWIST1 difuzna i jaka imunopozitivnost u citoplazmi
tubulskih epitelnih ¢elija 1 u ¢elijama glomerula, kao 1 na membrani sabirnih kanali¢a u

meduli, uveli¢anja 200x i 400x.
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4.2. Ekspresija markera u tumorskom tkivu i korelacija sa klini¢ko-patoloSkim

parametrima i prezivljavanjem

42.1. PRMT1

PRMT1 ekspresija je uocena u svim analiziranim tipovima tumora, sa statistickom
razlikom u ucestalosti i intenzitetu (p=0.044; p=0.010, respektivno) (Tabela 10.). PRMT1
je bio eksprimiran u vec¢ini ccRCC, u manjem broju chRCC, skoro svim RO i svim
MLCRN-LMP. Jak intenzitet IHH bojenja PRMT1 je imao u ve¢ini RO, MLCRN-LMP i
CDC, dok je slabu imunopozitivnost imao u pRCC Il i chRCC (Slika 22) (Tabela 10.)
PRMT1 se u razlic¢itim tipovima tumora bubreznih celija eksprimirao heterogeno
(p<0.001) (Tabela 11.). PRMT1 ekspresija je medu ccRCC bila uglavnom heterogena, u
vecem broju slucajeva chRCC homogeno negativna, dok je veci broj RO homogeno
eksprimirao PRMTL1 (Slika 23). Homogeno pozitivna ili homogeno negativha PRMT1
ekspresija na TMN, odgovarala je istom obrascu ekspresije na celim presecima istih
slucajeva, bez obzira na tip tumora i nuklearni gradus. Heterogena PRMT1 ekspresija na
TMN, odgovarala je istom subkapsularnom i retkom perifernom podru¢ju i/ili centralnim

zonama na analiziranim konvencionalnim presecima istih sluc¢ajeva (Tabela 11).
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Tabela 10. Imunohistohemijska ekspresija PRMT1 u razli¢itim tipovima tumora

bubreznih ¢elija

PRMT1 EKSPRESIJA NA TMN

PH TIP OBIM, N (%) INTEZITET, N (%)
pozitivno  negativno slab umeren jak

CCRCC 73 (60.8) 47 (39.2) 22 (30.2) 28(38.3) 23(31.5)
PRCCI 4 (57.1) 3 (42.9) 0 (0.0 2 (50.0) 2 (50.0)
PRCC II 12 (75.0) 4 (25.0) 2 (16.7) 7 (58.3) 3(25.0)
CHRCC 12 (42.8) 16 (57.2) 3(25.0) 2 (16.7) 7 (58.3)
RO 24 (96.0) 1(4.0) 0 (0.0) 4 (16.7) 20 (83.3)
CDC 5(71.4) 2 (28.6) 0 (0.0 2 (40.0) 3(60.0)
MLCRNLMP 5 (100) 0 (0.0) 1(20.0) 1(20.0) 3(60.0)
p 0.044* 0.010*

Skracenice: PRMT1- protein arginin metil transferaza 1; PH-patohistoloski; ccRCC-
svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip
I; pRCC 1I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC- hromofobni karcinom
bubreznih celija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanalica; MLCRN-LMP-
multilokularna renalna cisti¢na neoplazma niskog malignog potencijala; TMN- tkivni

mikroniz; N-broj; P-vrednosti verovatnoca; *- statisticki znac¢ajna p vrednost.
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Slika 22. Ekspresija PRMTI1 u razli

¢em broju

nuklearna PRMT1 ekspresija u ccRCC i pRCC; C. Odsustvo PRMT1 u ve

slu¢ajeva chRCC, za razliku od D. difuzne i jake nuklearne PRMT1 ekspresije u RO; E-

F. Jaka i difuzna nuklearna PRMT1 ekspresija u CDC i MLCRN

¢anje 200x.

-LMP, uveli
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Tabela 11. Heterogenost PRMT1 immunohistohemijske ekspresije medu razli¢itim

tipovima tumora bubreznih ¢elija.

PRMT1 EKSPRESIJA NA TMN, N (%)

PH tip Homogeno pozitivni Heterogeni Homogeno negativni  Ukupno
ccRCC 120
24 (20.0) 49 (40.8) 47 (39.2) (100)
pRCC | 2 (28.6) 2 (28.6) 3 (42.8) 7 (100)
pRCC II 3(18.7) 9 (56.3) 4 (25.0) 16 (100)
chRCC 7 (25.0) 5 (17.8) 16 (57.2) 28 (100)
RO 18 (72.0) 6 (24.0) 1 (4.0) 25 (100)
CDC 3 (43.0) 2 (28.5) 2 (28.5) 7 (100)
MLCRN- 5 (100)
LMP 3 (60.0) 2 (40.0) 0(0.0)
p <0.001*

Skracenice: PRMT1- protein arginin metil transferaza 1; PH-patohistoloski; ccRCC-
svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip
I; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC- hromofobni karcinom
bubreznih ¢elija; RO- renalni onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanali¢ca; MLCRN-
LMP- multilokularna renalna cisticna neoplazma niskog malignog potencijala; TMN-

tkivni mikroniz; N-broj; P-vrednosti verovatnoca; *- statisticki znacajna p vrednost.
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Slika 23. Reprezentativne mikrofotografije PRMT1 ekspresije u ccRCC, chRCC i RO
tkivnog mikroniza. (A-C) Heterogena nuklearna ekspresija PRMT1 jakog intenziteta bila
je uocena u veéini ccRCC; (D-F) Homogeno odsustvo PRMT1 ekspresije bilo je uoceno
u chRCC, (G-l). dok je homogeno pozitivha nuklearna ekspresija PRMT1 jakog
intenziteta bila prisutna u RO; Originalno uvecanje, x40.
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Tabela 12. PRMT1 imunohistohemijska ekspresija na tkivnom mikronizu i

odgovaraju¢im konvencionalnim presecima.

PHTIP PRMT1 EKSPRESIJA NA TMN i CELIM PRESECIMA, N (%)
Homogeno Heterogeno Homogeno Ukupno
pozitivno negativno
ccRCC ng. 2 (28.6) 4 (57.1) 1(14.3) 7 (100)
ccRCC vg. 0 (0.0) 3(37.5) 5 (62.5) 8 (100)
pRCC I 2 (66.7) 1(33.3) 0 (0.0) 3 (100)
pRCC Il ng. 1 (50.0) 0(0.0) 1 (50.0) 2 (100)
pRCC Il vg. 0(0.0) 2 (40.0) 3 (60.0) 5 (100)
chRCC 1(10.0) 3(30.0) 6 (60.0) 10 (100)
RO 8 (80.0) 2 (20.0) 0 (0.0) 10 (100)

Skrac¢enice: PRMT1- protein arginin metiltransferaza 1; PH-patohistoloski; TMN- tkivni
mikroniz; ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom
bubreznih ¢elija, tip I; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija, tip 11; ng-niski
gradus; vg- visoki gradus; chRCC- hromofobni karcinom bubreznih celija; RO-

onkocitom; N-broj.
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U grupi uzoraka u kojoj su koris¢eni samo celi preseci ccCRCC niskog gradusa, MLCRN-
LMP, RO i aRO, najveci broj slu¢ajeva je difuzno eksprimirao PRMT1 jakog intenziteta,
za razliku od slu¢ajeva chRCC u kojima je uo¢ena fokalna PRMT1 ekspresija, slabog
intenziteta (p<0.001) (Tabela 13.) (Slika 24 i Slika 25). 1z tehnickih razloga, jedan slucaj
MLCRN-LMP i RO nije bilo moguée analizirati.

Tabela 13. Imunohistohemijska ekspresija PRMT1 na celim presecima ccRCC niskog
gradusa, MLCRNLMP, chRCC, RO i aRO.

PRMT1 PRMT1 EKSPRESIJA na CELIM PRESECIMA, N (%)
OBIM ccRCC MLCNLMP chRCC RO aRO p
Difuzno 19 (100)  15(93.7)  3(11.1) 23(95.9) 15 (100)

Fokalno 0(0.0) 1(6.3) 23(85.2) 1(4.1) 0(0.0) <0.001*
Negativno 0 (0.0) 0(0.0) 1(37) 0(0.0) 0(0.0)

Ukupno 19 (100)  16(100) 27 (100) 24 (100) 15 (100)
INTENZITET

Jako 13(68.4) 13(81.2) 5(19.2) 22(91.6) 14 (93.4)
Umereno 6(31.6) 3(18.7) 10(2.6) 1(42) 1(6.6) <0.001*
Slabo 0(0.0) 0(0.0) 11 (42.3) 1(4.2) 0(0.0)

Skracenice: PRMT1- protein arginin metiltransferaza 1; PH-patohistoloski; ccRCC-
svetlocelijski karcinom bubreZnih ¢elija; MLCRN-LMP- multilokularna cisti¢na renalna
neoplazma niskog malignog potencijala; chRCC- hromofobni karcinom bubreznih ¢elija;
RO- renalni onkocitom; a-atipi¢ni; N-broj; p-vrednosti verovatnoéa; * statisticki znacajne

p vrednosti.
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Slika 24. PRMT1 ekspresija u ccRCC niskog gradusa i MLCRN-LMP. Difuzna nuklearna
ekspresija PRMT1 jakog intenziteta, bila je uocena u A-D. ccCRCC gradusa I, sa izrazenim
regresivnim promenama u vidu hijalinizacije i fibroze i sa propratnim gubitkom tumorskih
¢elija (strelica) i MLCRN-LMP; originalna uvelicanja 100x i 200x.
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Slika 25. PRMT1 ekspresija u RO, aRO i chRCC. A.-D. Difuzna nuklearna ekspresija
jakog intenziteta uocena je u RO i aRO, dok je E-F. U chRCC ekspresija bila fokalna,

slabog intenziteta i uglavnom lokalizovana na periferiji; originalna uveli¢anja 100X, 200x
i 400x.
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Statisticka analiza je pokazala udruzenost PRMT1 ekspresije sa klinicko-patoloskim
parametrima samo u ccRCC. PRMT1 ekspresija je bila udruzena sa ccRCC niskog
gradusa i niskog stadijuma (p=0.009; p=0.046, respektivno) (Tabela 14; Slika 26). Pol,
godine i velicina tumora nisu bili udruzeni sa PRMT1 ekspresijom. Statisticki znacajno
bolje prezivljavanje bilo je uoceno kod pacijenata sa ccRCC, ekspresijom PRMT1,
visokim nuklearnim gradusom tumora i visokim stadijumom tumorske bolesti (Grafikon
1). Univarijantna analiza je pokazala da je PRMT1 jedan od znacajnih prediktora tumor

specificnog prezivljavanja kod pacijenata sa cCRCC (Tabela 15).

Tabela 14. PRMT1 ekspresija u ccRCC i korelacija sa klinicko-patoloskim parametrima

PRMT1 EKSPRESIJA

Varijabla Pozitivno, N (%) Negativno, N (%) p
Gradus

I 61 (68.5) 28 (31.5) 0.009*
i/ v 13 (41.9) 18 (58.1)

Stadijum

pT1/pT2 49 (69.0) 22 (31.0) 0.046*
pT3/pT4 25 (51.0) 24 (49.0)

Pol

Muskarci 44 (55.7) 35 (44.3) 0.110
Zene 29 (70.7) 12 (29.3)

Starost, 61£9.45 62.6+8.38 0.346

srednja vrednost+SD (godine)
Velic¢ina tumora, 67+48.75 74.5+£32.3 0.362

srednja vrednost £SD (mm)

Skra¢enice: PRMT1-protein arginin metiltransferaza 1; SD- standardna devijacija; N-

broj; mm-milimetri; p-vrednosti verovatnoca; *-statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 26. Ekspresija PRMT1 u ccRCC razli¢itog gradusa. A. PRMT1 je bio eksprimiran
u vecem broju ccRCC niskog gradusa; B. dok je odsustvo PRMT1 ekspresije bilo
ucestalije kod ccRCC visokog gradusa, uvelicanje 200x.
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Grafikon 1. Kaplan-Majer krive tumor specifi¢nog prezivljavanja pacijenata sa ccRCC, u
odnosu na PRMT1 ekspresiju, nuklearni gradus i stadijum tumorske bolesti (n=120). A.
Pacijenti sa PRMT1 ekspresijom su imali bolje prezivljavanje, u poredenju sa pacijentima
bez PRMT1 ekspresije; B. Pacijenti sa nizim gradusom su imali bolje prezivljavanje od
pacijenata sa visokim gradusom; C. Pacijenti u nizem stadijumu tumorske bolesti su imali

bolje prezivljavanje od pacijenata u visem stadijumu bolesti.
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Tabela 15. Univarijantna i multivarijantna analiza tumor-specificnog prezivljavanja kod pacijenta sa ccRCC.

Tumor-specifi¢no preZivljavanje (meseci)

vy e Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
Prognosticki faktor Svi tipovi CCRCC
0, 0,
sv (95% IP) p sv (95% Cl) p HR (95% IP) p HR (95% IP) p
PRMT1
pozitivno 78 (73-84) « 14(66-82) - 0.504 (0.269-0.947) - i
negativno 56 (48-63) 0.009 51 (42-61) 0.029 Ref. 0.033 0.622 (0.326-1.188) 0.150
ZEB1
pozitivno 83 (76-91) « 80(70-90) - i * i *
negativno 68 (61-74) 0.011 52 (45-60) 0.009 0.344 (0.140-0.801) 0.014 0.367 (0.152-0.889) 0.026
RUNX1
pozitivno 75 (68-82) 67 (60-74) i
negativno 69 (61-78) 0.937 57 (48-66) 0.506 0.872 (0.463-1.644) 0.673 N/D
TWIST1
pozitivno 73 (68-78) 67 (60-74) i
negativno 54 (34-75) 0.886 54 (34-75) 0.878 1.168 (0.159-8.553) 0.879 N/D
Gradus
Nizak N/D 67 (62-72) - i - i *
Visok 25 (18-32) <0.001 5.802 (3.000-11.222)  <0.001 6.284 (3.175-12.438) <0.001
Stadijum
Nizak N/D 69 (63-75) - i i
Visok 48 (36-60) <0.001 1.062 (0.849-1.330) 0.597 1.187 (0.912-1.547) 0.203
Pol
Muskareci 75 (66-83) 58 (51-65) i
Jene 72 (66-78) 0.686 70 (58-81) 0.736 1.123 (0.569-2.218) 0.737 N/D

Skracenice: PRMTL, protein arginin metiltransferaza 1; ZEB1, engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1; RUNX1, engl. Runt-related
transcription factor 1; TWISTL, engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1; sv-srednja vrednost; IP-interval poverenja; ref, referentna

vrednost; N/D-nije dostupno; p-vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajna p vrednost.
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Homogeni gubitak PRMT1 ekspresije je bio uocen kod veéeg broja slucajeva ccRCC
visokog gradusa, visokog stadijuma i pacijenata sa smrtnim ishodom (p=0.015, p=0.040,
p=0.044, respektivno) (Tabela 16).

Homogena imunopozitivnost bila udruzena sa najmanjom prose¢nom dimenzijom
tumora, naroCito u poredenju sa grupom homogeno negativnih slucajeva (p=0.005,

p=0.001, respektivno).

PRMT1 EKSPRESIJA, N (%)

Varijabla Homogeno pozitivni Heterogeni Homogeno p
negativni

Gradus

I/ 22 (24.7) 39 (43.8) 28 (31.5) 0.015*

/v 2 (6.5) 11 (35.5) 18 (58.0)

Veli¢ina tumora 50.6+35.8 73.7£52.0 75.4+32.1 0.005*

svSD (mm) 0.001*

Stadijum

pT1/pT2 19 (26.8) 30 (42.2) 22 (31.0) 0.040*

pT3/pT4 5(10.2) 20 (40.8) 24 (49.0)

Ishod

Umrli 4 (10.2) 14 (36.0) 21 (53.8) 0.044*

Tabela 16. Korelacija heterogenosti imunohistohemijske PRMTL1 ekspresije u ccRCC

razli¢itog gradusa, veli¢ine tumora, stadijuma i ishoda tumorske bolesti.

Skracenice: PRMT1- protein arginin metiltransferaza 1; SD- standardna devijacija; N-

broj; p-vrednosti verovatnoca; *-statisticki znacajne p vrednosti; mm- milimetri.
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422. ZEB1

Imunohistohemijska ekspresija ZEB1 uocena je u veéini analiziranih tipova tumora

bubrega u razli¢itoj uéestalosti i u razli¢itom intenzitetu (p<0.001)

ZEB1 imunopozitivnost je bila prisutna u manjem broju slu¢ajeva ccRCC, pRCC, chRCC
i CDC, uglavnom slabog intenziteta i ni u jednom od MLCRN-LMP. Skoro svi slu¢ajevi
RO su eksprimirali ZEB1, u razli¢itom intenzitetu (Tabela 17;Slika 27).

Tabela 17. Imunohistohemijska ekspresija ZEB1 u razli¢itim tipovima tumora bubreznih

¢elija.
ZEB1 EKSPRESIJA NA TMN
PH TIP OBIM, N (%) INTEZITET, N (%)
pozitivno negativno slab umeren jak
CCRCC 36(31.3) 79(68.7) 22(61.1) 10(27.8) 4(11.1)
PRCCII 0(0.0) 7 (100) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0)
PRCC I 1(6.3) 15(93.7) 1(100) 0(0.0) 0 (0.0)
CHRCC 2(7.4) 25(92.6) 2(100) 0(0.0) 0 (0.0)
RO 24 (96.0) 1(40) 9(37.5) 11(458) 4(16.7)
CDC 2(286) 5(71.4) 1(50.0) 1(50.0) 0(0.0)

MLCRN-LMP  0(0.0) 5(100) 0(0.0) 0(0.0)  0(0.0)

p <0.001* <0.001*

Skracenice: ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom
bubreznih celija tip 1; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC-
hromofobni karcinom bubreznih c¢elija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih
kanalica; MLCRN-LMP- multilokularna renalna cisti¢cna neoplazma niskog malignog
potencijala; TMN- tkivni mikroniz; N-broj; p-vrednosti verovatnoca;* -statisticki

znacajna p vrednost; PH-patohistoloski.
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Slika 27. Nuklearna ekspresija ZEB1 u razli¢itim tipovima tumora bubrega. A-E. ZEB1
je bio negativan u ve¢ini ccCRCC, pRCC, MLCRN-LMP i chRCC, za razliku od F. difuzne
I jake imunopozitivnosti u RO, uvecanje 200x.
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Statisticki znac¢ajna heterogenost uocena je i u ZEB1 ekspresiji (p<0.001) (Tabela 18). U
vecéini ccRCC i chRCC bilo je uo¢eno homogeno odsustvo ZEB1 ekspresije, dok je u

veéem broju RO bila prisutna heterogena ZEB1 ekspresija (Slika 28).

Tabela 18. Heterogenost ZEB1 immunohistohemijske ekspresije medu razli¢itim

tipovima tumora bubrega.

ZEB1 EKSPRESIJA NA TMN, N (%)

PHTIP Homogeno Heterogen Homogeno Ukupno
pozitivho 0 negativno

ccRCC 115

4 (3.5) 32 (27.8) 79 (68.7) (100)
pRCC I 0 (0.0) 0 (0.0) 7 (100) 7(100)
pRCC II 0 (0.0) 1 (6.6) 15 (93.4) 16 (100)
chRCC 0 (0.0) 2(7.4) 25 (92.6) 27 (100)
RO 6 (24.0) 18 (72.0) 1(4.0) 25 (100)
CDC 0 (0.0) 2 (28.6) 5(71.4) 7 (100)
MLCRNLM 5 (100)
P 0 (0.0) 0 (0.0) 5 (100)
p <0.001*

Skracenice: ZEB1- engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1; PH-patohistoloski;
ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih
¢elija tip I; pRCC I1I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip 11; chRCC- hromofobni
karcinom bubreznih ¢elija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanali¢a; MLCRN-
LMP- multilokularna renalna cisti¢na neoplazma niskog malignog potencijala; N-broj; p-

vrednost verovatnoca; *-statisticki znacajna p vrednost.
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Slika 28. Reprezentativne mikrofotografije ZEB1 nuklearne ekspresije u ccRCC, chRCC
i RO tkivnog mikroniza. A-F. Homogeno odsustvo ZEB1 ekspresije u ccRCC i u chRCC,
za razliku od G-I heterogene nuklearne ekspresije jakog intenziteta u RO. Originalno

uvecanje, x400.
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Homogeno pozitivna ili homogeno negativna ZEB1 expresija na TMN, odgovarala je
istom obrascu ekspresije na celim presecima istih slucajeva, bez obzira na tip tumora 1
nuklearni gradus. Heterogena ZEB1 ekspresija na TMN, odgovarala je istom
subkapsularnom, retkim perifernim i/ili centralnim zonama na analiziranim

konvencionalnim presecima (Tabela 19).

Tabela 19. ZEB1 imunohistohemijska ekspresija na tkivnom mikronizu i odgovaraju¢im

konvencionalnim presecima.

PHTIP ZEB1 EKSPRESIJA na TMN i CELIM PRESECIMA, N (%)
Homogeno Heterogeno Homogeno Ukupno
pozitivno negativno
ccRCC ng. 3 (42.8) 3 (42.9) 1(14.3) 7 (100)
ccRCC vg. 0 (0.0) 2 (25.0) 6 (75.0) 8 (100)
pRCC I 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (100) 3 (100)
pRCC Il ng. 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (100) 2 (100)
pRCC Il vg. 0 (0.0) 0 (0.0) 5 (100) 5 (100)
chRCC 0 (0.0) 0 (0.0) 10 (100) 10 (100)
RO 2 (20.0) 7 (70.0) 1 (10.0) 10 (100)

Skracenice: ZEB1- engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1; TMN- tkivni
mikroniz; ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom
bubreznih celija tip 1; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC-
hromofobni karcinom bubreznih c¢elija; RO- onkocitom; ng-niski gradus; vg-visoki

gradus; N-broj; PH-patohistoloski.

74



U grupi uzoraka celih preseka, difuzna ekspresija ZEB1, umerenog do jakog intenziteta
bila je uocena u vecini klasiénih RO i svim aRO, dok je u ve¢ini chRCC ZEB1 ekspresija
bila odsutna (<0.001) (Tabela 20) (Slika 29). Jedan slucaj RO usled tehni¢kih razloga nije

bilo moguce interpretirati.

Tabela 20. ZEB1 imunopozitivnost na celim presecima klasi¢nih RO, atipi¢nih RO i
chRCC.

ZEB1 EKSPRESIJA na CELIM PRESECIMA, N (%)

OBIM RO (klasi¢ni) aRO chRCC p
difuzno 21/24 (87.5) 15/15 (100)  1/27 (3.7) <0.001*
fokalno 3/24 (12.5) 0/0 (0.0) 3/27 (11.1)

negativno 0/24 (0) 0/0 (0.0) 23/27 (85.2)

INTENZITET

Slabo 3/24 (12.5) 1/15 (6.7) 4/4 (100) <0.001*
Umereno 11/24 (45.8) 11/15 (73.3)  0/4(0.0)

Jako 10/24 (41.7) 3/15 (20.0) 0/4 (0.0)

Skracenice: RO-onkocitomi; a- atipi¢ni; ChRCC-hromofobni karcinomi bubreznih Celija;

N-broj; p-vrednosti verovatnoca; *-statisticki znacajna p-vrednost.
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Slika 29. Nuklearna ekspresija ZEB1 na celim presecima klasiénih RO, aRO i chRCC.
(A-C). Difuzna ekspresija ZEBL1 jakog intenziteta uocena je u klasicnim RO i aRO, za
razliku od (E-F). odsustva ZEB1 ekspresije u ve¢ini chRCC. Originalno uvecanje 400x.
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ZEB1 ekspresija nije bila u klinicko-patoloskoj korelaciji sa ni sa jednim od analiziranih

tipova RCT. Medutim, statisticki znacajno bolje prezivljavanje bilo je uoceno kod

pacijenata sa cCRCC koji su eksprimirali ZEB1 (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Kaplan-Meier krive tumor specifi¢nog prezivljavanja pacijenata sa ccRCC u

odnosu na ZEB1 ekspresiju (n=120). Pacijenti sa ekspresijom ZEB1 imali su statisti¢ki

znacajno bolje preZivljavanje u poredenju sa pacijentima sa odsustvom ZEB1 ekspresije.
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Osim toga, multivarijantna analiza pokazala je da je ekspresija ZEB1, bila nezavisni
pokazatelj tumor specifiénog prezivljavanja kod pacijenata sa ccRCC (Tabela 15).
Takode, vecina pacijenata sa smrtnim ishodom imala je homogeno odsustvo ZEB1
ekspresije (p=0.009) (Tabela 21).

Tabela 21. Poredenje heterogenosti ZEB1 ekspresije i ishoda pacijenata sa ccRCC.

ZEB1 Umrli p
Homogeno pozitivni 0/38 (0.0)

Heterogeni 5/38 (13.1) 0.009*
Homogeno negativni 33/38 (86.9)

Skracenice: ZEB1- engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1; p-vrednosti

verovatnoca; *-statisticki znacajna p vrednost.
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4.2.3. RUNX1

Ekspresija RUNX1 je bila prisutna u svim analziranim tipovima tumora bubrega, ali bez
statistiCke znacajnosti U Ucestalosti i intenzitetu (Tabela 22; Slika 30). Statisticki znac¢ajna

razlika u heterogenosti RUNX1 ekspresije nije uocena (Tabela 23.).

Tabela 22. Imunohistohemijska ekspresija RUNXT1 razli¢itim tipovima RCT

RUNX1 EKSPRESIJA

PHTIP OBIM, N (%) INTEZITET, N (%)

pozitivho negativno slab umeren jak
CCRCC 70 (59.8) 47(40.2) 35(50.0) 23(32.9) 12 (17.1)
PRCC I 2 (28.6) 5(71.4) 1(50.0) 1 (50.0) 0 (0.0
PRCC II 7(43.7) 9 (56.3) 5(71.4) 2 (28.6) 0 (0.0
CHRCC 13 (46.4) 15 (53.6) 8 (61.5) 5 (38.5) 0 (0.0
RO 9(36.0) 16 (64.0) 8 (88.9) 1(1.2) 0 (0.0)
CDC 3 (42.9) 4 (57.1) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.4)
MLCRNLMP 5 (100) 0 (0.0 0 (0.0 3 (60.0) 2 (40.0)
P 0.149 0.086

Skracenice: RUNX1, engl. Runt-related transcription factor 1; PH- patohistoloski cCRCC-
svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip
I; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC- hromofobni karcinom
bubreznih celija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanalica; MLCRN-LMP-
multilokularna renalna cisticna neoplazma niskog malignog potencijala; N-broj; p-

vrednosti verovatnoca.
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Slika 30. Ekspresija RUNX1 u razli¢itim tipovima tumora bubrega. A-B Difuzna
RUNX1 ekspresija jakog intenziteta u ccRCC i umerenog ili slabog intenziteta u pRCC i
chRCC. E-F Difuzna jaka imunopozitivnost bila je prisutna u CDC i MLCRN-LMP;
originalno uveli¢anje 200x.
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Tabela 23. Heterogenost RUNX1 immunohistohemijske ekspresije medu razlic¢itim

tipovima tumora bubrega.

RUNX1 EKSPRESIJA na TMN, N (%)

PHTIP Homogeno Heterogen Homogeno Ukupno
pozitivho 0 negativno
ccRCC 117
12 (10.3) 58 (49.6) 47 (40.1) (100)
pRCC I 0 (0.0) 2 (28.6) 5(71.4) 7 (100)
pRCC II 0 (0.0 7 (43.7) 9 (56.3) 16 (100)
chRCC 0 (0.0) 13 (46.4) 15 (53.6) 28 (100)
RO 0 (0.0) 9 (36.0) 16 (64.0) 25 (100)
CDC 0 (0.0) 3(42.9) 4 (57.1) 7 (100)
MLCRNLM 5 (100)
P 2 (40.0) 3(60.0) 0 (0.0)
p 0.183

Skrac¢enice: RUNXI1, engl. Runt-related transcription factor 1; N-broj; PH-patohistoloski;

p-vrednosti verovatnoca.

RUNX1 imunopozitivnost nije bila udruZzena ni sa jednim od klinicko-patoloskih

parametara niti sa prezivljavanjem.

81



4.24. TWIST1

TWIST1 ekspresija je bila uocena u skoro svim slucajevima analiziranih tipova tumora
bubrega, uglavhom umerenog do jakog intenziteta (Tabela 24). Takode, TWIST1
ekspresija je bila statisticki znacajno heterogena medu analiziranim patohistoloskim

tipovima (Tabela 25).

Tabela 24. Imunohistohemijska ekspresija TWIST]1 razli¢itim tipovima RCT

TWIST1 EKSPRESIJA NA TMN

PH TIP OBIM, N (%) INTEZITET, N (%)

pozitivnho  negativno slab umeren jak
CCRCC 115(97.5)  3(2.5) 12 (10.4) 52 (45.2) 51 (44.4)
PRCC I 7 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 3(42.9) 4 (57.1)
PRCC Il 16 (100) 0(0.0) 0(0.0) 5(31.2) 11 (68.8)
CHRCC 27 (100) 0 (0.0) 1(3.7) 7 (26.0) 19 (70.3)
RO 25 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 25 (100)
CDC 6 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (100)
MLCRNLMP 5 (100) 0 (0.0) 0(0.0) 2(3.0) 3(2.5)
P 0.934 0.030*

Skracenice: TWISTI1, engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1; ccRCC-
svetloc¢elijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip
I; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC- hromofobni karcinom
bubreznih c¢elija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanalica; MLCRN-LMP-
multilokularna renalna cisti¢na neoplazma niskog malignog potencijala; N- broj; PH-

patohistoloski; p-vrednosti verovatnoca; *-statisti¢ki znacajna p vrednost.
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Tabela 25. Heterogenost TWIST1 immunohistohemijske ekspresije medu razlicitim

tipovima tumora bubrega.

TWIST1 EKSPRESIJA na TMN, N (%)

PHTIP Homogeno Heterogen Homogeno Ukupno
pozitivho negativno
CCRCC 51 (43.2) 64 (54.3) 3(2.5) 118
(100)
PRCC | 4 (57.1) 3 (42.9) 0 (0.0) 7 (100)
PRCC II 11 (68.8) 5 (31.2) 0 (0.0) 16 (100)
CHRCC 20 (74.1) 7 (25.9) 0 (0.0) 27 (100)
RO 25 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 25 (100)
CDC 5(83.3) 1(16.7) 0(0.0) 6 (100)
MLCRNLMP 3 (60.0) 2 (40.0) 0 (0.0) 5 (100)
p <0.001*

Skracenice: TWISTI1, engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1; ccRCC-

svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC I- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip

I; pRCC II- papilarni karcinom bubreznih ¢elija tip Il; chRCC- hromofobni karcinom
bubreznih celija; RO- onkocitom; CDC- karcinom sabirnih kanalica; MLCRN-LMP-
multilokularna renalna cisticna neoplazma niskog malignog potencijala; N-broj; p-

rednosti verovatnoca; *-statisticki znacajna p vrednost.

TWIST1 ekspresija je bila prisutna uglavnom u citoplazmi razli¢itih tipova tumora,

ukljucujuéi 1 dva slucaja ccRCC sa sarkomatoidnom komponentom, dok je nuklearna

ekspresija bila prisutna u MLCRN-LMP i CDC (Slika 31). TWISTL1 ekspresija nije bila u

korelaciji ni sa jednim od klinicko-patoloskih parametara ni u jednom ispitivanom tipu

tumora.
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Slika 31. Ekspresija TWIST1 u razli¢itim tipovima RCT. A. Difuzna i jaka TWIST1
nuklearna imunopozitivnost bila je uo¢ena u cCRCC nizeg gradusa, dok je (B-F). Difuzna
i jaka citoplazmatska TWIST1 imunopozitivnost bila prisutna u ccRCC visokog gradusa
sa sarkomatoidnom komponentom, pRCC, chRCC i RO; G-H. Difuzna i jaka TWIST1
nuklearna ekspresija bila je prisutna u MLCRC-LMP i CDC; Originalno uvec¢anje 200x.
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4.3. Ko-ekspresija PRMT1 sa ZEB1, RUNX1 i TWIST1

Statisticki znacajna razlika u ko-ekspresiji PRMT1 sa ZEB1, RUNX1 i sa razli¢itom
TWIST1 lokalizacijom bila je uoc¢ena samo u ccRCC (Tabela 26). Vecina ccRCC bez
PRMT1 ekspresije bila je negativna na ZEB1 (p=0.028), dok je ve¢ina PRMT1 pozitivnih
slucajeva eksprimirala RUNX1 (p=0.019). Vec¢ina PRMT1 negativnih ccRCC imala je
citoplazmatsku ekspresiju TWIST1, bez nuklearne pozitivnosti (p<0.001).

Tabela 26. Ko-ekspresija PRMT1 i ostalih transkripcionih faktora ZEB1, RUNX1 i
TWIST1 u ccRCC.

IHH marker (svi slucajevi) PRMT1 p

Pozitivan, N (%) Negativan, N (%)

ZEB1 (113)

pozitivni 27 (40.9) 10 (21.3) 0.028*
negativni 39 (59.1) 37 (78.7)

RUNX1 (117)

pozitivni 48 (68.6) 22 (46.8) 0.019*
negativni 22 (31.4) 25 (53.2)

TWIST1 (115)

nuklearno=citoplazatsko 37 (53.6) 10 (21.7) <0.001*
citoplazmatsko 32 (46.4) 36 (78.3)

Skracenice: IHH-imunohistohemijski; PRMT1, protein arginin metiltransferaza 1; ZEB1,
engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1; RUNX1, engl. Runt-related transcription
factor 1, TWIST1, engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1; ccRCC,
svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; p-vrednosti verovatnoca; N-broj; *-statisticka

znacajnost.
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4.4. Ekspresija PRMTL1, RUNX1, ZEB1i TWIST 1 i markera EMT

Medu analiziranim  tipovima tumora, aberantna B-katenin  citoplazmatska
imunoreaktivnost je uocena kod 133 (71.1%) slucaja, bez nuklearne imunopozitivnosti.
N-kadherin ekspresija je bila prisutna u 124 (66.9%) slucaja, a gubitak E-kadherina u 42
(23.1%) sluc¢aja. PRMT1 ekspresija nije bila udruzena ni sa aberantnom [-katenin
ekspresijom, ni sa ucestalijom N- kadherin ekspresijom ili gubitkom E-kadherina u
analiziranim tipovima tumora. Udruzenost izmedu RUNXZ1, N-i E-kadherin ekspresije je
bila znacajna samo u cCCRCC. Vecina ccRCC sa ekspresijom RUNXZ, eksprimirala je i N-
kadherin (p=0.003). Medutim, gubitak E-kadherina bio je ucestaliji u cCRCC bez RUNX1
ekspresije (p=0.019) (Tabela 27).
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Tabela 27. Ekspresija PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWIST1 sa WNT-B-katenin/EMT

markerima (B-katenin, N- i E-kadherinom) u ccRCC.

Transcripcioni faktor

Wnt-g-katenin/EMT markeri

B -katenin P N-kadherin+ P E-kadherin- P

PRMT1
pozitivni 37/37 (100) 58/69 (84.1) 20/66 (30.3)

0.493 0.878 0.468
negativni 36/36 (100) 40/47 (85.1) 11/46 (24.0)
ZEB1
pozitivni 21/21 (100) 33/37 (89.2) 12/36 (33.3)

0.080 0.380 0.280
negativni 52/52 (100) 63/76 (83.0) 17/73 (23.6)
RUNX1
pozitivni 46/46 (100) 65/70 (92.8) 14/70 (20.0)

0.532 0.003* 0.019*
negativni 26/26 (100) 32/45 (71.1) 17/42 (40.5)
TWIST1
nuklearno=citoplazatsko 20/20 (100) 38/46 (82.6) 14/46 (30.4)

1 0.563 0.528
citoplazmatsko 52/52 (100) 58/67 (86.6) 16/64 (25.0)

Skracenice: PRMT1, protein arginin metiltransferaza 1; ZEB1, engl. Zinc Finger E-Box

Binding Homeobox 1; RUNXZ, engl. Runt-related transcription factor 1; TWIST1, engl.

Twist Family BHLH Transcription Factor 1; EMT-epitelno-mezenhimna transformacija;

ccRCC, svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; p-vrednosti verovatnocéa; N-broj; *-

statisticka znacajnost.
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45. qRT-PCR PRMT1 ekspresija u cRCC, chRCC i pRCC

Nivo iIRNA PRMT1 ekspresije je bio zna¢ajno nizi u tumorskom tkivu, u poredenju sa
okolnim netumorskim parenhimom (p<0.001). Relativni nivo iRNK PRMT1 ekspresije
je bio najnizi u ccRCC (p=0.35), potom nesto visi u chRCC (p=0.40), a najvisi nivo je
bio u pRCC (p=0.43). Medutim, statisticka znacajnost medu razli¢itim analiziranim
tipovim tumora nije uo¢ena. CCRCC sa nuklearnim gradusom II i nizim stadijumom (I 1
1), imao je visi nivo iIRNA PRMTT1 ekspresije (p=0.043, p=0.028, respektivno). Takode,
primeceno je smanjenje nivoa ekspresije IRNA PRMT1 uporedno sa porastom veli¢ine
tumora, iako statisticka znacajnost nije uoc¢ena (Grafikon 3). U uzorcima kori§¢enim za
analizu iRNA PRMT1 ekspresije, IHH ekspresija PRMT1 je bila uocena u sva tri
analizirana RCC tipa. U dva slu¢aja cCRCC sa najviSim gradusom, stadijumom i
najve¢om dimenzijom, relativna IRNA PRMT1 ekspresija je bila najniza i [HH PRMT1
ekspresija je bila homogeno negativna i heterogena. Oba slucaja pRCC tip | homogeno
su eskprimirali PRMT1, iako je nivo relativne iRNA PRMT1 ekspresije bio razli¢it
(Tabela 28).
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Grafikon 3. gRT-PCR analiza nivoa iRNA PRMTL1 ekspresije u ccRCC. A. Nivo

relativne iRNK PRMT1 je bio nizi u tumorskom, nego u okolnom bubreznom

parenhimu; B. Relativni nivo iRNK PRMT1 ekspresije bio je nizi u ccRCC viseg

gradusa 1 C. viSeg stadijuma; D. Uporedo sa porastom maksimalne dimenzije tumora

ccRCC, relativni nivo iRNK PRMT1 se snizavao.
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Tabela 28. IRNK PRMT i IHH PRMT1 ekspresija u analiziranim tipovima RCC.

Pacijent Tip tumora Stadijum Gradus Pol Dimenzijatumora iRNA PRMTL1 nivo ekspresije* PRMTL1 IHH bojenje

1. ccRCC 1 2 M 23 0.31 Homogeno pozitivno
2 ccRCC 1 2 F 63 0.58 Heterogeno
3 ccRCC 2 2 M 93 0.35 Homogeno pozitivno
4 ccRCC 3 3 F 90 0.20 Heterogeno
5. ccRCC 3 3 M 90 0.29 Homogeno negativno
6 pRCC, tip | 3 2 F 70 0.31 Homogeno pozitivno
7 pRCC, tip | 3 2 F 70 0.56 Homogeno pozitivno
8 chRCC 3 4 F 112 0.39 Heterogeno

Skracenice : PRMT - protein arginin metiltransferaza 1; ccRCC- svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija; pRCC- papilarni karcinom bubreznih
¢elija; chRCC- hromofobni karcinom bubreznih ¢elija *Predstavljene su srednje vrednosti iIRNK PRMT1; uzorci su koris¢eni u triplikatima, a
nivoi iIRNK ekspresije su kvantitativno analizirani i normalizovani u odnosu na nivo referentnog gena gliceraldehid 3-fosfata (engl.

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-GAPDH).
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4.6. IRNA PRMTL1 ekspresijau TCGA i GTEX kohorti

Grafikon 4. predstavlja rezultate iRNA PRMTL1 ekspresije u TCGA kohorti. iIRNA
PRMT1 nivo ekspresije u tumorskom tkivu je bio znacajno nizi nego u netumorskom
parenhimu (p=0.009). U tumorskom tkivu, iRNA PRMT1 nivo ekspresije je bio znac¢ajno
nizi u cCRCC, u poredenju sa pRCC i chRCC (p<0.001). Medutim, iRNA PRMTL1 nivo
ekspresije u ccRCC nije bio udruzen sa tumorskim stadijumom i gradusom, kao ni sa
stadijumom pRCC (p=0.136; p=0.094; p=0.355, respektivno. Sa druge strane, iRNA
PRMT1 nivo ekspresije u chRCC je bio znac¢ajno visi u stadijumu IV (p<0.001)(Grafikon
4).
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Grafikon 4. iIRNA PRMT1 transkripcioni podaci (FPKM vrednosti) u TCGA kohorti u
odnosu na tumorsko tkivo i stadijum tumora. (A) iRNA PRMT1 nivo ekspresije je bio
snizen u tumorskom tkivu u odnosu na netumorski parenhim; (B) U tumorskom tkivu,
MRNA PRMT1 nivo ekspresije je bio znacajno nizi u cCRCC, u poredenju sa pRCC i
chRCC; (C-E) Medutim, mMRNA PRMT1 nivo ekspresije nije bio udruzen sa stadijumom
tumora, i nuklearnim gradusom ccRCC, ni sa stadijumom pRCC; (F) Sa druge strane,
porast MRNA PRMTL1 ekspresije bio je primecen u stadijumu IV chRCC; iRNA nivo
ekspresije je predstavljen prema FPKM (engl. Fragments Per Kilobase Million)

vrednostima (+/- 1 SD), sa statistickom znacajnos$éu p<0.05.

91



4.7. FISH analiza aRO

Od 15 slucajeva aRO selektovanih za FISH analizu, 4 slucaja su bila tehnicki
neodgovarajuceg kvaliteta. Ostalih 10 (90%) slucajeva je imalo poliploidiju svakog
hromozoma. U tumorskim ¢elijama svih 10 slucajeva bila je prisutna poliploidija
hromozoma (chr) 17. U tumorskim ¢elijama bilo je uoceno od 3-6 centromernih signala
chr 17 po nukleusu (Slika 32 A). Takode, uoceno je 4-6 centromernih signala chr 7 u
tumorskim ¢elijama (Slika 32 B). U tumorskim ¢elijama su bila prisutna 3-4 centromerna
signala chr 1 (Slika 32 C). Jedan (9%) slucaj je imao gubitak hromozoma X, a 1 (9%)
slu¢aj nije imao hromozomske aberacije. Svi analizirani slu¢ajevi aRO su difuzno

eksprimirali PRMTL1 i ZEB1, nezavisno od tipa hromozomskih aberacija (Tabela 29).
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Slika 32. FISH nalaz na tumorskim c¢elijama atipi¢nog onkocitoma. Zeleni signali
oznaceni strelicama, predstavljaju centromerni region hromozoma 17 (A), 7 (B) i 1(C),

Sto ukazuje na poliploidiju.
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Tabela 29. Analiza ekspresije hromozomskih aberacija FISH metodom i poredenje sa IHH ekspresijom PRMT1 i ZEB1 u aRO.

Slu¢aj Pol Hromozomske aberacije IHH ekspresija

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y PRMT1 ZEB1

1 M  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Dif. Dif.
2 7 Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain ND Dif. Dif.
3 Z TN TN TN TN TN TN ND TN TN TN TN ND NA TN TN TN ND TN TN TN TN TN TN TN  Dif. Dif.
4 7  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain ND Dif. Dif.
5 M  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Dif. Dif.
6 M Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Dif. Dif.
7 7 Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain ND Dif. Dif.
8 7 Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gubitak ND  Dif. Dif.
9 M  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Dif. Dif.
10 Z Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain ND Dif. Dif.
11 M  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Dif. Dif.
12 M TN TN TN TN TN TN ND TN TN TN TN ND NA TN TN TN ND TN TN TN TN TN TN TN Dif. Dif.
13 Z TN TN TN TN TN TN ND TN TN TN TN ND ND TN TN TN ND TN TN TN TN TN TN TN Dif. Dif.
14 M  Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain Gain ND Dif. Dif.
15 7z TN TN TN TN TN TN ND TN TN TN TN ND ND TN TN TN ND TN TN TN TN TN TN TN Dif. Dif.

Skracenice: FISH- fluorescentna in situ hibridizacija, IHH- imunohistohemijska, gain- engl. dodatak (polizomija hromozoma), PRMT1-
Protein arginin metil transferaza 1, ZEB1- Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1, TN-tehni¢ki neadekvatno, ND-nije dostupno, neg-

negativno, dif- difuzna imunopozitivnost.
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5. Diskusija

Karcinomi bubrega su heterogena grupa tumora razli¢itog bioloskog ponasanja i prognoze
(1). Stalni napori nauc¢nika u pronalazenju preciznih dijagnostickih i pouzdanih
prognostickih parametara, motiviSu istrazivate na kontinuirano ispitivanje novih
bioloskih markera. Poznato je da genetski faktori predstavljaju znacajanu osnovu za
nastanak vec¢ine tumora bubreznih ¢elija. Medutim, poslednjih godina pokazano je i da

epigenetska regulacija genske ekspresije utice na njihov nastanak (3).

PRMT1 je epigenetski regulator koji se eksprimira u razli¢itim strukturama mnogih tkiva
I organa tokom njihovog razvoja (55). U ovoj studiji, PRMT1 je bio eksprimiran u
korteksu i meduli svih sluc¢ajeva koris¢enih kao pozitivna kontrola. U korteksu bubreznog
parenhima, PRMT1 imunopozitivnost je bila uoéena u parijetalnim ¢elijama Boumanove
kapsule i ¢elijama mezangijuma, kao i u epitelnim celijama proksimalnih tubula. U
meduli, PRMT1 je bio eksprimiran u epitelnim ¢elijama sabirnih kanali¢a. Ovakav nalaz
ukazuje da je PRMTI ubikvitarno eksprimiran marker u strukturama bubreZznog
parenhima. Prema podacima iz literature, samo jedna studija je pokazala ekspresiju
PRMT1 u epitelnim ¢elijama renalnih tubula, ali bez ekspresije PRMT1 u glomerulima ili
sabirnim kanali¢ima, §to bi se moglo objasniti kori§¢enjem razliitog klona antitela u 0voj

studiji (55).

Uloga PRMT1 u tumorogenezi je jo$ uvek kontraverzna i naizgled zavisna od tipa tumora
I substrata koji metiluje. U ve¢em broju sluc¢ajeva, PRMT1 se eksprimira u agresivnim
tumorima, sa loSom prognozom (7,8). Takode, pokazano je da inaktivacija PRMT1 malom
interferiraju¢om RNK u nesitnoc¢elijskom karcinomu pluca sprecava rast tumorskih ¢elija
(6). Druga studija je pokazala da PRMT1 indukuje invazivnost ¢elija karcinomima dojke
u in vitro uslovima, a da inaktivacijom PRMT1 ¢elija ulazi u senescenciju (15). Medutim,
pojedini autori su pokazali pozitivan uticaj ekspresije PRMT1 na ishod pacijenata sa
karcinomom. Tako su pacijenti sa karcinomom zeluca i nizim vrednostima PRMT1
ekspresije, nakon kori$¢enja adjuvantne hemioterapije imali loSije prezivljavanje, u
poredenju sa pacijentima koji su imali vise vrednosti PRMT1 ekspresije (9). Prema
ostalim podacima iz literature, samo je u jednoj studiji indirektno analizirana funkcija

PRMT1 u RCC. Autori su ispitivali uticaj interakcije B-¢elijskog translokacionog gena 1
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(BTG1) i PRMT1 na tkivnim uzorcima i ¢elijskim linijama RCC. Iako je ekspresija BTG1
na proteinskom i molekularnom nivou na uzorcima RCC bila mala, pokazano je da BTG1
u interakciji sa PRMT1 moze inhibirati ¢elijski rast i indukovati ¢elijsku apoptozu u RCC,
a da su takode pojedine funkcije BTGI1 bile suprimirane inhibicijom PRMT1 (80).
Medutim, detaljna ekspresija PRMT1 u razli¢itim tumorima bubreznih ¢éelija jo$ uvek nije

ispitivana.

Rezultati ove studije su pokazali ekspresiju PRMT1 u svim analiziranim tipovima tumora
bubreznih ¢elija, koja je u vecini sluc¢ajeva bila heterogena. Ucestalija heterogena PRMT1
ekspresija je prime¢ena u ccRCC niZzeg gradusa (I i IT) i nizeg stadijuma tumorske bolesti
(pT1ipT2), dok je homogeni gubitak PRMT1 ekspresije bio karakteristi¢an za slucajeve
ccRCC visokog gradusa (I11'i 1V), visokog stadijuma (pT3 i pT4) i kod umrlih pacijenata.
Heterogena ekspresija PRMT1 na TMN bila je potvrdena na odgovaraju¢im
konvencionalnim isecima istih slucajeva. Intratumorska heterogenost (ITH) predstavlja
varijaciju u morfologiji, gradusu, agresivnosti, odgovoru istih tumora na terapiju i
varijaciju u ekspresiji razlic¢itih IHH markera kod tumora uniformne morfologije (81).
Prisutna je u skoro svim solidnim tumorima i moze biti posledica genetskih, epigenetskih
faktora, faktora spoljasnje sredine ili njihove kombinacije (82,83). Prema dosada$njim
podacima iz literature, ITH je od naroCitog znacaja za ccRCC i moZe biti uzrok njegovog
nepredvidivog ponasanja kod razli¢itih slucajeva naizgled iste morfologije (81,84). Znacaj
ITH je jo$ uvek nedovoljno jasan. U literaturi je opisana ucestala ITH kod ccRCC visokog
gradusa i ve¢ih dimenzija. Medutim, ITH se javlja i u ranim fazama karcinogeneze, kada
ne mora biti direktno odgovorna za tumorsku progresiju (81,84,85). S obzirom na ovakve
podatke, heterogena ekspresija PRMT1 na ¢cRCC nizeg gradusa i stadijuma, moze
predstavljati rano steCenu epigenetsku promenu koja bi mogla voditi ka progresiji

povezanoj sa potpunim gubitkom PRMTL.

Osim u ccRCC, PRMTL1 je bio eksprimiran i u svim MLCRN-LMP. MLCRN-LMP i
ccRCC imaju zajedni¢ku mutaciju VHL gena, na 3p25 hromozomskom regionu, ali su
potpuno razli¢itog bioloskog ponasanja (1). Moguce je da je za agresivnu prirodu ccRCC,
neophodan raranzman ostalih regiona hromozoma 3 ili delecije hromozoma 14q, 9p, 8p i
69, koji bi mogli biti odgovorni za kodiranje razli¢itih tumor supresornih gena (41).
MLCRN-LMP i ccRCC eksprimiraju i zajednicke imunohistohemijske markere, kao $to
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su: CA-1X'1 PAX-2 (1). U svakodnevnoj praksi su poznati sluc¢ajevi ccRCC sa izrazenom
cisticnom komponentom koji se morfoloski teSko mogu razlikovati od MLCRN-LMP, a
smatra se da imaju bolju prognozu od klasi¢nog ccRCC (86). S obzirom na benignu
prirodu MLCRN-LMP i povoljniju prognozu ccRCC niskog gradusa, u¢injena je dodatna
analiza PRMT1 ekspresije na celim presecima novih slucajeva. Nalaz na celim presecima
je bio konzistentan sa nalazom na TMA. Skoro svi slu¢ajevi MLCRN-LMP i ccRCC

niskog gradusa su difuzno eksprimirali PRMTL.

Dobijeni rezultati bi mogli znaciti da je PRMT1 jedan od ubikvitarno eksprimiranih gena
koji vrsi epigenetsku kontrolu normalnog bubreZnog razvoja, te da bilo koja promena u
PRMT1 ekspresiji moze voditi ka nastanku tumora i/ili voditi ka nepovoljnoj prognozi po
pacijenata. Moguce je spekulisati da bi MLCRN-LMP zapravo mogla biti pocetni deo
spektruma diferencijacije u ccCRCC sa izrazenom cistiénom komponentom, a potom i u
ccRCC Kklasi¢ne grade. Difuzna ekspresija PRMT1 u niskogradusnim ccRCC i MLCRN-
LMP bi mogla odgovarati njihovom zajednickom poreklu, a mogla bi sluziti i kao potvrda

ekspresije u tumorima bubrega povoljnijeg bioloskog ponasSanja.

Osim u ccRCC i MLCRN-LMP, PRMT1 se eksprimirao u skoro svim RO i manjem broju
chRCC. Smatra se da chRCC i RO pripadaju jednom morfoloskom spektrumu, a imaju
potpuno razli¢ito biolosko ponasanje (34). U vecini slucajeva, dijagnoza RO i chRCC se
postavlja pazljivim pregledom H&E preparata. Medutim, u svakodnevnoj praksi srecu se
razli¢ite varijante RO, koje se po morfoloskim osobinama nekada teSko mogu razlikovati
od chRCC (87). Pored klasi¢nog tipa RO, opisane su i razliite varijante, kao §to je
sitnocelijska varjjanta sa pseudorozetama, sa intracitoplazmatskim lumenima, sa
atipiénim, bizarnim celijama i telengiektaticni RO (29,37,38,88,89). aRO se odlikuje
fokalnom ili difuznom ¢elijskom atipijom (90). Celijska atipija u aRO podrazumeva
naglaseni nuklearnim pleomorfizmom, hiperhromaziju i prisustvo multinuklearnih
tumorskih ¢elija, bez mitoza (28). Pored citoloske atipije, opisana je i ekstenzija aRO u
perirenalno masno tkivo, hemoragija, minimalna mikroskopska nekroza, pa cak i
vaskularna invazija. Smatra se da je atipija u RO samo deo morfoloskog spektruma i da
ne uti¢e nepovoljno na prognozu (29). Medutim, nekada se aRO morfoloski tesko moze
razlikovati od chRCC. Takode, osim klasi¢ne varijante chRCC, opisane su jo§ i

eozinofilna, mikrocisticna, adenomatoidna pigmentna, tubulocisti¢na, pa ¢ak i onkocitna
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varijanta chRCC (34,91,92). Na primer, eozinofilna i onkocitna varijanta chRCC se tesko
moze morfoloski razlikovati od RO (31). Iz navedenih razloga, ekspresija razli¢itih
markera u diferencijalnoj dijagnozi ova dva tumora moze biti od velikog znacaja. U tom
smislu, difuzna ekspresija CK7 imunohistohemijskog markera i pozitivno histohemijsko
bojenje na Haleovo koloidno gvozde, smatra se karakteristicnim nalazom u
patohistoloskoj dijagnozi chRCC i koristi se u diferencijalnoj dijagnozi sa RO. Medutim,
vazno je napomenuti da nekada iz tehnickih razloga ovo histohemijsko bojenje moze biti
neadekvatno i teSko za interpretaciju. Drugi markeri, kao $to su S100A1, CD117 (KIT),
CDI10 1 RCC marker se nisu pokazali kao odgovarajuéi za diferencijalnu dijagnozu
chRCC i RO (34). S obzirom na ¢esta morfoloska preklapanja ova dva tumora razliCite
prognoze, te na vaznost postavljanja pravilne patohistoloSke dijagnoze, PRMT1 ekspresija
je analizirana u zasebnoj kohorti celih preseka dodatnih slucajeva chRCC, RO i aRO. U
skoro svim sluc¢ajevima chRCC PRMTL1 ekspresija je bila fokalna i lokalizovana na
periferiji isecka, u blizini granice sa okolnim bubreznim parenhimom. U skoro svim RO i
svim aRO PRMT1 ekspresija je bila difuzna i jakog intenziteta. Rezultati istraZivanja
mogu ukazivati da difuzna PRMT1 ekspresija, jakog intenziteta moze biti znacajna u

patogenezi RO i moze sluziti kao pomo¢ni IHH marker u patohistoloskoj dijagnozi RO.

ZEBI je bio eksprimiran u endotelnim ¢elijama kapilara glomerula i krvnih sudova
bubreznog parenhima, uz odsustvo ekspresije u epitelnim celijama tubula i sabirnih
kanali¢a. U literaturi je ekspresija ZEB1 pokazana u karcinomima cerviksa, uterusa,
dojke, debelog creva, plu¢a i pankreasa, u slucajevima viseg stadijuma ili sa ve¢ prisutnim
metastazama (63,64,66,67). U karcinomima bubreznih ¢elija, ZEB1 je uglavnom ispitivan
kao jedan od osnovnih regulatora EMT posredovane progresije tumora (17,93). lako je
ZEB1 ekspresija bila uocena u skoro svim analiziranim tipovima tumora, najveci broj
sluc¢ajeva je bio homogeno negativan. Heterogena imunopozitivnost je uglavnom uo¢ena
u ccRCC i RO, ukazujuéi na potencijalnu ulogu ZEB1 u njihovoj patogenezi. Ekspresija
ZEB1 nije bila udruzena sa klini¢ko-patoloskim parametrima. Medutim, analiza
preZivljavanja je pokazala da je ZEBI1 nezavisni prognosticki parametar boljeg
prezivljavanja pacijenata sa ccRCC, a da je veci broj umrlih pacijenata imao homogeni
gubitak ZEB1 ekspresije. U literaturi je za ccRCC visokog gradusa opisana heterogenost,
kao i potpuni gubitak ZEB1 ekspresije (81,94). Medutim, korelacija ITH ekspresije ZEB1

1 prezivljavanja nije analizirana. Ucestalost ZEB1 u ovoj studiji se ve¢inom razlikuje u
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odnosu na rezultate dobijene u literaturi. Moguce je da ZEB1 na razli¢ite nacine ucestvuje
u tumor specifiénim mehanizmima nastanka i progresije RCT, koji su za sada jo$ uvek

nedovoljno prouceni.

S obzirom na rezultate dobijene analizom TMN, dodatna analiza ZEB1 je uradena na
konvencionalnim presecima novih uzoraka chRCC, RO i aRO. ZEBL1 je bio homogeno
negativan u skoro svim chRCC, dok je ve¢ina RO i svi aRO difuzno eksprimirala ZEB]1.
Ovakvi rezultati mogu ukazivati da ZEB1 ekspresija moze biti znacajna za patogenezu

RO i moze sluziti kao pomo¢ni IHH marker u njihovoj dijagnozi.

RUNX1 se eksprimirao u pojedina¢nim c¢elijama glomerula, proksimalnih, distalnih
tubula i sabirnih kanalica u veoma slabom intenzitetu. U ovoj studiji RUNX1 je bio
eksprimiran u razli¢itoj ucestalosti kod svih analiziranih tipova i u svim slu¢ajevima
MLCRN-LMP. Medutim, ekspresija RUNX1 nije bila udruZena sa klinicko-patoloSkim
parametrima. Najnovija studija je pokazala da je povecana ekspresija RUNX1 u ccRCC
udruzena sa polom, visokim nuklearnim gradusom i klinickim stadijumom, kao i loSijim
prezivljavanjem (72). Ovakvi rezultati se mogu objasniti razli¢itom metodologijom u ovoj
studiji, tj. koricenjem IHH analize, za razliku od druge studije, gde su koriS¢ene vrednosti
IRNK RUNX1 ekspresije preuzete iz TCGA javne baze podataka. Rezultati studije
ukazuju da bi RUNXI1 mogao biti znaCajan u patogenezi razli¢itih tipova tumora
bubreznih cCelija. Ovakve rezultate je potrebno upotpuniti analizom iRNK RUNXI1

ekspresije.

TWIST1 je jedan od klju¢nih regulatora embriogeneze i organogeneze, Ciji je nivo
ekspresije nizak u adultnim tkivima (74,75). Na uzorcima bubreznog parenhima, difuzna
ekspresija jakog intenziteta bila je prisutna u citoplazmi tubulskih epitelnih ¢éelija i u
¢elijama glomerula, dok se u meduli TWIST1 eksprimirao na membrani sabirnih kanalica.
Ekspresija TWIST1 u karcinomima dojke, mokra¢ne beSike, prostate, kao 1 njegova
citoplazmatska lokalizacija u ¢elijama ccRCC, bili su udruzeni sa visokim gradusom,
agresivnim tumorskim ponasanjem i loSom prognozom (75,76). Citoplazmatska
ekspresija je bila primeéena u ccRCC visokog gradusa, sa sarkomatoidnom
komponentom. Primecena je i ucestala heterogena ekspresija TWIST1, ali bez udruzenosti
sa klinicko-patoloSkim faktorima. U literaturi je heterogenost TWIST ekspresije vec

opisana, a gubitak Twist ekspresije bio je udruzen sa ccRCC niskog gradusa (94).
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Medutim, mogucée je da su ovakve razlike u rezultatima posledica razli¢itog klona

koris¢enog u studijama.

Ko-ekspresija PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWIST1 imunohistohemijskih markera je bila
znacajna u ccRCC. Najveci broj sluc¢ajeva ccRCC sa odsustvom PRMT1 ekspresije, imao
je i nedostatak ZEB1 ekspresije. Ovo bi moglo znaditi da gubitak ZEB1 ekspresije moze
biti zavistan od gubitka PRMT1. Takode, ve¢ina ccCRCC i svi MLCRN-LMP sa RUNX1
ekspresijom imali su ko-ekspresiju sa PRMTL1, te je moguée spekulisati da
RUNX1/PRMT1 ko-ekspresija moze biti znacajna za povoljnije ponasanje bubreznih
neoplazmi. Gubitak PRMT1 ekspresije u ccRCC, bio je udruzen sa ucéestalom
citoplazmatskom lokalizacijom TWIST1. Ovo bi mogao da bude jedan od mehanizama

kojim gubitak PRMTT1 uti¢e na agresivnije ponasanje tumora.

Wnt/B-katenin EMT signalni put se odlikuje gubitkom E-kadherin ekspresije, pove¢anom
N-kadherin ekspresijom, disocijacijom B-katenina sa membrane i njegovom
translokacijom u citoplazmu ili jedro (59). Wnt/B-katenin signalni put je vazan za proces
embriogeneze, ali njegova aberantna aktivacija kod odraslih moZze dovesti do nastanka
tumora. Na ¢elijskim kulturama karcinoma pluc¢a pokazano je da PRMTL1 vr$i metilaciju
aksina, povecava njegovu stabilnost i spre¢ava aktivaciju Wnt/B-katenin signalnog puta.
Inaktivacijom PRMT1 dolazi do aberantne aktivacije Wnt/B3-katenin EMT signalnog puta
(62). ZEB1, RUNXL1 i TWIST1 su vazni regulatori EMT (67,68,76). U karcinomima
dojke, PRMT1 metiluje promotor ZEBI1, aktivira njegovu transkripciju, S$to potom
indukuje EMT (15). ZEB1 se direktno vezuje za promotor gena za E-kadherin, spre¢ava
njegovu transkripciju i tako dovodi do EMT (63). Takode, povecana ekspresija ZEB1 i N-
kadherina, smanjena ekspresija E-kadherina i gubitak membranske B-katenin
imunopozitivnosti povezani su sa pove¢anom invazivno$éu cervikalnog karcinoma (67).
Sa druge strane, u ¢elijama karcinoma dojke RUNX1 se vezuje za promotor gena za E-
kadherin, indukuje njegovu poveéanu ekspresiju i spreCavava EMT (73). Pokazano je da
PRMT1 vrsi metilaciju RUNXL1 i indukuje njegovu transkripciju (18). U nesitnocelijskim
karcinomima plu¢a, PRMT1 vrsi metilaciju TWIST1, koji potom dovodi do smanjene
ekspresije E-kadherina i na taj nacin indukuje EMT (14). S obzirom na ovakve podatke iz
literature, ocekivana je ucestala ZEB1 i TWIST1 ekspresija, njihova ko-ekspresija sa
PRMT1, smanjena ekspresija E-kadherina, ucestalija ekspresija N-kadherina i
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citoplazmatska ili nuklearna lokalizacija B-katenina u RCC visokog gradusa i/ili
stadijuma. Ocekivana je bila i RUNXI/PRMTI1 ko-ekspresiju u tumorima sa boljom
prognozom, pracena ucestalijom E-kadherin ekspresijom, gubitkom N-kadherin
ekspresije i ocuvanom membranskom lokalizacijom B-katenina. Medutim, rezultati
studije su pokazali da markeri EMT Wnt/B-katenin signalnog puta nisu udruzeni sa
PRMT1, ZEB1 ili TWIST1 ekspresijom. Samo je u ccRCC ekspresija RUNX1 bila
udruzena sa ucestalom ekspresijom N-kadherina, ali bez smanjene ekspresije E-kadherina.

Naprotiv, gubitak E-kadherina je bio udruzen sa smanjenom ekspresijom RUNXI.

U studiji je ispitivana i relativna iRNK PRMT1 ekspresija u tri najucestalija tipa tumora
bubreznih c¢elija, ccRCC, pRCC, chRCC i okolnom netumorskom parenhimu. Nivo
relativne IRNK PRMT1 ekspresije u tumorskom tkivu bio je nizi nego u tkivu okolnog
parenhima bubrega. Najnizi nivo relativne IRNA-PRMTL1 ekspresije zabelezen je kod
ccRCC. Nesto visi nivo iIRNA-PRMTL je bio u pRCC, a najvisi novo relativne ekspresije
IRNA-PRMT1 primeéen je kod chRCC. Znacajno snizenje relativhe iRNA-PRMT1
ekspresije bilo je uo¢eno u uzorcima ccRCC visokog gradusa i stadijuma. Ovakav rezultat
je vazan, budu¢i da je ccCRCC, u poredenju sa pRCC i chRCC, agresivniji tip tumora, sa
losijom prognozom (1). Za razliku od rezultata dobijenih u ovoj studiji, drugi autori su
pokazali znacajno povecanje relativne iIRNK PRMT1 ekspresije u tumorskom tkivu
drugih tipova karcinoma (mokraéne besike, dojke, pluc¢a) i gliomima, u odnosu na okolni
netumorski parenhim (6,7,10,56). Medutim, relativna iRNA-PRMT1 ekspresija u tkivu
tumora bubrega i netumorskom bubreznom parenhimu do sada nije analizirana. S obzirom
na ovakve podatke iz literature, analizirani su nivoi iRNK PRMTL1 ekspresije preuzete iz
javne TCGA/GTEX baze, a potom su uporedivani sa rezultatima dobijenim na malom
uzorku koris¢enom u ovoj studiji. U obe grupe uzoraka, iRNA PRMT1 nivo ekspresije je
bio sniZzen u tumorskom tkivu u poredenju sa netumorskim parenhimom, a najnizi nivo je
bio uoc¢en u cRCC. Za razliku od rezultata dobijenih u ovoj studiji, nivo iRNA PRMT1
ekspresije u ccRCC TCGA grupi nije bio udruzen sa gradusom i stadijumom tumora.
Takode, poviSen nivo IRNA PRMT1 ekspresije je bio udruzen samo sa visokim gradusom
chRCC u TCGA grupi. Uocene razlike u IRNK PRMT1 expresiji mogu biti posledica
malog broja uzoraka kohorte u ovoj studiji. Dalje, razlike u rezultatima IHH analize u
kohorti ove studije i analize IRNK PRMT1 ekspresije u TCGA grupi mogu biti posledica

varijacije u post-trankripcionim mehanizmima uklju¢enim u translaciju iRNK PRMT1 u
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protein, kao Sto je ve¢ opisano u literaturi (95,96). Takode, potrebno je uzeti u obzir

varijacije u ekspresiji gena u svakom individualnom slu¢aju unutar istog tipa tumora (97).

Metodom FISH analize dokazana je poliploidija svakog hromozoma u slu¢ajevima aRO,
$to je neuobidajen nalaz medu tumorima (98). Celija je poliploidna ukoliko ima tri ili vise
kopija haploidnog genoma i moze biti mononuklearna i multinuklearna dzinovska (98).
Poliploidija se sre¢e tokom embriogeneze ili postnatalno u odgovoru na stres, ¢ime se
prilagodava na novonastale nepovoljne uslove (98). Smatra se da je u humanoj populaciji
poliploidija prisutna u oko 37% tumora (99). Pokazano je da poliploidna multinuklearna
dzinovska Celija sprecava rast tumora i indukuje ¢elijsku senescenciju (99). Eksperimenti
na ¢elijskim kulturama RCC su pokazali izrazenu osetljivost poliploidnih tumorskih ¢éelija
na anti-tumorske agense ili gama zrac¢enje (100). Poliploidija hromozoma u aRO nije do
sada opisana, niti je njen znacaj objasnjen. U analiziranim uzorcima, zone sa ¢elijskom
atipijom i mutinuklearnim dZinovskim ¢elijama su odgovarale nalazu poliploidije
hromozoma svakog uzorka na FISH analizi. Pretpostavka je da poliploidija u aRO moze
biti posledica celijskog stresa tokom nastanka tumora, njenog reprogramiranja i

prilagodjavanja, te odrzavanja benigne prirode RO.

Glavni rezultati ovog istrazivanja pokazuju da ekspresija PRMT1 moze biti znacajna
karakteristika ccRCC sa niskim nuklearnim gradusom i niskim stadijumom tumorske
bolesti, kao i tumora povoljnog bioloskog ponasanja kao $to su MLCRN-LMP i RO.
Heterogena ekspresija PRMT1, moze biti marker ITH i nepredvidivog bioloskog
ponasanja tumora, dok homogeni gubitak PRMT1 moze biti specifi¢an za ccRCC visokog
gradusa i stadijuma. Gubitak PRMT]I i/ili ZEB1 ekspresije moze biti znak losijeg
prezivljavanja pacijenata sa ccRCC. Difuzna PRMTL1 i ZEB1 imunohistohemijska
ekspresija jakog intenziteta u onkocitomima moZe biti od znacaja u diferencijalnoj

dijagnozi sa hromofobnim karcinomima bubreznih ¢elija.

Rezultati ove studije nisu pokazali udruzenost PRMT1, kao epigenetskog regulatora sa
WNT/B-katenin-EMT signalnim putem u patogenezi tumora bubreznih ¢elija, buduéi da
ni jedan od analiziranih transkripcionih faktora nije korelirao sa gubitkom ekspresije E-
kadherina, povecanom ekspresijom N-kadherina ili citoplazmatskom i/ili nuklearnom

ekspresijom B-katenina.
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Rezultati PRMT1 ekspresije dobijeni u ovom istrazivanju, znacajan su pokazatelj uticaja
epigenetske regulacije u patogenezi razlicitih tipova tumora bubreznih ¢elija odrasle dobi.
Medutim, jasan mehanizam njegovog delovanja ostaje nejasan. U tumorima bubrega,
PRMT1 moze uticati na druge EMT signalne puteve, ¢elijski ciklus ili apoptozu. Za dalja
I detaljnija ispitivanja, neophodni su eksperimenti na ¢elijskim kulturama. Ova studija
predstavlja prvi korak buduceg istrazivanja koje ¢e pokazati precizan mehanizam dejstva
PRMT1 i njegov znacaj u dijagnostickim, prognostickim, kao i novim terapijskim

smernicama tumora bubreznih ¢elija.
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. Zakljucci

PRMT1 ekspresija uo¢ena je u svim ispitivanim patohistolo§kim tipovima tumora bubrega

na TMN, ali je njegova ekspresija bila najucestalija u ccRCC, RO i MLRCN-LMP.

. Ucestala difuzna PRMT1 ekspresija na celim presecima uzoraka, bila je karakteristicna
za ccRCC niskog gradusa, MLCRN-LMP, klasi¢ne RO i aRO, dok je u vec¢ini chRCC
PRMT1 eksprimiran fokalno.

. Vecini ispitivanih patohistoloSkih tipova tumora na TMN je eksprimirala ZEBL1, ali je

njegova ekspresija bila najucestalija u RO.

Difuzna ZEB1 ekspresija bila je prisutna na celim presecima vecine klasi¢nih RO, svih

aRO, dok je u vecini slu¢ajeva chRCC ZEBL1 ekspresija bila odsutna.

. Najveci broj slucajeva ccRCC sa odsustvom PRMTL1 ekspresije, imao je i nedostatak
ZEB1 ekspresije. Ve¢ina ccCRCC i svi MLCRN-LMP sa RUNX1 ekspresijom imali su ko-
ekspresiju sa PRMT1. Gubitak PRMT1 ekspresije u ccRCC, bio je udruzen sa ucestalom
citoplazmatskom lokalizacijom TWIST1.

. Ekspresija PRMT1, ZEB1 i TWISTI nije bila udruzena sa promenama u ekspresiji

kadherina i 3-katenina.

. Vecina ccRCC sa RUNXI ekspresijom, eksprimirala je N-kadherin, ali bez gubitka E-
kadherin ekspresije. Gubitak E-kadherina je bio uoc¢en u vec¢ini ccRCC bez ekspresije
RUNXL1.

PRMT1 ekspresija je bila heterogena u vecini ccRCC niskog nuklearnog gradusa i niskog
stadijuma tumorske bolesti. Homogeni gubitak PRMT1 ekspresije bio je primecen u
ve¢ini ccRCC visokog gradusa, visokog stadijuma, vec¢ih dimenzija i u sluc¢ajevima
smrtnog ishoda.

. ZEB1 ekspresija u ccRCC je bila ucestalija kod pacijenata sa boljim preZivljavanjem i bila
je nezavistan faktor prezivljavanja, dok je homogeni gubitak ZEB1 ekspresije bio

znacajno ¢e$¢i u slucajevima smrtnog ishoda.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Relativni iRNA-PRMT]1 nivo ekspresije je bio visi u netumorskom parenhimu nego u

tumorskom tkivu.
Najnizi nivo relativne iRNA-PRMT1 ekspresije primecéen je u ccRCC, a najvisi u chRCC.

Snizenje relativnog iIRNA-PRMTI1 nivoa ekspresije je bilo uofeno u ccRCC viseg

nuklearnog gradusa, viseg stadijuma tumorske bolesti i sa porastom dimenzije tumora.

Hromozomi skoro svih slu¢ajeva su imali poliploidiju. Jedan slucaj je imao gubitak

hromozoma X, a jedan je bio bez hromozomskih aberacija.

Ekspresija PRMT1 i ZEBL1 je bila nezavisna od hromozomskih aberacija i bila je prisutna

u svim analiziranim slu¢ajevima aRO.

Opsti  zakljucak: Ekspresija PRMTL1 je znaCajna karakteristika ccRCC sa niskim
nuklearnim gradusom, niskim stadijumom tumorske bolesti i tumora sa povoljnim
bioloskim ponasanjem, kao §to su MLCRN-LMP i RO. Homogeni gubitak PRMT1
ekspresije je znacajan za ccRCC visokog gradusa, visokog stadijuma i ve¢ih dimenzija.
Gubitak PRMT]1 i/ili ZEB1 ekspresije moze biti znak losijeg prezivljavanja pacijenata sa
cCcRCC. Ucestalija difuzna PRMTI1 i ZEB1 imunohistohemijska ekspresija jakog
intenziteta u onkocitomima moZze biti od znacaja u diferencijalnoj dijagnozi sa

hromofobnim karcinomima bubreZnih ¢elija.
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