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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

A - adenozins

BKUS - Bérnu Kliniska Universitates slimnica

Bcl-2 - bel-2 (anglu val B-cell chronic lymphocytic leukemia) géna
kodgtais proteins

Bp - bazu paris

CDKN2A - ciklina atkarigas kinazes inhibitora 2A géns (anglu val. cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A)

CK - citokeratins

CKAEI1/AE3 - kopgjais citokeratins (klons CKAE1/AE3)

CI - ticamibas intervals (anglu val. confidence interval)

CMN - cellulara mezoblastiska nefroma

DMSO - dimetilsulfoksids

DNS - dezoksiribonukleinskabe

dNTP - dezoksiribonukleotida trifosfats

DSRCT - desmoplastisks siko apalo $tinu audzgjs (anglu val.-
desmoplastic small round cell tumor)

EDTA - etilendiamintetractikskabe (kimiska formula C;oH;40gN5)

EMA - epitelialais membranu antigéns

ETV6 - ets varianta géns 6 (anglu val. E -twenty six.variant 6)

g - brivas krisanas paatrinajums, ~9,81 m/s2

G - guanins

H&E - hematoksilins eozins

INK4a - kinazes 4a inhibitors

LCA - leikocttu kopg€jais antigéns

NSE - neironu specifiska enolaze

NWTSG - Vilmsa audzgja izpétes grupa ASV (anglu val.- National Wilms
Tumor Study Group)

M - mainiga lieluma vidgja aritm&tiska vertiba

Max - mainigo lielumu diapazona maksimala veértiba

Min - mainigo lielumu diapazona minimala vertiba

Mo - moda, mainiga lieluma visbiezak sastopama vértiba

n - izlases apjoms (gadijumu skaits)

NSV - nieru §tnu vezis

nt - nukleotids



NTRK3 - neirotrofiskas tirozina kinazes receptoru géns 3.tipa géns
(neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3)

p - bitiskuma Iimenis (varbiitiba, ka speka ir nulles hipot€ze)

PCR - polimerazu k&des reakcija (anglu val. polymerase chain
reaction)

PI - proliferacijas indekss

PNET - primitivs neiroektodermals audzgjs

T - Spirmena rangu korelacijas koefiecients

SD - mainiga lieluma standartnovirze

SIOP - starptautiska Pediatrijas Onkologijas Biedriba (anglu val.-

International Society of Paediatric Oncology)
Taq polimeraze - termostabila termofilas bakterijas Thermus aquaticus DNS

polimeraze
TBS - bufergts tris(hidroksimetil) aminometana skidums
Tris - tris(hidroksimetil)aminometans (kimiska formula
(HOCH,);CNH,)
WTI - Vilmsa audz&ja nomacgja géns



1. IEVADS
1.1. Petijjuma aktualitate

Primari nieru audzgji veido aptuveni 7% no visiem pediatriskajiem
laundabigajiem jaunveidojumiem vecuma grupa lidz 15 gadiem un 4,4% no
visiem laundabigajiem audz€jiem b&rniem un pieaugusajiem vecuma lidz 20
gadiem [Ries et al., 1999]. Visbiezak $aja grupa parstavets Vilmsa audzgjs jeb
nefroblastoma (85% no gadijumiem), tam seko nieru $tnu vézis (3-5%),
mezoblastiska nefroma (3%), nieru gai$o §iinu sarkoma, nieres rabdoids audzgjs
(2%) un reti jauktas genézes audzgji (2%) [Birch et al., 1995]. Pateicoties §Ts
patologijas saméra retajai sastopamibai, variablajai histologiskajai atradnei un
iesp&jai, ka histologiska aina var parklaties dazadu §is grupas jaunveidojumu
gadfjuma, bérnu vecuma nieru audzgji vienmér ir bijusi pediatrijas nozaré
stradajoso patologu intereses loka. Pastiprinata interese bérnu vecuma nieru
audz&ju precizai histologiskajai diagnostikai un audzgja stadijas noteikSanai
tick pieskirta ari tapéc, ka to arst€Sana un pacienta prognoze loti atSkiras
atkariba no diagnosticéta audzeja morfologiska veida. Pasaulé to izpéte notiek
lielu pétniecisku grupu ietvaros, no kuram nozimigakas ir Vilmsa audzgja
izpetes grupa ASV (National Wilms Tumor Study Group/NWTSG) un
multinacionala Pediatrijas Onkologijas (International Society of Paediatric
Oncology/SIOP) izpétes grupa Eiropa. P&dgjo 40 gadu laika So kooperativo
grupu darbs izstradajot precizus diagnostiskos kritérijus, uz audzgja stadiju un
histologisko ainu balstitus kimijterapijas protokolus, ka arT kirurgiskas tehnikas
pieejas, ir bijis loti veiksmigs. Kopuma rezultata ir panakta ievérojama
prognozes uzlabosanas nefroblastomas pacientiem. Ja 20. gadsimta sakuma
piecu gadu dzivildze péc diagnozes noteikSanas nefroblastomas gadijuma bija
noveérojama 8% pacientu, tad 1960. gada So raditaju sasniedza jau 50%, bet
2000. gada 90% pacientu [Perlman, 2005] Lidzigi arT nieru gaiSo Slinu
sarkomas gadijuma, uzsakot doksorubicina pielietoSanu, Kimijterapijas
protokolos, pacientu piecu gadu dzivildze ir pieaugusi no 20% Iidz 70%
[Argani etal., 2000], kam@r nieru rabdoida tumora gadijuma joprojam
saglabajas slikta prognoze, jo 80% So audz&ju gadijumu pacienti mirst pirmo
divu gadu laika p&c diagnozes noteikSanas [van den Heuvel-Eibrink et al.,
2011]. Uz vispargjo panakumu fona neatbildets palicis jautdjums, kapec,
neskatoties uz veikto Kkimijterapiju un kirurgisko arstéSanu, dalai no
nefroblastomas pacientiem saglabajas nemainigi slikta prognoze un vél
joprojam Iidz pat 15% ST audz€ja pacientu mirst pirmajos piecos gados péc
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diagnozes noteikSanas [Malik et al., 2001]. Diskusijas rada arT novérota dazada
audz€ju reaktivitate uz izdartto kimijterapiju. un tiek izteikts viedoklis, ka
nefroblastomas blastematozais komponents iesp&jams sastav no divu tipu
$tnam ar dazadu reaktivitati uz izdarito terapiju [Barocca, 2010].Nemot vera
iepriek$ rakstito, arT paslaik visa pasaulé tiek turpinata bérnu vecuma nieru
jaunveidojumu, galvenokart nefroblastomas, pétnieciba uzsvaru liekot uz
molekulari  genétiskas  patologijas, potenciali  prognostiski  svarigo
imiinhistokimisko markieru un kimijterapijas izraisito audz€ja izmainu izpé&ti.
Sobrid ir aprakstita virkne markieru, kuru imiinhistokimiskas ekspresijas
pakapei varétu biit saistiba ar pacientu prognozi [Ghanem et al., 2005].

Analizgjot literatiras datus, redzams, ka fundamentali petfjumi
pediatrisko nieru audzgju izpéteé tiek veikti galvenokart NWTSG un SIOP
multinacionalo izp&tes grupu ietvaros, bet praktiski nav pieejamas publikacijas
par pediatrisko nieru audz&ju morfologisko spektru un iminhistokimisko
atradni §is patologijas gadijuma Baltijas valstis. Atsevi§ki viet€jas nozimes
pétijumi ir veikti Lietuva [Jankauskiene et al., 2009]. Latvija ieskatu bérnu
vecuma urogenitalas sistemas audzgju klasifikacija sniedz Latvija iznakusi
monografija ,,B&mu urologija” [Dobelis, 2003] un gramata ,,B&rnu kirurgija”
[Krasts, 2005] prof. A. P&tersona redakcija. Latvija pediatrisko nieru
jaunveidojumu diagnostika un arstéSana koncentréta galvenokart Bérnu
Kliniskaja Universitates slimnica. Histologiska audz&ju diagnostika notiek
BKUS Bérnu Patologijas biroja. Sakot no 2004. gada praktiskaja darba ir
ieviesta arT imiinhistokimiskas izmekléSanas metode, bet pagaidam nav veikta
primaro un metastatisko pediatrisko nieru jaunveidojumu sastopamibas, to
morfologiska spektra un pavado$as genétiskas patologijas, ka ari klinisko,
morfologisko un imtnhistokimisko datu saistibas analize, kas varétu dot
butisku ieguldijumu b&mu vecuma nieru audz&u pétnieciba. Visi
ieprickSminétie fakti nosaka izvélétas promocijas darba témas aktualitati,
fundamentalo nozimi un praktisko vértibu.

1.2. Darba mérkis

Veikt Latvijas bérnu nieru jaunveidojumu morfologiska spektra izpéti
un raksturot potenciali prognostiski svarigo iminhistokimisko markieru
ekspresiju, tas saistibu ar kliniskajiem un morfologiskajiem raditajiem, ka ari
genétisko patologiju nefroblastomas gadijuma.



1.3. Darba uzdevumi

1. Noteikt Latvijas bérnu nieru jaunveidojumu morfologisko spektru
izmantojot BKUS Patologijas biroja arhiva histologisko atbilzu datus un
pediatrisko nieru audz&ju Dbiopsiju un operaciju materiala atkartotas
diagnostiskas histologiskas un imanhistokimiskas izmekl&$anas rezultatus.

2. Noteikt WT1, pl6™** CD34, p53, Ki67, CKAE1/AE3,CD44, e-
kadherina markieru imitinhistokTmiskas ekspresijas savstarp&jo saisttbu un
saistibu ar audzgja stadiju, histologisko tipu, histologisko malignitates pakapi,
audzg€ja progresiju, slimibas iznakumu un pirmsoperacijas perioda izdarito
kimijterapiju diagnostic€to nefroblastomu gadijumos.

3. Izstradat rekomendacijas imunhistokTmiskas diagnostikas veik$anai
atbilstosi pétijuma iegiitajiem datiem.

4 Noteikt 9p21 hromosomas segmenta esos$a audz&ja nomacgja géna
CDKN2A/p16™%* izmainas nefroblastomas gadijuma salidzinot ar veselajiem
pacientiem.

5. Veikt audzgja supresora géna CDKN2A/p16™** izmainu un géna
kodéta proteina p16™** imiinhistokimiskas ekspresijas saistibas analizi.

1.4. Petijuma hipotezes

1. Latvijas bérnu nieru audz&ju morfologiskais spektrs var atSkirties no
citos regionos iegiitajiem datiem.

2. Imunhistokimiskajai izmekl€Sanai ir biitiska nozime b&rnu nieru
audzgju diagnostika.

3. Pastav statistiski nozimiga saistiba starp WT1 proteina, pl
proteina, CD34, p53 proteina, Ki67, CKAEI1/AE3,CD44, e-kadherina
imtnhistokimisko ekspresiju un nefroblastomas malignitates potencialu.

4. Nefroblastomas genéze butiska loma ir 9p21 hromosomas segmenta
lokaliz&ta audz&ju nomacgja géna CDKN2A/p16™

6 INK4a

izmainam.

1.5. Petijuma zinatniska novitate

1. Pirmoreiz apkopoti dati par b&mu nieru audz&u morfologisko
spektru Latvija, tas arT ir pirmais $ada veida pétijums Baltijas valstTs.
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2. Pirmoreiz noteikts plaSs potenciali prognostiski nozimigo
imiinhistoktmisko markieru spektrs nefroblastomas gadijuma, analiz&ta visu So
markieru ekspresijas savstarpgja saistiba, ka arT tas saistiba ar kliniskajiem un
histopatologiskajiem raditajiem.

3. Audzéju nomicga géna CDKN2A/pl6™**  pétnieciba
nefroblastomas audos uzskatama par novitati, starptautiski cit€jamos medicinas
izdevumos atrodamas tikai nedaudzas $ai t€mai veltitas publikacijas.

1.6. Petijjuma praktiska nozime

1. Iegitie dati ir nozimigi nefroblastomas molekularo izmainu, ka ari
prognostiski svarigo imiinhistokimisko markieru izp&té un var tikt izmantoti ka
baze turpmakos starptautiskos p&tijumos.

2. Pamatojoties uz iminhistokTmiski verificEto pediatrisko nieru
audz&ju morfologiska spektra analizi ir izstradatas praktiskas rekomendacijas
histologijas laboratorijas darba organizacija blastematoza tipa nefroblastomas,
nieres rabdoida tumora un mezenhimalas genézes pediatrisko nieru audzgju
diagnostika.

1.7. Promocijas darba struktiira

Promocijas darbs uzrakstits latvieSu valoda. Tam ir klasiska uzbaive.
Darbs aptver ievadu, literatiras apskatu, materialu un metozu apskatu,
rezultatus, diskusiju, secinajumus, praktiskos ieteikumus un literatiiras avotu
sarakstu. Promocijas darbs noforméts uz 181 Ipp., taja ieklautas 71 tabulas un
97 atteli. Darba izmantoti 293 literatiiras avoti.
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2. MATERIALS UN METODES
2.1. Pétijuma uzbiive

P&tijuma merka populacija bija bérni un jaunie$i no dzim$anas briza
lidz 18 gadu vecumam ar BKUS Kkirurgiski arstétiem primariem nieru
jaunveidojumiem vai to metastazém. Analizétie audzgji diagnosticeti laika
posma no 1997. gada janvara lidz 2012. gada julijam. Diagnostic€to audzgju
audu histologiskais materials, BKUS Be&rnu patologijas biroja noteiktas
morfologiskas diagnozes un slimnieku klinisko slimibas vésturu dati (tai skaita
personu apliecinosie), iegiiti no BKUS arhiva. Sakotngji, primaro nieres
audzgju morfologiska spektra noteik$anai un nefroblastomu padzilinatas izp&tes
grupas izveidoS$anai, izdarits visu izmekléto audz&ju materiadla H&E
(hematoksilina- eozina) mikropreparatu parskats un BKUS Bérnu Patologijas
biroja noteikto diagnozu imtinhistoktmiska verifikacija. Diagnostiskos noliikos
imtnhistokimiska izmeklé$ana veikta 31 audz€ja gadijuma jeb 63,26% no
visiem diagnosticétajiem veidojumiem. Potenciali prognostiski svarigo
imiinhistoktmisko markieru ekspresija primaras nefroblastomas gadijuma
analiz€ta 26 primaro nefroblastomu 8 attalo metastazu un 1 recidiva audu
paraugos. Kopuma pétiti 35 gadijumi, izmantojot 8 potenciali svarigos
imiinhistoktmiskos markierus. Primaro audzgju gadijuma pé&tnieciba veikta
sadalot veidojumus atkariba no stadijas, histologiska tipa, histologiskas
malignitates pakapes, pirms operacijas perioda izdaritas kimijterapijas un
kliniski noverotas reakcijas uz mingto arstésanu. Atseviski analiz€ta miruso un
izdzivojuso pacientu, ka ari pacientu, kuriem novérota laundabiga procesa
progresija uz izdaritas terapijas fona, grupa. Tapat savstarpgji salidzinata
imtnhistokimisko = markieru  ekspresija  primaro  nefroblastomu un
metastazu/recidiva grupa. P16™°* proteina ekspresija gan primaro, gan
metastatisko audzgju gadijuma analizeta ar1 atkariba no DNS sekvencés$ana
atklatajam audz&u nomacdja géna CDKN2A/pl16™* izmaipam. 9p21
hromosomas eso§d CDKN2a/ p16™ * lokusa genétisko izmainu izpéte veikta
LU Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra sadarbiba ar biologijas
zinatnu doktori D.Pjanovu. Gengtiski analizé€to nefroblastomu gadijuma DNS
izoléta no parafina iegulditajiem audiem, DNS amplifikacija un sekvengSana
veikta ar polimerazu k&des reakcijas (PCR) palidzibu. DNS izol€Sana no
parafina iegulditajiem audu paraugiem, sekojoSa pavairoSana un sekveng&Sana
la un 2 eksona izmainu pétniecibai pavisam izdarita 14 audu paraugiem. 11
gadfjumos (78,57%) izmantots primara audzgja materials, 2 gadijumos
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(14,29%) plauSu metastazes, bet viena (7,14%) recidiva audi. Papildus veikta
minéta lokusa mikrosatelitu markieru analize 14 primara audz€ja audu
paraugos. Darba analizets tikai B@rnu Kliniskaja universitates slimnica
diagnostiskam vajadzibam lietotais materials. Ievéroti visi ar Helsinku
vienoSanos saistitiec noteikumi. P&tfjuma veikSanai sanemta RSU Etikas
komisijas atlauja (veidlapa nr. E-9 (2), 24.11.2011).

2.2. Analizéta materiala imiinhistokimiska izmekléSana

2.2.1. Histologiskas un imiinhistokimiskas
audu apstrades metodika

Visi audu paraugi vismaz 24 stundas fikséti 10% buferéta formalina
un, péc audu paraugu skaloSanas tekosa Tideni 1 stundu un 24 stundu ilgas
atiidenosanas 96% spirta Skiduma, iegulditi paraplasta (Diapath S.r.l. Bergamo,
Italija) blokos. Audzgju izmekl€S$anai gan hematoksilina-eozina preparatos, gan
imiinhistoktmiskai vizualizacijai iegtiti 3 pM biezi griezumi. Griezumi paklauti
antigéna struktiiras atjauno3anai mikrovilpu krasni 15 mindtes 97° C
temperatira Tris/EDTA bufera skiduma ar pH 9.0 (Target Retrieval Solution,
pH9,Dako, Danija) un 20 minites atdzeséti lidz 65° C temperatiirai. Péc
sekojosas skalosanas TBS bufert (0,05 mol/L Tris-HCI, 0,15 mol/L NaCl,
pH7,6, Dako, Danija) izdarita endogénas peroksidazes blokésana inkubg&jot
audus 3% tdenraza peroksida skidruma 5 minttes. Diagnostiskiem noliikiem
izmantojotas primaras antivielas WTI1 proteina, vimentina, CKAE1/AE3,
EMA, Ki67, bcl-2, aktina, desmina, CK7, LCA, CD99, NSE, hromogranina,
sinaptofizina, S100, mioglobina, miogenina MyoD1, CD34 antigéna
noteikSanai (visas antivielas Dako, Danija) un INI1 proteina noteikSanai (Santa
Cruz Biotechnology, ASV). Potenciali prognostiski svarigo imtinhistokimisko
markieru ekspresija analiz€ta izmantojot antivielas WTI1 proteina,
CKAEI1/AE3, p53, e-kadherina, Ki67 un CD34, CD44s (visas antivielas Dako,
Danija) un pl6™%** proteina antigéna noteikSanai (Abcam, Kembridza,
Masacsetsas Stats, ASV). Imiinhistokimiska krasos$ana veikta manuali, talakai
vizualizacijai pielietojot poliméru konjugéto sisttmu EnVision. Visos etapos
izmantotas adekvatas pozitivas un negativas kontrolreakcijas.
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2.2.2. Imunhistokimisko reakciju izverteSanas metodika analizéto
nefroblastomu grupa

Viss pétitais materials izmekl&ts gaismas mikroskopa. Analizgjot
CD44s, Ki67, p53 un pl6™ * proteina ekspresiju reakcijas pozitivitate
izverteta atseviski visos trijos audzgja komponentos, stromalaja, epitelialaja un
blastematozaja redzes laukos ar vizuali vislielako reakcijas intensitati. E-
kadherina, WT1 proteina, CKAE1/AE3 un CD34 ckspresija izvertéta redzes
laukos ar vizuali vislielako reakcijas intensitati neatkarigi no histologiska
audzgja komponenta, kura atrodas minétais redzes lauks. Analiz&jot CD44s
ekspresiju, par pozitivu uzskatita membranoza reakcija. Stromalaja un
blastematozaja komponenta CD44s ekspresija izvertéta skaitot pozitivas S$iinas
viena redzes lauka (palielinajums x400) un procentuali izsakot pozitivi
reag€juso $anu attiecibu pret visam dotaja redzes lauka esoSajam S$anam.
Epitelialaja komponenta minétas imiunhistokimiskas reakcijas intensitate
noteikta skaitot CD44s pozitivas epitelialas struktiiras viena redzes lauka
(palielindgjums x100). P53 proteina, Ki67 un p16™** proteina pozitivitate tika
izverteta skaitot pozitivas Slinas viena redzes lauka (palielinajums x400) un
procentuali izsakot pozitivi reag€juso $unu attiecibu pret visam dotaja redzes
laukd esodajam $unam. Izvértejot reakciju p53, Ki67 un pl16™** proteina
antigéna noteikSanai, par pozitivu uzskatita reakcija audzgja Stnu kodolos.
CD34 ekspresija noteikta skaitot asinsvadu struktiiru skaitu ar minéta markiera
kadherina ekspresija noteikta skaitot pozitivo struktiiru skaitu viena redzes
lauka (palielinajums x100) Par pozitivu uzskatita membranoza reakcija. WT1
proteina ekspresija noteikta skaitot pozitivas Siinas viena redzes lauka
(palielingjums x400) un procentuali izsakot pozitivi reag€juso $inu attiecibu
pret visam dotaja redzes lauka esosajam $tinam. Par pozitivu uzskatita reakcija
audz€ja Stnu kodolos. Epitelidlo struktiiru skaits tika noteikts viena redzes
lauka (palielinajums x100) redzes laukos ar vislielako reakcijas intensitati.
Epitelialas strukttiras vizualiz€tas imunhistokimiski nosakot CKAE1/AE3
antigénu.Par pilnvertigu epitelialu  komponentu uzskatitas tubularas un
glomerularas struktiiras ar pozitivu citokeratina ekspresiju audzgja Stnu
citoplazma.
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2.3. Audz&ju nomacéja géna CDKN2A/p16™*** genctisko izmainu
noteik§anas metodika nefroblastomu audos

2.3.1. DNS ekstrakcija no parafina
iegulditiem audiem

DNS ekstrakcija no parafina iegulditiem audiem tika izdarita
pielietojot metodiku, kuru 1999. gada aprakstija amerikanu zinatnieks M. D.
Mailmans [Mailman et al., 1999], izdarot taja neliclas izmainas. Proti, audzgju
DNS izmekl&sanai no parafina ieguldita materiala iegiiti 10 pM biezi griezumi,
kuri ievietoti 1.5 mL liela mikrocentrifiigas stobrina. Sagatavotie audu griezumi
deparafinizeti iegremd&jot tos 1mL ksilola, 10 mintites inkubg&jot tos istabas
temperatira un centrifug€jot 5 mintites pie 13000g. Min&tas procediras
atkartotas divas reizes. P& tam izdarita pakapeniska audu rehidratacija
atkartojot centrifugéSanu 1 mL 100% (divas reizes), 80% un 50% etanola
Skidruma. Lai pabeigtu rehidrataciju tika pievienots 1mL tdens un stobrins
ievietots ledusskapi uz 24 stundam 4° C temperatira. Stnu lizésana veikta
uzsildot materialu lidz istabas temperatirai, centrifuggjot 5 miniites pie 13000g,
aizstajot Gdeni ar 700pL kodolu lizes buferskiduma (10 mM Tris, 400 mM
NaCl, 2 mM Na,EDTA, pH=8.4) un stobrina saturu sajaucot. Lai veiktu
membranu un proteinu degradaciju, audu paraugiem pievienots 70 pL
proteinazes K (1 mg/ml) and 30 pL 200 g/L natrija dodecilsulfata skidums.
Stobrina saturs sajaukts un inkubgts 44°C temperatiira 24 stundas. Talaka DNS
izdaliSsana jau tika veikta pielietojot standarta fenola-hloroforma DNS
izdaltSsanas metodi. Audu paraugi deproteiné$anai 10 mintites inkubgti istabas
temperatira 700 pL fenola Skiduma un p&c tam 10 minttes centrifugeti pie
13000g. Atdalita, DNS saturosa tdens faze ievietota jauna mikrocentriftigas
stobrina, tai pievienots 700 pL hloroforma $kidums un materials 5 minites
centrifugéts. P&c centrifugéSanas izveidota apaksgja karta atdalita no
izmeklgjama materiala pie 13000g. Mingta procediira atkartota divas reizes. Lai
veiktu DNS precipitaciju, materialam tika pievienots 700 uL 96% etanola, un
tas inkubéts -20°C temperatira lidz nakoSajam ritam. DNS iegiiSanai audu
paraugi 10 min centrifugeti pie 14000g. legiitais Skidrums atdalits, bet DNS
saturosas nogulsnes skalotas ImL 75% etanola. SkaloSana atkartota divas
reizes. Péc tam nogulsnes zavetas istabas temperatiira un skidinatas TBE bufera
Skiduma. Iegiitas DNS koncentracija noteikta spektrafotometriski ar NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies).
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2.3.2. CDKN2A/p16™*** géna pavairo$ana izmantojot
polimerazes kédes reakciju

Polimerazes kédes reakcijas (PCR) tika pavairoti CDKN2A/p16™<*
géna divi eksoni (la (126 nt) un 2 (307 nt)). Reakcija veikta 25 pL tilpuma,
kur§ satur 2.5 pL 10xPCR bufera, 3 pL dNTP (200 pM Kkatrs
dezoksiribonukleotids), 1.5 pL MgCl, (25 mM), 4uM forvardeta praimera,
4uM reversa praimera, 1.25 pL dimetilsulfoksida (DMSO), 0.25 U Taq
polimerazes un 50 ng genomiskdas DNS (visi reagenti no MBI Fermentas,
Lietuva). Polimerazes kedes reakcijas apstakli bija sekojosi: iniciala DNS
denaturacija 95°C temperatiira 10 mintes, kurai seko 35 cikli, kas sastav no
denaturacijas posma 95°C temperatiira 30 sekundes,praimeru piesaistidanas pie
55°C 30 sekundes un sintézes 72°C temperatira 1 miniiti, kam seko beigu
sintézes faze 7 min 72°C temperatiira. Darba izmantotos praimerus ieprieks
aprakstijusi D. Pjanova un citi [Pjanova et al., 2007]. Visi praimeri sintez&ti
Metabion International GA.

Lai parliecinatos par PCR rezultata iegtita produkta esamibu, materials
analizéts 1,5% agarozes géla elektroforézé un vizualiz&ts ar etidija bromida
(1pg/ml) palidzibu.

2.3.3. CDKN2A/ p16™** géna sekveneana

DNS sekven&$ana veikta izmantojot regentu komplektu 4Bl PRISM
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit atbilstosi razotaju rekomendacijam.
Sekvenésanas PCR apstakli bija sekojosi: izdariti 25 cikli, kur katrs cikls
satdvéja no denaturacijas posma 94°C temperatiira 30 sekundes, praimeru
piesaistisands 53°C temperatiira 30 sekundes un sintézes 60°C temperatiira 4
minttes. Pec tam paraugi tika attiriti tos pargulsn&jot ar 3M natrija acetatu un
etanolu. Sekven€tie paraugi analiz€ti ar g€nu analizatoru 3100 (Applied
Biosystems).

2.3.4. Heterozigotitates zuduma analize CDKN2A lokusa izmantojot
mikrosatelitu markierus

Izmantojot Génu Banka pieejamos un Applied Biosystems sintez&tos
praimerus, no audzgja un ta paSa pacienta audz&ja neskartajiem audiem tika
pavairoti septini (D9S942, D9S1604, D9S974, D9S1748, D9S1870, D9S171 un
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D9S736) CDKN2A lokusa mikrosatelitu markieri, kas tika izve€léti lokusa
raksturoSanai. Katra izmantotaja praimeru komplektd viens praimeris bija
markets ar fluoresc€josu krasvielu 5 'gala (PET, 6-FAM, VIC un NED).
Izmantoto mikrosatelitu markieru izvietojums CDKN2A lokusa ir paradits
2.1. attela.

D9s51748

E3 E2

m
=y
=

—— D9S736
= D951749
——D951604
—— D9s974
—— D95942
——D951870
—— D98171

E1b|

2.1. att. CDKN2A lokusa uzbiives shematisks attelojums ar attelotu analizéto

Tel.

mikrosatelitu markieru izvietojumu.

Mikrosatelitu pavairo$anas PCR tika izdarita 15 pL liela tilpuma, kur$
satur 1.5 pL 10xPCR buferi, 2.5 pL. MgCl, (25 mM), 1.5 pL dNTP (200 uM
katrs dezoksinukleotids), 1 pL praimeru maisijuma, 0.15 U Taq polimerazi un
50 ng genomiskas DNS. DNS pavairo$anas gaita veikta materiala sakotngja
denaturacija 95°C temperatiira 10 miniites, kurai seko 35 reakcijas cikli, kur
katrs cikls sastavéja no denaturacijas posma 95°C temperatiira 30 sekundes,
praimeru piesaistiSanas pie 55°C (D9S942, DI9S1604, D9S974, D9S1748,
D9S7369) vai pie 50°C (D9S1870), vai 58°C (D9S171) 30 sekundes un sintézes
72°C temperatiira 1 minati. Procediira pabeigta ar beigu sintézes posmu 7 min
72°C temperatiira. PCR rezultata iegiitais produkts analizéts ar génu analizatoru
3100 (Aplied biosystems, Anglija).

2.4. Datu statistiskas apstrades metodes

legttie dati analizéti ar datorprogrammu Microsoft Excel un
programmatiiras paketi SPSS (anglu val. statistical package for the social
sciences) versija 17, to apstradei tika izmantotas visparpienemtas aprakstosas
statistikas metodes. Potenciali prognostiski svarigo imtinhistoktmisko markieru
ekspresija primaras nefroblastomas grupas, ka arT metastazu/recidiva grupa
raksturota nosakot katra mainiga vid&jo aritmetisko lielumu, mainiga lieluma
standartnovirzi, vidgja aritmétiska lieluma ticamibas intervalu un mainigo
lielumu diapazonu. Iegiitie dati parbauditi normalajam sadalfjumam izmantojot
Kolmogorova-Smirnova kritériju. Mainigo sadalijums neatbilda normalajam,
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tap&c turpmakaja analiz€ izmantotas neparametriskas datu statistiskas apstrades
metodes. Imiinhistokimisko markieru ekspresijas salidzinaSanai starp primaro
audz€ju un metastazu/recidiva grupu, ka ar1 savstarpgji dazadas primaro
audz€ju grupas tika izmantots Manna-Vitneja (Mann-Whitney) kriterijs. Par
statistiski nozimigu uzskatits butiskuma limenis (p), kas ir mazaks vai vienads
par 0,05.Lai analizétu imtinhistokimisko reakciju intensitati atkariba no kliniski
noteiktas audzgja stadijas, dati tika sadaliti divas grupas, respektivi, tika
salidzinatas zemas stadijas (I un II stadija) un augstas stadijas (III, IV un V
stadija) audz&u grupas. Iminhistokimisko markieru ekspresija zemas un
vidgjas malignitates pakapes audz€ju grupa tika salidzinata ar augstas
malignitates audz&jiem. Analiz€jot reakciju intensitati dazadu histologisko tipu
gadijuma, iminhistokimisko markieru ekspresija katra no tipiem salidzinata ar
visu pargjo tipu materialu. Analizgjot primaro audzgju grupas izmekléSana
iegiitos datus, lai noteiktu imiinhistoktmisko markieru ekspresijas savstarp&jo
saistibu lietota Spirmena neparametriska korelaciju analize Lai izvertetu
CDKN2A/p16™* géna analizé atrastas izmainu lomu nefroblastomas attistiba,
to sastopamibas biezums slimnieku grupa salidzinats ar tas biezumu kontroles
grupa izmantojot FiSera testu. Kontroles grupa sastavéja no 203 praktiski
veseliem, Valsts iedzivotaju genoma datubazes dalibniekiem, kuriem CDKN2A
géna analize ir aprakstita ieprieks [Pjanova et al., 2007].
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3. REZULTATI

3.1. Latvijas pediatrisko nieru audzéju morfologiska spektra
raksturojums

3.1.1. Primaro nieres audzéju morfologiska spektra raksturojums péc
siakotnéjas histologiskas izmekléSanas datiem

Kliniski diagnosticetu primaru nieres audzgju dé|] laika posma no
1997. gada janvara lidz 2012. gada julijam BKUS tika izdaritas 50
nefrektomijas un 3 dal&jas nieru rezekcijas. Audzgja diagnoze morfologiski tika
apstiprinata 49 jeb 92,45% no izmeklStajiem gadijumiem. Diagnosticéto
audz€ju sadalijums pa gadiem ir atspogulots att¢la 3.1.

10
1997

gadijumi
[$)]

2002

1998 2000 2004 2005 2006 2007

1999 2003

2001

gads

3.1. att. Primaro nieru audzeju skaits BKUS (1997. gada janvaris-2012. gada jilijs)

Analiz€jot VSIA BKUS Bérnu Patologijas biroja pieejamas
histologiskas diagnozes, noskaidrots, ka morfologiskaja izmeklé$ana tika
konstatéti sekojosi audz&ju histologiskie tipi: 1) nefroblastoma jeb Vilmsa
audzgjs — 77,55% (n=38), 2) gaiSo Sunu sarkoma — 2,04% (n=1), 3) rabdoids
tumors — 4, 08% (n=2), 4) angiomiolipoma — 4, 08% (n=2), 5) embrionala
rabdomiosarkoma — 2,04% (n=1), 6) mezoblastiska nefroma — 4,08% (n=2),
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7) multicistiska nefroma — 4,08% (n=2), 8) angiosarkoma — 2,04% (n=1).
Nefroblastomu grupa 34,21% (n=13) veidoja blastematoza tipa audz&ji, bet
23,7% (n=9) jaukta, 21,05% (n=8) epiteliala, 10,52% (n=4) stromala, 7,89%
(n=3) regresiva tipa audzgji. 2,63% no gadijjumiem (n=1) atrasta cistiska
nefroblastoma. Anaplazija netika konstat€ta neviena no primaras
nefroblastomas gadijumiem. Praktiz&joSo patologu biroja veiktas morfologiskas
izmekl€Sanas rezultati paraditi attela 3.2.

m Vilmsa tumors

M angiosarkoma
mezoblastiska nefroma
rabdoids tumors

M cistiska nefroma

M angiomiolipoma

M embrionala rabdomiosarkoma

7255% 1 gaiso $0nu sarkoma

3.2.att. Audzéju morfologiskais sadalijums péc BKUS Bérnu Patologijas Biroja
veiktas izmekleéSanas datiem (1997. gada janvaris-2012. gada jiilijs).

Aplikotaja laika perioda morfologiski izmekléts 9 primaru nieres
audz€ju attalo metastazu materials un metastatiska procesa diagnoze
apstiprinata 6 pacientiem, kuriem jau izdarita audzgja rezekcija un sekojosa
Kimijterapija. Histologiski viena gadijuma konstatétas rabdoida audzgja
metastazes, paréjos gadijumos primari atrasta nefroblastoma. 5 gadijumos
metastazes lokaliz€jas plausas, 1 gadijuma intraperitoneali, 1 gadijuma liesas
augspola un intraperitoneali, 1 gadijuma diafragmas kupola. Histologiski
izmekl&ts arT 2 primaru nieres audzgju recidivu materials.

3.1.2. Primaro nieres audzéju morfologiska spektra raksturojums péc
atkartotas morfologiskas un imainhistokimiskas izmeklésanas datiem

Atkartota H&E preparatu un imiinhistokimiskaja izmekl&Sana tika
apstiprinatas 37 no 38 nefroblastomas diagnozém. Viens no gadijumiem tika
interpretéts ka neiroblastoma. Histologiski audz€ja S§tnas bija sikas,
monomorfas ar apalu, bazofilu kodolu un niecigu citoplazmu. Tika konstat€tas
atseviSkas Homera Vraita (Homer Wright) rozetes. Imunhistokimiskaja
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izmekleSana atrasta pilniba negativa reakcija WTI1 antigéna noteikSanai,
veidojuma nebija EMA un CKAEI/AE3 pozitivu epitelialu struktiiru, bet
reakcija neironalo markieru NSE, sinaptofizina un hromogranina noteikSanai
bija izteikti pozitiva. Reakcija citu bernu vecuma “siko apalo $tnu audzgju”
(small round cell tumours) markieru ka LCA, desmina, vimentina, muskulu
specifiska aktina, mioglobina, miogenina un CD99 noteikSanai bija negativa.
Izmantojot Ki67 kodolu antigénu identifikaciju konstatetais proliferacijas
indekss bija 40%. Atbilstosi histologiskajai un imunohistokimiskajai ainai,tika
noteikta diagnoze neiroblastoma un audzgjs izslégts no p&tamo nefroblastomu
grupas.

Atseviski  analiz€jot pec atkartotas izmekl€Sanas izveidoto
nefroblastomu grupu, redzams, ka 20 no 37 jeb 54,05% pacientiem bija z&ni,
bet 17 jeb 45,95% meitenes Pacientu vecums bija robezas no 8 ménesiem Iidz
17 gadiem 11 méneSiem (M 58.29 ménesi, SD 58.26, moda 36 meénesi).
70,27% (n=26) bija pacienti vecuma l1dz 4 gadiem, bet 86,48% (n=32) ietilpa
vecuma grupa lidz 10 gadiem (sk. att€lu 3.3).

15,04
Mean =59 51

14,0 Std. D§v=3=758265

1304
12,0 —
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3.3. att. Nefroblastomas pacientu sadalijums atkariba no vecuma diagnozes bridi.

Diagnosticgto nefroblastomu sadalfjums pa gadiem bija sekojoss:
1997. gada konstateti 7 gadijumi, 1998. gada-3, 1999. gada- 1, 2000. gada- 3,
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2001. gada neviens, 2003. gada -1, 2002. gada-1, 2004.gada-3, 2005. gada-3,
2006. gada neviens, 2007. gada- 1, 2008. gada-4, 2009. gada-3, 2010. gada-2,
2011. gada-3, bet 2012. gada (lidz jdlijam) 2 gadijumi. Atkartoti nosakot
histologiskos apakstipus atbilstosi pasreiz lietotajai SIOP 2001. gada
klasifikacijai [Vujanic et al., 2002] konstatgtais, nefroblastomas sadalijums bija
sekojoss: blastemala tipa nefroblastomas veidoja 32,43% (n=12) no
analiz€tajam nefroblastomam, epiteliala — 24,32% (n=9), jaukta tipa — 18,925%
(n=7), mezenhimala tipa — 8,1% (n=3), regresiva tipa — 13,51% (n=5), 2,7%
(n=1) cistiska dalgji diferencéta nefroblastoma. Neviena no primara audzgja
audiem netika konstatéta anaplazija. Difuza anaplazija atrasta tikai viena
gadijuma, blastematoza tipa nefroblastomas recidiva audos. Sadalijums atkariba
no stadijam primara procesa konstatacijas bridi bija sekojoss: 1. stadijas audzgji
konstateti 8,11% (n=3) gadijumos, bet 2.stadijas 45,95% (n=17), 3.stadijas 21,
62% (n=8), 4.stadijas 13,51% (n=5), 5. stadijas 2,7% (n=1) gadijumos. 3 jeb
8,11 % no diagnosticétajam nefroblastomam precizu audzgja stadiju neizdevas
dzivi bija 86,49% (n=32) no nefroblastomas pacientiem, 10,81% (n=4) bija
mirusi, bet 2,7% (n=1) precizus datus par slimnieku dzivildzi neizdevas iegiit.
Laika posma no 1997. lidz 2007. gadam diagnosticétas 23 nefroblastomas,
mirusi bija 17,39% (n=4) slimnieku, precizus datus par pacientu dzivildzi
neizdevas iegiit 4,35% (n=1), lidz ar to piecu gadu dzivildze konstatéta
78,26% (n=18) gadijumos.

Analizétaja laika posma BKUS Bérnu Patologijas biroja veiktaja
morfologiskaja izmeklé$ana pavisam konstatéti 2 rabdoidi nieres audzgji.
Pacienti bija 18 meneSus vecs z&€ns un 27 méneSus veca meitene. Viena
gadijuma diagnoze neradija diferencialdiagnostiskas griitibas, otraja
histologiska atbilde péc primara procesa audu izmeklé$anas bija blastematoza
tipa nefroblastoma. Diagnoze Bérnu Patologijas biroja mainita péc plausu
metastazes audu morfologiskas izmekléSanas. Abos gadijumos diagnozes
apstiprinaSanai tika izdarita atkartota imunhistokimiska izmekléSana, kura
atrasta vimentina pozitivitate, EMA un CKAE1/AE3 pozitivitate (sk. att€lu 3.4,
38.1pp), tapat tika noteikta INI1 proteina imiinhistokimiska ekspresija un atrasta
negativa reakcija audzgja Sinu kodolos, kamér reakcija saglabatajos nieres
audos bija pozitiva (sk. att€lu 3.5, 38 Ipp.), kas atbilst nieres rabdoida audzgja
imunoprofilam [Coffin et al., 2006].
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Kliniski abiem pacientiem noverota Sim veidojumam raksturiga
agresiva gaita. Viens no pacientiem miris 2 meénesus, bet otrs 9 méneSus pec
primara audzgja ekscizijas.

Apskatitaja laika perioda tika diagnostic€ts arl tads rets primars
pediatrisks nieru audzgjs ka gaiSo $tnu sarkoma. Pacients bija 8 m&nesus vecs
zens. Operacijas laika konstat€ts metastatisks process aknu audos.
Imiinhistoktmiski konstatéta vimentina and bcl-2 citoplazmatiska pozitivitate,
kamér reakcijas WT1 proteina, CD34, EMA muskulu specifiska aktina,
desmina CKAEI1/AE3, LCA noteikSanai bija negativas. Ki67 proliferacijas
indekss bija 30%. Konstatéta histologiska aina un imtinhistokTmiskais profils
bija atbilsto$s literatiira aprakstitajai atradnei nieru gaiSo S$tnu sarkomas
gadijuma (Argani 2004.). Paslaik, 4 gadus peéc diagnozes noteikSanas,
konstatéta audzgja remisija.

Preparatu parskats izdarits ari primaraja morfologiskaja izmeklé$ana
diagnosticetas embrionalas rabdomiosarkomas gadijuma. Paciente bija 25
dienas veca meitene ar iedzimtu, fokali cistisku makroskopiski dzeltenas krasas
nieres audz&ju. H&E preparatos konstatéts augstas cellularitates audzgjs, ko
veido apalas, miofibroblastiem lidzigas varpstveida $tinas, kuras infiltré nieres
audus. Atkartotaja iminhistokimiskaja izmekléSana atrasta vimentina
pozitivitate. Domajot par embrionalu rabdomiosarkomu, atkartoti tika veikta
muskularo markieru MyoD1, muskulu specifiska aktina, desmina, miogenina
un mioglobina noteik$ana. Visas minétas reakcijas trakt€jamas ka negativas.
Ari WT1 proteina, EMA, CKAEI/AE3, CD34, CD31, LCA antigéni
imiinhistoktmiski netika konstateti. Atrasta bcl-2 pozitivitate atseviskas retas
Stunas. Ki67 proliferacijas indekss bija 44.44%. Kliniskie dati, ka arT
histologiska un iminhistokimiska aina vairak bija atbilsto$a diagnozei celullara
mezoblastiska nefroma (infantila renala fibrosarkoma). Paslaik, 6 gadus péc
pirmreizgjas diagnozes noteik$anas, slimniecei konstatéta audzgja remisija.

3.1.3. Primaro nieres audzéju morfologiska spektra salidzinajums pirms
un péc atkartotas morfologiskas un imiinhistokimiskas izmeklésanas

Analizgjot BKUS diagnosticéto primaro nieru audzgju spektru pirms
un péc atkartotas morfologiskas un imiinhistokimiskas izmeklésanas, redzams,
ka abos gadijumos visbiezak sastopamais jaunveidojums ir nefroblastoma.
Saskana ar praktiz€joSo patologu Bérnu patologijas biroja veiktas histologiskas
izmekl&Sanas datiem ta veidoja 77,55% (n=38) no visiem nieru audzgjiem.
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Savukart péc atkartotas izmekléSanas konstatéti 37 nefroblastomas gadijumi,
kas bija 75,51% no analiz€tajiem veidojumiem. Atrasta 1 pirmaja izmekl&Sana
nekonstatéta neiroblastoma, kas veidoja 2,04% no visiem audzgjiem. Mainita
Bérnu Patologijas biroja diagnosticétas embrionalas rabdomiosarkomas
diagnoze. Audzgjs traktets ka cellulara mezoblastiska nefroma (infantila renala
fibrosarkoma), Iidz ar to mezoblastiska nefroma veidoja jau vairs ne 4,08 %,
bet gan 6,12% no analizEtajiem audzgjiem. Atkartota izmekleSana apstiprinata
nieres gaio $tnu sarkomas, nieres rabdoida audzgja, cistiskas nefromas,
angiomioliopomas un angiosarkomas diagnozes (sk. att€lu 3.6). Kopuma
diagnostiskas neprecizitates atrastas 2 gadijjumos jeb 4,08% no visiem
izmekl&tajiem audzgjiem.
HC izmeklésanas

diagnoze
procentos

2,04%

Enefroblastoma

4.03%

Eneiroblastoma o
primaras
izmeklésanas
diagnoze
Orabdoida audzdjs procentos

Dgaido 4tnu sarkoma

2

mangismioliopoma

@ embrionald rabdomiosarkoma

B mezoblastiska nefroma

DO cistiska nefroma

Bangiosarkema

,08%

IQ -

3.6. att. Bernu Patologijas biroja izdaritas morfologiskas izmekleéSanas un
atkartotas imiinhistokimiska parskata rezultatu salidzinajums (1997. gada
janvaris-2012. gada julijs).
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3.2. Imanhistokimiski noteikto, potenciali prognostiski svarigo
markieru ekspresija nefroblastomas gadijuma

3.2.1. Pétitas grupas pacientu klinisko un histologisko parametru
raksturojums

Turpmakajam darbam potenciali prognostiski svarigo iminhisto-
Kkimisko markieru noteik§anai izmantots materials no BKUS Bérnu Patologijas
biroja analizEtaja laika posma diagnosticétajam 26 primarajam nefro-
blastomam, kuru gadijuma saglabato audu kvalitate bija pietiekosa pilnvertigas
iminhistoktmiskas izmekleéSanas veikSanai. Papildus veikta ar1 8 attalo
metastazu un 1 recidiva audu imiinhistoktmiska izmekl&Sana. Kopuma analiz&ti
35 gadijumi. Pacienti pétitaja primaro audzgju grupa bija vecuma no 8 Iidz 215
ménesiem (M=53,92, SD=55,36, Mo 36). 3,85% (n=1) bija I stadijas audzgji,
57,69% (n=15) 1II stadijas, 23,08% (n=6) III stadijas, 11,54% (n=3) IV stadijas,
bet 3,85% (n=1) V stadijas audzgji. Analiz&ta materiala lielako dalu 80,77%
(n=21) veidoja vidgjas malignitates pakapes audzgji, augstas malignitates
pakapes audzgji konstatéti 15,38% (n=4), bet zemas malignitates pakapes
3,85% (n=1) gadijumu. Atkariba no histologiska tipa pétitie audzgji tika iedaliti
sekojos$i: blastematoza tipa audzgji 38,46% (n=10), epiteliala tipa 19,23%
(n=5), jaukta tipa 15,38% (n=4), regresiva tipa 15,38% (n=4), stromala tipa
7,69% (n=2), bet 3,85% (n=1) atrasta cistiska dalgji diferencéta nefroblastoma.
Visos primarajos veidojumos konstatéta labvéliga histologiska aina. 57,69% no
gadfjumiem (n=15) pirms operacijas veikta kTmijterapija, 42,31% pacientiem
(n=11) vispirms veikta nieres un audz&ja iznemsana. Pirms operacijas arst€to
audz&ju grupa 10 gadijumos jeb 66,67% kliniski atzim&ja labu audzgja reakciju
uz izdarTto kimijterapiju, bet 5 gadijumos jeb 33,33% atrasta nelielu veidojuma
izm@ru samazinasanas vai pat ta palielinaSanas uz izdaritas arsté$anas fona.
92,31% (n=24) no analiz&to nefroblastomu pacientiem bija dzivi, 7,69% (n=2)
pacienti bija mirusi. Abos gadijumos miru$o pacientu dzivildze péc diagnozes
noteik§anas bija mazaka par diviem gadiem. Progres€josa slimibas gaita
(recidiva vai metastazu attistibu péc primara audzg€ja iznemsanas un sekojosas
Kimijterapijas) novérota 11,54% (n=3) gadijumu, kamér 88,46% (n=23)
laundabiga procesa progresiju nekonstaté. Viena no audz€ja progresijas
gadfjumiem pacients paslaik ir miris, otra gadijuma atrodas paliativaja apripg,
bet treSaja konstat€ta audz€ja remisija un paciente paslaik, 11 gadus pec
metastatiska procesa konstatacijas, ir dziva. Metastazu un recidiva grupa
pavisam izmekl€ts materials no 9 gadijumiem (8 metastazes un 1 recidivs) 6
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pacientiem. Pacienti pirma metastatiska procesa diagnostikas bridi bija vecuma
no 120 Iidz 14 ménesiem. 3 jeb 50% no slimniekiem paslaik konstatéta audzgja
remisija, 2 jeb 33,33% ir mirusi. 3 jeb 50% jeb gadijumu izmekl€Sanai ir
pieejams un p&tamaja grupa ir ieklauts arT primara audz€ja audu materials. 3
gadijumos primarais audzgjs diagnosticéts pirms 1998. gada un atkartotai
imunhistokimiskai izmeklé$anai audu materials nebija izmantojams. Vienigaja
recidiva gadijuma atrasta diftiza anaplazija, kuras nebija primara audzgja
materiala.

3.2.2. CD44s glikoproteida izoformas ekspresija

Analizgjot visus primaras nefroblastomas gadijumus neatkarigi no
kliniskajiem un histologiskajiem parametriem vid€jais CD44s pozitivo $tnu
skaits blastematozaja komponenta bija 3,76% (0%-17,41%;SD 4,85),
stromalaja komponenta M=34,54% (8,93%-78,49%; SD 19,93), savukart
vidgjais pozitivo epitelialo struktiiru skaits redzes lauka bija 7 (0-44; SD 14,2).
Metastazu un recidiva grupa blastematozaja komponenta M=3,39% (0,76% -
9,98%; SD 3,16), stromalaja komponenta M=48,69% (16,62%-97,42%; SD
28,22), bet epitelialaja komponenta M=3,75 (0-9; SD 4,11). Visaugstaka
reakcijas intensitate atrasta stromalaja komponenta, kas biitiba atbilst normai un
ir izskaidrojama ar parasti eksist€joso pozitivo CD44s ekspresiju fibroblastos
(sk. attelu 3.7, 38.1pp). Epitelialaja komponenta parsvara konstate nevienmerigu
reakcijas intensitati, kad dala epitelialo struktiiru ir pilniba negativas, bet dala
pilniba pozitivas. Statistiski biitiski paaugstinatu CD44s ekspresiju metastatisko
audz€ju stroma salidzinot ar primaras nefroblastomas stromu neatrod
(p=0,186). Tapat nebija statistiski bitiskas atSkiribas starp reakcijas intensitati
abas grupas blastematozaja un epitelialaja audz€ja komponenta (attiecigi
p=0,664 un p=0,488).

Primaro audz&ju grupa netika konstatéta statistiski butiski atskiriga
reakcijas intensitate ne blastematozaja, ne stromalaja, ne epitelialaja
komponenta (p=0,13; p=1; p=0,35) atkariba no nefroblastomas stadijas.

Tapat netika atrasta statistiski butiska atskiriba starp CD44s ekspresiju
blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta zemas un vidgjas
malignitates audz&ju grupa salidzinot ar augstas malignitates audz€ju grupu
(attiecigi p=0,16; p=0,25; p=0,75).

Raksturojot CD44s ekspresivitati atkariba no preval&josa histologiska
tipa statistiski butisku atSkiribu starp CD44s ekspresiju blastematoza tipa
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audz€ju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta, salidzinot ar
pargjiem histologiskajiem tipiem, nekonstaté (p=0,093; p=0,2; p=0,791). Tapat
netika atrasta statistiski biitiska atSkiriba starp imunhistokimiskas reakcijas
intensitati stromala tipa audzgju stromalaja un epitelialaja komponenta
salidzinot ar pargjiem histologiskajiem variantiem (p=0,676; p=0,84). CD44s
ekspresija epiteliala tipa veidojumu blastematozaja un stromalaja komponenta
nebija bitiski atSkiriga no reakcijas intensitates citu audz&u gadijjuma
(p=0,125; p=0,749), bet bija bitiski pazeminata epitelialaja komponenta
(p=0,043). Regresiva tipa audzgju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja
komponenta reakcijas intensitate nebija butiski atskiriga no CD44s ekspresijas
citu histologisko tipu gadijuma (p=0,257; p=0,58; p=0,172). Salidzinot jaukta
tipa audzgjus ar pargjiem veidojumiem biitisku atskiribu starp CD44s ekspresiju
blastematozaja un epitelialaja komponenta nekonstate (p=0,482; p=0,428), bet
ir buitiski paaugstinata CD44s ekspresija stromalaja komponenta (p=0,027).

Statistiski butiska atSkiriba starp CD44s ekspresiju blastematozaja,
stromalaja un epitelialaja komponenta kimijterapijas ietekméta un neietekméta
materiala netika konstatSta (attiecigi p=0,53; p=0,14; p=0,62). Atseviski
analiz&jot pirms operacijas perioda arstéto nefroblastomu grupu atrasta
paaugstinata CD44s ekspresija visos histologiskajos komponentos tajos
audz€jos, kuru reakcija uz Kimijterapiju bija slikta salidzinot ar tiem
gadijumiem, kad kliniski konstateta izteikta veidojuma izm&ru samazinasanas.
Toméer statistiski butisku atskirtbu starp CD44s ekspresiju blastematozaja,
stromalaja un epitelialaja komponenta audzgjiem ar labu un ar sliktu reakciju uz
kimijterapiju neatrod (attiecigi p=0,13; p=1; p=0,35).

Statistiski butisku atSkirtbu starp CDA44s ekspresiju blatematozaja,
stromalaja un epitelialaja komponenta miru$o un izdzivojuso pacientu grupas
neatrod (p=0,182; p=0,56; p=0,307).

To nefroblastomu grupa, kuram uz izdaritas operativas un
kimijterapijas fona, konstatéta progres€josSa laundabiga procesa gaita, divos
gadfjumos no esosajiem trim primarie audzgji pieder€ja pie epiteliala tipa un
izvert€jams blastematozs komponents tajos netika atrasts. Abos gadijumos
epitelialaja komponenta netika konstatéta neviena CD44s pozitiva struktiira.
Vienigaja veidojuma, kura atrasts blastematozais komponents CD44s pozitivas
Stnas veidoja 11,88% no ta §Gnam. Saja audzéja savukart praktiski nebija
epiteliala komponenta. Stromalaja komponenta progresgjosas gaitas gadijuma
M=36,52% (26,76%-48,61; SD 11,1 ;CI 95% vidgjam 8.93-64,11). Tajos
gadijumos, kad metastazu vai recidiva attistibu uz izdaritas arst€Sanas fona
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nenovero, blastematozaja komponenta M=3,31% (0%-17,41%; SD 4,57 ;CI
95% vidgjam 1,00 -5,58), stromalaja komponenta 34,26% (8,93% -78,49%; SD
21,07; CI 95% vidgjam 26,44-43,85), epitelialaja komponenta vidgji atrastas
7,77 CDA44s pozitivas epitelialas struktiiras (0- 44; SD 14,8; CI 95% vidgjam
0,40-15,13). Statistiski batisku atSkiribu starp CD44s ekspresiju abu grupu
veidojumu blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta nenovéro
(p=0,19; p=0,6; p=0,17).

3.2.3. Audzéju nomacéja gena CDKN2A/p16™*** kodeta
p16™%** proteina ekspresija

Primaro audzéju grupa vidgjais pl6™* pozitivo $unu skaits

blastematozaja komponenta M=76,91% (0,94%-100%; SD 26,31), stromalaja
komponenta M=78,3% (0,8%-100%; SD 27,42), epitelialaja komponenta
M=86,86% (0% -100%; SD 24,65). Metastatisko audz&ju un recidiva grupa
blastematoza komponenta M=92,73% (81,09%-99,23%; SD 6,66), stromalaja
komponenta M=93,47% (82,75%-100%; SD 6,54), epitelialaja komponenta
M=91,4% (86,53% - 97%; SD 4,37). Kopuma reakcijas intensitate vértéjama ka
augsta. Pozitivo Stnu skaits vairak par 80% blastematozaja komponenta
jaatzimé 66,66% (n=12) no gadijumiem. (sk. att€lu 3.8, 38.lpp). Statistiski
butiski atSkirigu reakcijas intensitati metastatisko audz&ju blastematozaja,
epitelialajz un stromalaja komponentd salidzinot ar pl6™* ekspresiju
minétajos histologiskajos komponentos primaro nefroblastomu gadijuma
nekonstatg (attiecigi p=0,276; p=0,391; p=0,177).

Analizgjot pl6™** ekspresiju atkaribd no veidojuma stadijam,
analogiski ka petot CD44s reaktivitati statistiski biitisku at3kiribu starp p16™<*
ekspresiju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta zemas un
augstas stadijas audz€ju gadijuma nekonstaté (attiecigi p=0,77; p=0,22;
p=0,21).

Tapat netika konstatéta statistiski batiska at3kiriba starp pl6™<*
ekspresiju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta zemas un
vidgjas malignitates audz&ju grupa salidzinot ar augstas malignitates audz&ju
grupu (attiecigi p=0,75; p=0,46; p=0,42).

Analizgjot pl6™ *  ekspresiju atkaribi no nefroblastomas
histologiskajiem tipiem, konstatgta statistiski butiska pazeminata ta ekspresija
blastematoza tipa audz&ju stromalaja un epitelialaja komponenta, salidzinot ar
pargjiem histologiskajiem tipiem (p=0,007; p=0,03), bet reakcijas intensitate
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neatskiras blastematozaja komponente (p=0,075). Salidzinot reakcijas
intensitati stromala un citu histologisko tipu audz&ju gadijuma atrasta statistiski
batiski paaugstindta pl6™ * ekspresija stromalaja komponenta, bet netika
konstatétas biitiskas atSkiribas attieciba uz epitelialo komponenti (p=0,03;
p=0,18). P16™%** ckspresija epiteliala tipa veidojumu blastematozaja,
stromalaja un epitelialaja komponenta nebija bitiski atskiriga no reakcijas
intensitates citu audzgju gadijuma (p=0,14; p=0,33; p=0,47). Regresiva tipa
audz&ju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta reakcijas
intensitate nebija batiski atskiriga no p16™<* ekspresijas citu histologisko tipu
gadijuma (p=0,77; p=0,33; p=0,81). Salidzinot jaukta tipa audz&jus ar pargjiem
veidojumiem atrod biitiski paaugstinatu pl6™<** ekspresiju blastematozaja un
epitelialaja komponenta (p=0,003; p=0,024), bet netika konstatStas atSkiribas
attieciba uz stromalo komponentu (p=0,057).

Statistiski biitisku atkiribu starp pl6™<* ekspresiju audzgjiem péc
izdaritas kimijterapijas un terapijas neietekm&ta materiala, ka ar1 atkariba no
audz€ja reakcijas uz kimijterapiju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja
komponenta neatrod (p=0,85; p=0,18; p=0,15; p=0,77; p=0,22; p=0,21).

Tapat nav statistiski nozimigas atskiribas starp pl16™<* ekspresiju
miruSo un izdzivojuSo pacientu grupas blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta (p=0,48; p=0,81; p=0,18).

Nefroblastomu grupa, kuram uz izdaritas operativas un kimijterapijas
fona, konstatéta progresgjosa laundabiga procesa gaita, divos gadijumos no
esoSajiem tris primarie audzg€ji piedergja pie epiteliala tipa un izvertgjams
blastematozs komponents tajos netika atrasts. Vienigaja veidojuma, kura atrasts
blastematozais komponents p16™<*
Epitelialaja komponenta vidgjais pozitivo §tinu skaits M=96,31% (92,63% -
100%; SD 5,21; CI 95% vid&jam 49,49-143,13), bet stromalaja komponenta
M=86,09% (77,46 % -91,93%; SD 7,62; CI 95% vidgjam 67,14-105,03). Tajos
gadijumos, kad metastazu vai recidiva attistibu uz izdaritas arstéSanas fona
nenovéro, blastematozaja komponenta M=81,68% (35,86 %-100%; SD 18,97,
CI 95% vidgjam 71,92-91,43), stromalaja komponenta 81,1 % (25 %-100%;
SD 23,04; CI 95% vid&jam 70,3-91,88), epitelialaja komponenta M=85,81 (0%
-100%; SD 25,8; CI 95% vidgjam 72,97-98,64). Statistiski biitisku atSkiribu
starp pl6™<* ekspresiju abu grupu audzgju blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta nekonstaté (p=0,92; p=0,58; p=0,65).

pozitivas Stinas veidoja 89% no ta Stinam.
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3.2.4. Ar Siinas proliferaciju saistita kodolu antigéna
Ki67 ekspresija

Primaro audzg&ju grupa vidgjais ar Ki67 antigéna palidzibu noteiktais
proliferacijas indekss (PI) blastematozaja komponenta bija 37,04% (3,57%-
78,57%; SD 16,82), stromalaja komponenta 13,67% (1,12%-37,66%; SD
10,31), epitelialaja komponenta 23,5% (2,33%-38,55%; SD 12,55).
Metastatisko audzg&ju/recidiva grupa blastematozaja komponenta proliferacijas
indekss bija 34,78 (9,7% - 62,29%; SD 17,59), stromalaja komponenta 6,93%
(1,6%-17,52%; SD 5,8), epitelialaja komponenta 12,14% (5%-28,57%; SD
11,2).Saja gadijuma jaatzimé plaSais reakcijas intensitates diapazons, jo pat
identiska tipa audzgju gadijuma PI bija atskirigs (sk. att€lus 3.9 un 3.10, 39.
lpp.).

Statistiski butiski paaugstinatu ta lielumu metastatisko audzgju
blastematozaja, epitelialaja un stromalaja komponenta salidzinot ar primaro
nefroblastomu gadijumiem nekonstate (attiecigi p=0,931; p=0,75; p=0,89).

Salidzinot PI zemas un augstas stadijas audz€ju blastematozaja,
stromalaja un epitelialaja komponenta statistiski butisku at$kiribu starp abam
grupam nekonstaté (p=0,56; p=0,38; p=0,13).

Tapat netika konstateta statistiski butiska atSkirtba starp PI lielumu
blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta zemas un vidgjas
malignitates audzgju grupa salidzinot ar augstas malignitates audz&ju grupu
(p=0,48; p=0,63; p=0,09).

Statistiski biitisku atSkiribu starp PI blastematoza tipa audzgju
blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta, salidzinot ar pargjiem
histologiskajiem tipiem, nekonstaté (p=0,74; p=0,57; p=0,75). Tapat netika
atrasta statistiski biitiska at$kiriba starp imtinhistokimiskas reakcijas intensitati
stromala tipa audz&ju stromalaja un epitelialaja komponenta salidzinot ar
pargjiem histologiskajiem variantiem (p=0,53; p=0,54). PI lielums epiteliala
tipa un citu veidojumu blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta
nebija butiski atSkirigs (p=0,79; p=0,27; p=0,62). Regresiva tipa audz&ju
blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta reakcijas intensitate
nebija butiski atskiriga no Ki67 ekspresijas citu histologisko tipu gadijuma
(p=0,28; p=0,64; p=0,59). Aril salidzinot jaukta tipa audzgjus ar pargjiem
veidojumiem biitisku atskirTbu starp PI lielumu blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta nekonstate (p=0,072; p=0,053, p=0,68).

Statistiski biitisku atSkiribu starp PI lielumu audzgjiem p&c izdaritas
Kimijterapijas un terapijas neietekméta materiala, ka ar1 audzgjiem ar labu un
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sliktu reakciju uz izdarito Kimijterapiju blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta nekonstaté (p=0,41; p=0,43; p=1; p=0,8; p=0,61;
p=0,52).

Miru$o un izdzivojuSo pacientu grupas statistiski batisku atSkiribu
starp PI lielumu blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta
nekonstaté (p=0,18; p=0,4, p=0,32).

Vienigaja progresgjosa audzg€ja gadijuma, kura atrasts blastematozais
komponents PI taja bija 53,33%, savukart epitelialaja komponenta audzgja
progresijas gadijuma vidgjais PI bija 20,25% (13,84%-26,66%; SD 9,06;CI
95% vidgjam 0-101,69), stromalaja komponenta M=10,32% (2,36 %-22,22%;
SD 10,49; CI 95% vidgjam 0-36,4).Tajos gadijumos, kad metastazu vai
recidiva attistibu uz izdaritas arst€Sanas fona nenovéro, blastematozaja
komponenta vidgjais PI 36,14% (3,57 %-78,57%; SD 18,97;CI 95% videjam
27,77-44,51), stromalaja komponenta M=14,15% (1,12%-37,66%; SD 10,45;
CI 95% videjam 9,4-18,91), epitelialaja komponenta M=23,84% (2,33%-
38,55%; SD 13; CI 95% vid&jam 17,57-30,11). Statistiski butisku atskiribu
starp PI liclumu abu grupu blastematozaja, stromalaja un epitelialaja
komponenta nekonstaté (p=0,57; p=0,63; p=0,63).

3.2.5. P53 proteina ekspresija

Primaro audzgju grupa vidgais pS53 pozitivo Stnu skaits
blastematozaja komponenta bija 9,71% (0%-37,37%; SD 11,44), stromalaja
komponenta 1,74% (0%-12,77 %; SD 2,73), epitelialaja komponenta 6,35%
(0%-25,38%; SD 9,03). Metastatisko audzgju/recidiva grupa blastematozaja
komponenta M=27,58% (1,92%-88,46%; SD 29,03), stromalaja komponenta
3,84% (0%-17,05%; SD 5,95), epitelialaja komponenta 9,1% (3.03%-20,89%;
SD 8,25). Statistiski biitiski paaugstinatu reakcijas intensitati metastatisko
audz€ju, epitelialaja un stromalaja komponenta salidzinot ar p53 ekspresiju
minétajos histologiskajos komponentos primaro nefroblastomu gadijuma
nekonstate  (p=0,179; p=0,269). Paaugstinata reakcijas intensitate
blastematozaja komponenta metastazu/recidiva grupa (sk. att€lu 3.11, 39. Ipp.)
salidzinot ar primarajiem audzgjiem bija statistiski bitiska (p=0,03).

Attieciba uz primarajiem audzgjiem, salidzinot p53 ekspresiju
blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta zemas un augstas
stadijas audz&u grupa statistiski biitisku atSkiribu abas grupas nenoveéro
(p=0,93; p=0,58; p=0,97).
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Saistiba ar nefroblastomas malignitates pakapi redzams, ka statistiski
butisku atskiribu starp p53 ekspresiju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja
komponenta zemas un vidgjas malignitates audz&ju grupa salidzinot ar augstas
malignitates grupu nekonstate (p=0,16; p=0,68; p=1).

Analiz€jot p53 ekspresiju atkariba no nefroblastomas histologiskajiem
tipiem, statistiski biitisku atSkiribu starp p53 ekspresiju blastematoza tipa
audzgju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta, salidzinot ar
pargjiem histologiskajiem tipiem, nekonstaté (attiecigi p=0,62; p=0,73;
p=0,09). Netika atrasta statistiski biitiska atSkiriba starp imiinhistokimiskas
reakcijas intensitati stromala tipa audzgu stromalaja un epitelialaja
komponenta salidzinot ar pargjiem histologiskajiem variantiem (p=0,71;
p=0,67). P53 ekspresija epiteliala tipa veidojumu blastematozaja un stromalaja
komponenta nebija butiski atskiriga no reakcijas intensitates citu audzgju
gadijuma (p=0,89; p=0,32), bet bija bitiski paaugstinata epitelialaja
komponenta (p=0,02). Regresiva tipa audzgju blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta reakcijas intensitate nebija biitiski atSkiriga no p53
ekspresijas citu histologisko tipu gadijuma (p=0,79; p=0,75; p=0,34). Lidzigi,
salidzinot jaukta tipa audz&jus ar pargjiem veidojumiem, biitisku atskiribu starp
p53 cekspresiju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta
nekonstate (p=0,19; p=0,6, p=0,44).

Statistiski butisku atSkiribu starp p53 ekspresiju audzgjiem péc
izdarttas kimijterapijas un terapijas neietekméta materiala, ka ar1 audzgjiem ar
sliktu un labu reakciju uz izdarito kimijterapiju blastematozaja, stromalaja un
epitelialaja komponenta nekonstaté (p=0,46; p=0,92; p=0,38; p=0,8; p=0,26;
p=0,64).

Statistiski biitisku atskiribu starp p53 ekspresiju miruso un izdzivojuso
pacientu grupas audzgju blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta
neatrod (p=0,79; p=0,52, p=0,21).

Vienigaja progres€josa audzgja gadijuma, kurd atrasts blastematozais
komponents p53 pozitivo Stnu skaits bija 15,26 %, savukart epitelialaja
komponenta audzgja progresijas gadijuma M=22,69% (20%-25,38%; SD 3,8;
CI 95% vidg&jam 0,00-56,86), stromalaja komponenta M=1,47% (0,00%-2,85%;
SD 1,42; CI 95% vidgjam 0,00-5,01). Tajos gadijumos, kad metastazu vai
recidiva attistibu uz izdaritas arstéSanas fona nenovéro, blastematozaja
komponenta M=9,41% (0,00%-37,37%; SD 11,7; CI 95% vid&jam 3,5-15,22),
stromalaja komponenta M=1,78% (0,00%-12,77%; SD 2,89; CI 95% vidgjam
0,46-3,1), epitelialaja komponenta M=4,63% (0,00%-23,68%; SD 7,55; CI
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95% vidgjam 0,98-8,27). Salidzinot p53 ekspresiju abas grupas konstatets, ka
reakcijas intensitate blastematozaja un stromalaja komponenta batiski
neatskiras (p=0,27; p=0,72), bet ir biitiski paaugstinata epitelialaja komponenta
audzgja progresijas gadijuma (p=0,039).

3.2.6. E-kadherina ekspresija

Primaro audzgju grupa vidgjais e-kadherina pozitivo strukttiru skaits
redzes lauka bija 22,74 (0-86; SD 23,21). Metastatisko audzgju/recidiva grupa
M=9,88 (0-40; SD14,86). Gan primaro audz&ju, gan metastazu gadijuma atrasta
pozitivitate labi diferencétas tubularas strukturas (sk. attelu3.12, 39.lpp.).
Reakcijas intensitate metastatiska procesa gadijuma bija statistiski batiski
pazeminata salidzinot ar primarajam nefroblastomam (p=0,046).

Primaro audzg&ju grupa salidzinot reakcijas intensitati zemas un augstas
stadijas audz@ju grupa, statistiski butisku atSkiribu starp abam grupam
nekonstaté (p=0,36). Savukart, analizgjot e-kadherina ekspresiju atkariba no
audz€ja malignitates pakapes, augstas malignitates audz€ju grupa ta bija butiski
pazeminata salidzinot ar zemas un vid&as malignitates audz&u grupu
(p=0,049).

Salidzinot e-kadherina ekspresiju starp kopg&o audz&u grupu un
dazadiem histologiskajiem tipiem, konstaté, ka reakcijas intensitate neviena
histologiska tipa gadijuma nav bitiski atSkiriga no reakcijas kop&ja grupa
(p=0,24; p=0,74; p=0,14; p=0,86; p=0,53).

Audzgjiem, kuriem pirms operacijas veikta kimijterapija vidgjais e-
kadherina pozitivo struktiiru skaits M=24,13 (0-86; SD 28,36, CI 95% vidgjam
8,43-39,84), bet Kkimijterapijas neietekméta materiala M=31,86 (0-66, SD
17,23, CI 95% vidgéjam 19,79-42,94).Statistiski butiska atskiriba starp e-
kadherina ekspresiju abas grupas nav konstatéta (p=0,15). Ja audzgja atbilde uz
Kimijterapiju kliniski traktéta ka laba M=28,20 (0-86, SD 30,26, CI 95%
vidgjam 6,55-49,85). NepietieckoSas audz&ja regresijas gadijuma M=16 (0-60;
SD 25,11; CI 95% vidgjam 0,00-47,18). Atskiriba starp abam grupam nav
statistiski butiska (p=0,34).

Miruso pacientu grupa vidgjais e-kadherina pozitivo struktiiru skaits
M=13,5 (0-2, SD 19,09 CI 95% vidg&jam 0,00-185,00). Izdzivojuso pacientu
grupa M=28,33 (0-86; SD 24,49, CI 95% vidgjam 17,99-38,67). Statistiski
bitisku atSkiribu starp reakcijas intensitati izdzivojuSo un miruSo pacientu
grupa neatrod (p=0,46).Gadijumos, ja konstateta audzgja progresija, primarajos
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veidojumos noteiktais vid&jais e-kadherina pozitivo struktiru skaits M=4,33 (0-
13; SD 7.5; CI 95% vid&jam 0,00-22,97). Ja audz€ja progresiju neatrod, tad
M=30,17 (0-86 SD 24; CI 95% vidgjam 19,79-40,55). Miné&ta ekspresijas
atSkiriba bija statistiski biitiska (p=0,05).

3.2.7. CK AE1/AE3 ekspresija

Primaro audzgju grupa vidgjais CKAE1/AE3 pozitivo strukttiru skaits
redzes lauka bija 94,7 (0-480; SD 128,61). Lielakais CKAE1/AE3 pozitivo
struktiiru  skaits konstatéts epiteliala tipa glomerularas diferenciacijas
nefroblastomas gadijuma (sk. attelu 3.13, 40. lpp.). Iminhistokimiski pozitivo
epitelialo struktiru skaits atkartota procesa gadijuma bija statistiski bitiski
pazeminats salidzinot ar primarajam nefroblastomam (p=0,005).

Primaro audzgju grupa statistiski batisku atskiribu starp CKAE1/AE3
pozitivo struktiiru skaitu zemas un augstas stadijas audz&ju gadijuma un zemas
un vidéjas malignitates pakapes audz&u grupa, salidzinot ar augstas
malignitates audz&ju grupu, neatrod (p=0,36 un p=0,11).

Salidzinot CKAE1/AE3 pozitivo struktiiru skaitu starp kop&jo audz&ju
grupu un dazadiem histologisko tipiem, konstaté, ka reakcijas intensitate
blastematozu, epitelialu, stromalu un jauktu audz&ju gadijuma nav bitiski
atSkiriga no reakcijas kopgja grupa (p=0,09; p=0,69; p=0,92; p=0,74), bet ir
butiski paaugstinata regresiva tipa audz&ju gadijuma (p=0,015).

Audzgjiem, kuriem pirms operacijas veikta Kimijterapija vid&jais
CKAE1/AE3 pozitivo struktiiru skaits M=121,73 (0-480; SD 158,97; CI 95%
vidgjam 33,69-9,77), bet kimijterapijas neietekméta materiala M=58 (0-199;
SD 58,27, CI 95% vid&jam 18,84-7,50, bet aprakstita atskiriba nebija statistiski
batiska (p=0,49). Ja audzgja atbilde uz kimijterapiju kliniski traktéta ka laba
M=159,90 (0-480, SD 182,66, CI 95% vidgjam 29,22-90,57). Nepietieckosas
audzgja regresijas gadijuma M=45,4 (0-114; SD 49,58; CI 95% vid&jam 0,00-
06,96). Atskiriba starp abam aprakstitajam grupam nebija statistiski biitiska
(p=0,21).

Miruso pacientu grupa vidgjais CKAE1/AE3 pozitivo strukttiru skaits
M=24 (0-48; SD 33,94; CI 95% vid&jam 0,00-8,94). Izdzivojuso pacientu grupa
M=100,66 (0-480; SD 132,13, CI 95% vidgjam 44,87-6,46). Statistiski butiska
atSkirtba starp miruSo un izdzivojuSo pacientu grupam netika konstatéta
(p=0,31).Gadijumos, ja konstat€ta audz&ja progresija, primarajos veidojumos
noteiktais videjais CKAE1/AE3 pozitivo struktiiru skaits M=160 (0-480; SD
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277,12; CI 95% vidgjam 0,00-48,42). Ja audzgja progresiju neatrod, tad
M=86,26 (0-476; SD 105,64; CI 95% vidgjam 40,57-1,94). Statistiski bitiska
atSkiriba starp reakcijas intensitati abas grupas netika atrasta (p=0,44).

3.2.8. CD34 pozitivo asinsvadu proliferacija

Primaro audzgju grupa vidgjais CD34 pozitivo mikroasinsvadu skaits
redzes lauka bija 123,46 (25-374; SD 87,84). Metastatisko audzgju/recidiva
grupa M=116,44 (24-66; SD 8,3). Statistiski butisku atSkirtbu starp
mikroasinsvadu skaitu atkartota un primara procesa gadijuma neatrod
(p=0,439). Visos gadijumos atrod gan jau izveidotas asinsvadu struktiiras ar
limenu, gan CD34 pozitivo §Gnu sruktiras bez ldmena veidoSanas
(sk. attelu 3.14, 40. Ipp.).

Primaro nefroblastomu grupa salidzinot reakcijas intensitati zemas un
augstas stadijas audz&ju grupa, ka ar1 zemas un vid€jas malignitates pakapes
audz€ju grupa, salidzinot ar augstas malignitates audz€u grupu, statistiski
bitisku atskiribu s neatrod (p=0,51 un p=0,16).

Salidzinot reakcijas intensitati starp kop&jo audz&u grupu un
dazadiem histologisko tipiem, konstaté, ka CD34 pozitivo asinsvadu skaits
neviena no audz&ju histologiskajiem variantiem (blastematozs, stromals,
epitelials, regresivs un jaukts) un nav bitiski atSkirigs no skaita kopgja grupa
(p=0,19; p=0,12; p=0,58; p=0,095; p=0,3).

Audzgjiem, kuriem pirms operacijas veikta kimijterapija vidgjais
CD34 pozitivo mikroasinsvadu skaits M=125,26 (25-270; SD 89,07; CI 95%
vidgjam 75,93-174,59), bet kimijterapijas neietekmé&ta materiala M=121 (40-
374, SD 90,4, CI 95% vid&jam 60,26-181,7). Statistiski biitisku atskiribu starp
abam audz&ju grupam nekonstaté (p=0,9). Ja audzgja atbilde uz kimijterapiju
kliniski traktéta ka laba M=135 ( 25-270, SD 89,66, CI 95% vidgjam 70,85-
199,14). NepietickoSas audz€ja regresijas gadijuma M=105,8 (diapazons 40-
270; SD 94,7; CI 95% vidgjam 0,00-223,39). Statistiski buitisku atskiribu starp
audzgjiem ar labu un nepietickoSu reakciju uz Kkimijterapiju nekonstate
(p=0,75).

Miruso pacientu grupa vidgjais CD34 pozitivo asinsvadu skaits
M=92,5 (56-129, SD 51,61, CI 95% vidgjam 0,00-556,27). Izdzivojuso
pacientu grupa M=126,04 (25-374, SD 90,45, CI 95% vidgjam 87,84-164,23).
Gadijumos, ja konstatéta audzgja progresija, primarajos veidojumos noteiktais
vidgjais CD34 pozitivo asinsvadu skaits M=100,33 (25-220 SD 104,7; CI 95%
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vidgjam 0,00- 360,63).Statistiski butisku atSkiribu starp reakcijas intensitati
miruSajiem un izdzivojusajiem pacientiem nekonstaté (p=0,73) Ja audzgja
progresiju neatrod, tad M=126,47 (32-374, SD 87,68; CI 95% vidgjam 88,56-
164,39). Statistiski butisku atSkiribu starp abam minétajam grupam neatrod
(p=0,44).

3.2.9. Vilmsa audzéja nomaceja gena proteina ekspresija

Primaro audzgju grupa vidgjais WT1 proteina pozitivo Sinu daudzums
M=44,13% (0,00%-99,47%; SD 44). Metastatisko audzgju/recidiva grupa
M=63,23% (0,00%-99,23%; SD 47,55). Statistiski buitisku atskiribu starp WT1
ekspresiju  metastatiska un  primara = procesa  gadijuma  neatrod
(p=0,525).Pozitiva reakcija konstateta blastematoza un primitiva epiteliala
komponenta S§tnu kodolos, lai gan ir konstateta arT iztrikstosa
imunoreaktivitate  histologiski  klasiskas nefroblastomas blastematoza
komponenta §tinas (sk. attélu 3.15 un attélu 3.16, 40.1pp.).

Attieciba uz primarajiem audz€jiem, salidzinot reakcijas intensitati
zemas un augstas stadijas audz&ju grupa, ka arT zemas un vid&jas malignitates
audz€ju grupa, salidzinot ar augstas malignitates grupu statistiski batisku
atSkiribu nekonstaté (p=0,62; p=0,94).

Salidzinot reakcijas intensitati starp kop&o audz€u grupu un
dazadiem histologisko tipiem, konstaté, ka WT1 proteina pozitivo §inu skaits
neviena no audzgju histologiskajiem variantiem (blastematozs, stromals,
epitelials, regrestvs un jaukts) nav butiski atSkirigs no skaita kop&ja grupa
(p=0,62;p=0,23; p=0,078; p=0,66, p=0,27).

Audzgjiem, kuriem pirms operacijas veikta kimijterapija vidéjais WT1
pozitivo §tnu daudzums M=35,70% (0,00%-99,00%; SD 41,76; CI 95%
vidéjam 12,57-58,82), bet Kkimijterapijas neietekméta materiala M=55,63%
(0,00%-99,47%, SD 46,3, CI 95% vidgjam 24,50-86,76). Statistiski butisku
atSkiribu starp reakcijas intensitati kimijterapijas ietekm&ta un neietekméta
materiala, nekonstaté (p=0,41). Ja audzgja atbilde uz Kimijterapiju klmiski
trakteta ka laba M=52,86% (0,00%-99,00%, SD 41,55, CI 95% vidgjam 23,14-
82,59). Nepietiekosas audzgja regresijas gadijuma M=1,37% (diapazons 0,00-
6,87; SD 3,07; CI 95% vidgjam 0-5,18).Miné&ta atSkiriba ir statistiski butiska
(p=0,009).

MiruSo pacientu grupa vidgjais WT pozitivo Siinu daudzums
M=46,52% (0,00%-93,04%, SD 65,78, CI 95% vidgam 0,00-637,61).

36



Izdzivojuso pacientu grupa M=43,93% (0,0%-99,47%, SD 43,77, CI 95%
vidgjam 25,45- 62,42). Statistiski butisku atSkirtbu starp reakcijas intensitati
miruSo un izdzivojuSo pacientu grupa neatrod (p=0,76).Gadijumos, ja
konstatéta audzgja progresija, primarajos veidojumos noteiktais vid&jais WT1
pozitivo §tnu daudzums M=35,21% ( 0,00%-63,33% SD 32,25; CI 95%
vidgjam 0,00-115,33). Ja audz€ja progresiju neatrod, tad M=45,29% (0,00%-
99,47%, SD 45,75; CI 95% vidgjam 25,51-65). Imunhistokimiskas reakcijas
intensitate starp abam grupam nav statistiski butiski atskiriga (p=0,65).

3.2.10. Imiinhistokimisko markieru ekspresivitates
savstarpéja saistiba

Izmantojot Spirmena neparametrisko korelaciju analizi iminhisto-
kimisko markieru ekspresijas savstarp&jas saistibas noteik$anai primaro audzgju
grupa konstatta statistiski bitiska pozitiva saistiba starp imtnhistokimiski ar
CD34 vizualizéto asinsvadu skaitu un CKAEI/AE3 pozitivo epitelialo
struktliru  skaitu veidojumu audos(r=0,551; p=0,004). Statistiski butiska
pozitiva korelacija konstatéta starp p53 un CD44s ckspresiju blastematozaja
komponenta (r=0,596, p=0,007). Savukart CD44s ekspresija stromalaja

komponenta (r=0,595; p=0,15; r=0,45; p=0,031). Statistiski butiska saistiba
atrasta starp CD44s ekspresiju epitelialaja komponenta un CKAEI1/AE3
(r=0,514; p=0,02) pozitivo struktiru skaitu. Analizgjot pl6™<* proteina
ckspresiju atrasta pozitiva saistiba starp pl6™<®

blastematozaja komponenta (r=0,513; p=0,029).). P16™%** pozitivo §inu

un p53 ekspresiju

daudzumam epitelialaja komponenté bija negativa saistiba ar WT1 ekspresiju
(r=-0,514; p=0,02). Konstat&ta statistiski biitiska saistiba starp CKAE1/AE3 un
e-kadherina pozitivo struktiiru skaitu (r=0,768; p=0). Statistiski biitisku saistibu
novéro starp p53 un Ki67 pozitivo §tinu daudzumu stromalaja komponenta
(r=0,654,p=0,001) un e-kadherina pozitivo struktiiru skaitu un proliferacijas
indeksu stromalaja komponenta (r=0,404, p=0,024).
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3.4. att. Nieres rabdoids audzgjs - 3.5. att. Nieres rabdoids audzgjs-

pozitiva vimentina ekspresija, negativa INI1 ekspresija audzéja Siinu
palielinajums x400. kodolos, pozitiva ieksgja kontrole
saglabatajos niere audos, palielinajums
x200.

3.7. att. Pozitiva CD44s ekspresija 3.8. att. Pozitiva p16"%** ekspresija
blastematozas nefroblastomas stroma, nefroblastomas blastematoza
negativa reakcija blastematoza komponenta Siinu kodolos,
komponenta §iinas, palielinajums x100. palielinajums x200.
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3.9. att. Zema Ki67 ekspresija 3.10. att. Augsta Ki67 ekspresija
blastematoza tipa augstas malignitates blastematoza tipa vidéjas malignitates

nefroblastomas blastémas Siinu pakapes nefroblastomas blastéemas
kodolos, audzéjs péc pirms operacijas $iinu kodolos primaras nefrektomijas
perioda izdaritas Kimijterapijas, gadijuma, palielinajums x200.

palielinajums x200.

3.11. att. P53 ekspresija 3.12. att. E-kadherina ekspresija
nefroblastomas plauSu metastazes nefroblastomas metastazes tubularajas
blastematoza komponenta Siinas, struktiiras uz robezZas ar plausu

palielinajums x400. audiem, palielinajums x200.
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3.13. att. CKAE1/AE3 ekspresija

primitivas tubularas un glomerularas

struktiiras epiteliala tipa
nefroblastomas gadijuma,
palielinajums x200.

3.15. att. Pozitiva WT1 proteina
ekspresija blastematoza komponenta
$iinu kodolos blastematoza tipa
nefroblastomas gadijuma,
palielinajums x200.

3.14. att. CD34 pozitivas struktiiras ar
un bez liimena veidoSanos epiteliala
tipa vidéjas malignitates pakapes
nefroblastomas gadijuma,
palielinajums x200.

-

3.16. att. Negativa WT1 proteina
ekspresija nefroblastomas
blastematoza komponenta §inu
kodolos blastematoza tipa audzeja
gadijuma, reakcija pozitiva nieres
kamolina §iinas, palielinajums x100.
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3.3. Audz&ju nomacéja géna CDKN2A/p16™*** genctiskas izmainas
nefroblastomas gadijuma

3.3.1. Petitas audzéju grupas raksturojums

DNS izolgéSana no parafina iegulditajiem audu paraugiem, sekojoSa
pavairoSana un sekven€Sana lo un 2 eksona izmainu pétniecibai pavisam
izdarTta 14 audu paraugiem. 11 gadijumos (78,57%) izmantots primara audzgja
materials, 2 gadijumos (14,29%) plausu metastazes, bet viena (7,14%) recidiva
audi. Mikrosatelitu markieri analiz&ti 14 primara audz&ja audu paraugos.

3.3.2. CDKN2A lokusa DNS sekvené$ana iegiito
genétisko izmainu analize

Apkopojot DNS sekvenéSana ieglitos rezultatusl2 gadijumos jeb
85,71% no analizétajiem audu paraugiem atrasta géna CDKN2A/p16™**1q
eksona savvalas forma, kas atbilst normai. Attieciba uz 2. eksonu savvalas tips
konstatéts 4 (28,57%) gadijumos. 7 jeb 50% no analiz&étajiem audu paraugiem
atrasts, ka 442. nukleotids guanins (G) nomainits uz adenozinu (A) (turpmak
teksta ¢.442G>A) jeb p16™** proteina 148. aminoskabe alanins nomainita ar
treontnu  (turpmak teksta A148T). Al148T sastopamibas biezums
nefroblastomas pacientu grupa tika salidzinats tas sastopamibas biezumu
kontroles grupa (sk. nodalu 2.4). Saja grupa no analizétajiem 203 gadijumiem
200 paraugos (98,52%) atrasts savvalas tipa 2. eksons, savukart aprakstita
izmaina A148T (c.442G>A) konstatéta tikai 3 jeb 1,48% gadijumu. Izmantojot
FiSera testu konstatets, ka nefroblastomu grupa 148. aminoskabes alanina
nomaina ar treontnu (A148T) ir statistiski butiski biezak sastopama neka
kontroles grupa (p< 1077), kas norada uz atrastas izmainas lomu nefroblastomas
attistiba.

CDKN2A lokusa mikrosatelitu markieru analizé heterozigotitates
zudums kopuma konstatéts trijos gadijumos (21,43%) cetriem daZzadiem
mikrosatelitiem (sk. tabulu 3.1). Par heterozigotitates zudumu tika uzskatits
vienas aléles pilnigs zudums vai tas redukcija vismaz par 50% salidzinot ar
normalajiem audiem (sk. att€lu3.17,). Viena gadijuma jeb 7,14% no
analiz€tajiem paraugiem atrasts heterozigotates zudums analiz€jot markieri
D9S736, kas atrodas aiz CDKN2A géna pédeja tresa eksona noradot, ka
potenciali ar nefroblastomas attistibu saistitas genétiskas izmainas $aja lokusa
biitu meklgjamas aiz CDKN2A géna. Viena gadijuma (7,14%)no analiz&tajiem
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paraugiem atrasts heterozigotates zudums analiz&jot markieri D9S1604, kas
atrodas introna pirms CDKN2A/p16™*** g&na, noradot uz iespgjamu i géna
saistibu ar nefroblastomas attistibu. Precizu delécijas lielumu noteikt neizdevas,
jo pargjie analiz&tie mikrosatelitu markieri bija neinformativi (sk. 3.1. tabulu).
Saja audzgja tika atrasta ari CDKN2A géna A148T izmaina Viena gadijuma
heterozigozitates zudums atrasts gan markieri D9S942, gan ari markieri
D9S171 vienlaicigi. Minétie markieri attiecigi atrodas introna starp 1f un la
eksoniem un pirms CDKN2A géna 1B eksona (skat. nodalas 2.3.4 attelu 2.1)
noradot uz lielaka regiona deléciju. Diemzel lidzigi ka iepriek§ precizu
delecijas lielumu noteikt nav iesp&jams, jo pargjie analizEtie markieri bija
neinformativi. Tacu Iidzigi ka iepriek§ arT Sajos audos papildus delécijai tika
atrasta art CDKN2A géna A148T izmaina.

3.1. tabula
CDKN2A lokusa mikrosatelitu markieru analizes rezultati

Nr. | D9S736 | D9S1604 | D9S974 | D9S942 | D9S1748 | D9S1870 | D9S171
1. NI LOH — — NI — —
2. — — norma norma — norma NI
3. NI norma norma norma norma norma norma
4. LOH norma norma norma NI NI norma
5. NI NI norma norma norma norma norma
6. NI NI — LOH NI NI LOH
7. NI NI NI norma norma — NI
8. norma NI NI norma norma — norma
9. norma norma norma norma norma norma norma
10. norma NI NI norma norma norma norma
11. norma NI NI norma norma norma norma
12. — NI NI — — NI —
13. norma — norma norma norma norma norma
14. norma norma NI — — — —

»— mneinformativs rezultats, jo materiala nav normalo audu vai ari reakcijas produkts
loti vaj8, nav interpretgjams.
NI- neinformativs markieris (homozigotas)
LOH- hetrozigotitates zudums (anglu val. loss of heterozygosity).
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Normalie audi Audzgja audi

3.17. att. Heterozigozitates zudums CDKN2A lokusa mikrosatelita markiert
D9S171 nefroblastomas gadijuma salidzinot ar ta pasa pacienta normalajiem
audiem.

3.3.3. CDKN2A lokusa DNS sekvencé$ana iegiita rezultita un p16™~**
proteina imiinhistokimiskas ekspresijas salidzinajums

Pacientiem ar atrasto izmainu A148Tvidgjais pl16™ * pozitivo §inu

daudzums blastematozaja komponenta ir 84,30% (70,00%-98,57%, SD 11,69),
stromalaja komponenta 93,58% (88,88%-100,00%, SD 5,19) un epitelialaja
komponenta 97,10% (92,63%-100,00%, SD 3,05). Pacientiem bez mingtas
izmainas blastematozaja komponenta vidgjais p16™~* pozitivo §iinu daudzums
bija 78,06% (51,85%-92,77, SD 22,7), stromalaja komponenta M=71,15%
(41,66%-92,47%, SD 22,58), bet epitelialaja komponenta 77,63% (42,66%-
96,5%, SD 30,3). Statistiski biitisku atskiribu starp minétas imiinhistokimiskas
reakcijas intensitati blastematozaja, stromalaja un epitelialaja komponenta
pacientiem ar 2. eksona savvalas tipu un pacientiem ar atrasto A148T izmainu
2. géna eksona, nekonstaté (p=1; p=0,086; p=0,177).

Gadijumos, kad mikrosatelitu analiz€ konstatétas abas al€les vid&jais
pl6™**  pozitivo §inu daudzums blastematozaja komponentd bija
80,55%(51,85%-100,00%, SD 17,02), stromalaja komponenta 79,87%
(37,97%-100%, SD 24,46), epitelialaja komponenta 87,25% (42,66%-100,00%,
SD 18,97). Ja atrasts heterozigotitates zudums, vidgjais p16™~* pozitivo §inu
daudzums blastematozaja komponenta bija 84,28% (70,00%-98,57%, SD 20,2),
stromalaja komponenta 93,51% (88,88%-98,14%, SD 6,54), epitelialaja
komponentd visos gadijumos P16™** pozitivo §inu daudzums bija 100%.
Statistiski butisku atSkirtbu starp minéta proteina ekspresiju kada no
histologiskajiem komponentiem abas grupas nekonstaté (attiecigi p=0,88;
p=0,75, p=0,091).
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4. DISKUSIJA
4.1. Latvijas bérnu nieru audzéju morfologiska spektra analize

Analizgjot veikta petjjumu rezultatus janem vera fakts, visi izmeklétie
pediatriskie nieru audzgji ir saméra reti sastopami gan pasaulg, gan Latvija.
Sobrid prezentgtaja darba izmantots tikai Latvija, BKUS diagnosticéto audzgju
materials, 11dz ar to pétito gadijumu skaits ir neliels. Kop&ja primaro audzgju
grupa analizeti 49 audzgji. Petljuma izmantotais materials iegiits apkopojot
datus un histologisko materialu no gandriz 15 gadu ilga laika posma (1997.
gada janvaris-2012. gada julijs) konstat€tajiem jaunveidojumiem. Tapéc
dazkart izveidojas situacija, kad ne visu audzgju histologiska materiala kvalitate
bija pietickoSa pilnigas iminhistokTmiskas izmekléSanas veikSanai.
Iminhistokimiska diagnozes verifikacija veikta 63,26% no visiem primaro
nieres audz€ju gadijjumiem. Taja pasa laika H&E materiala atkartota
izmekléSana nedeva pietieckoSu pamatojumu esos$as histologiskas diagnozes
nomainai un audzgja izslég§anai no primaro nieru audz&ju grupas. Tadejadi
atseviski mezoblastiskas nefromas gadijumi, ka arT angiosarkoma tika ieklauti
kopgja nieru audzgju spektra bez papildus imiinhistoktmiskas izmekleSanas.

Runajot par darba analiz€to primaro nieru audz&ju morfologisko
spektru, petijums parada, ka BKUS biezakais diagnostic€tais beérnu vecuma
nieru jaunveidojums ir nefroblastoma. Péc BKUS Bérnu Patologijas biroja
veiktas morfologiskas izmekl&sanas datiem $is audzgjs veido 77,55% no visiem
nieru jaunveidojumiem bgrniem vecuma lidz 18 gadiem, bet atkartotas
imtnhistokimiska izmekléSana So diagnozi pieradija 75,51% no visiem
gadijumiem. Rezultats kopuma atbilst pasaules datiem. Atkariba no izmantota
literatiiras avota dazadas vecuma grupas nefroblastoma veido 80% lidz 85% no
visiem pediatriskajiem nieru audz€jiem [Sebire et al., 2010] un ir biezakais
sastopamais nieru jaunveidojums be€rniem. P&tfjuma rezultatos redzams, ka
Latvija nefroblastomas veido mazak par 80% gadijumu, bet iesp&jams, ka ST
novirze no literatira atspogulota audzgju spektra ir saistita ar nelielo kopg&jo
izmekleto gadijjumu skaitu. Attiectba uz pargjiem BKUS diagnosticéto
pediatrisko nieru audz&ju morfologiskajiem tipiem, interesanti ir tas, ka
konstateti tadi reti sastopami audz€ji ka nieru gaiSo Stnu sarkoma un rabdoids
nieres audzgjs, ka arT b&rnu vecuma reti sastopama angiomiolipoma, bet ne
BKUS Bérnu patologijas biroja veiktaja morfologiskaja izmeklé$ana, ne
atkartota imunhistokimiskaja preparatu parskata nav atrasts neviens nieru Stinu
véza (NSV) gadijums. Kliniski un radiologiski aizdomas par NSV tika izteiktas
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3 gadijumos jeb 5,66% no visa morfologiski izmekl&ta nefrektomiju un dalgjo
nieres rezekciju materiala, bet histologiski tika konstatéts ksantogranulomatozs
pielonefrits. Salidzino$i Lietuvas kolégi Vilpas Universitates Bérnu slimnica
laika perioda no1997. gada lidz 2008. gadam diagnosticgjusi 30 primarus nieru
audz€jus. 93,7% no tiem bija nefroblastoma, bet 6,3% nieru $tnu vezis
[Jankauskiene etal., 2009]. Saskana ar ASV Nacionala v&Za institiita
veiktajiem pétjjumiem bérniem lidz 15 gadiem nieru $iinu vezis atrasts 2,6%,
pacientiem lidz 20 gadiem 5,4% no visiem nieru audzgjiem, bet vecuma grupa
no 15 Iidz 19 gadiem nieru NSV konstatéts jau 63% gadijumu [Bernstein et al.,
1999] Kopuma jasaka, ka petjjuma dati attieciba uz nieru Siinu véza vietu
kopgja audzeju spektra berniem Latvija atSkiras no pasaules literatiiras datiem,
tacu nebiitu vieta runat par Latviju ka par valsti, kur nieru $tnu vézis b&rniem
sastopams retak neka citviet pasaulé. Lai apstiprinatu $So domu, vajadzétu
turpinat petfjumu analiz€jot BKUS diagnostic€tos nieru audz€jus art nakotn€ un
izdartt statistisku datu analizi salidzinot iegtito atradni ar Veselibas ekonomikas
centra datu bazg atrodamo informaciju.

Analizgjot gadfjumus, kad atkartotas imtinhistokimiskas izmekleSanas
gaita tika izmainita eso$a histologiska diagnoze, redzams, ka kopuma
diagnostiskas neprecizitates atrastas 2 gadijumos jeb 4,08% no visiem
izmekletajiem audzgjiem. Sie rezultati ari izgaismo daZas problémas, kuras
bitu jarisina praktiski stradajosSiem bérnu patologiem. Parasti nefroblastoma ir
audzgjs ar raksturigu histologisko uzbiivi, kas sastav no variablas proporcijas
izvietotas blastematoza, epiteliala un stromala komponenta, bet ir iesp&jami
gadijumi kad to veido tikai viens vai divi histologiskie komponenti.
Diagnostiskas probléemas parasti rada diferenciala diagnoze starp blastemala
tipa nefroblastomu un citiem bérnu vecuma ,,siko, zilo, apalo $tinu” audzgjiem
ka neiroblastoma, PNET, renala limfoma, ka arT jau $aja nodala ieprieks
aprakstitas griitibas savstarp€ji diferencgjot nefroblastomu, nieru gai$o $tnu
sarkomu un nieru rabdoidu audz&ju. [Sebire, 2010]. Eso$aja pétijuma
imtinhistokTmiskaja izmeklésana tika konstatéts vairak neiroblastomai atbilstoss
imunofenotips viena no sakotngji diagnosticetas blastemala tipa nefroblastomas
gadfjumiem. Saskana ar literatiiras datiem precizas diagnozes noteikSanai butu
pielietojamas plasas imunhistokTmiskas izmekleSanas shémas, kuras ieklauj
WT1 proteina, neiroendokrino un epitelialo markieru, ka art LCA un CD99
antigé€nu noteikSanu. Renalas neiroblastomas gadijuma galvena nozime ir WT1
proteTna negativitatei, kombinacija ar variablu neiroendokrino markieru ka
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2010].Sarezgits ir jautajums par intrarendlas primaras neiroblastomas
sastopamibu kopuma. Veiktaja p&tijuma sakotn&ja etapa no apkopota materiala
tika apzinati izslégti visi diagnostic€to neiroblastomu gadijumi, jo tika
konstatgts, ka sada tipa retrospektiva petijuma praktiski nav iesp&jams precizi
noskaidrot vai pétitais veidojums ir primari radies nier€s vai ieaudzis tajas no
retroperitonealas telpas. Arl Saja atkartotas imiinhistokimiskas izmekl€Sanas
gaita atklata neiroblastomas gadijuma, jautajums par veidojuma gengzi ir
diskutabls. Lai gan paslaik kliniski veidojums tiek traktets ka primars nieres
audzgjs, pirmreizgji izdaritaja kompjiitertomografiskaja izmekleéSana pastav
aizdomas par retroperitonealu audz&u ar ieaugSanu nieré. Saja gadfjuma
audzg€js nav izslégts no kop&o primaro nieru audzgja spektra, lai gan nav
pilnigas parliecibas par ta izcelsmi. Galigajos rezultatos ari redzams, ka péc
atkartotas imiinhistoktmiskas izmekl&Sanas izveidotaja primaro nieru audzgju
spektra neiroblastoma veido 2,04%, bet literatiira aprakstiti tikai atseviski
primaras intrarenalas neiroblastomas gadijumi [Sellaturay etal., 2006].
Iesp&jams gan, ka minéta atSkiriba saistas ar nelielo kop€jo gadijumu skaitu,
kas var radit zinamas statistiskas novirzes.

Otrs gadijums, kura tika precizéts BKUS Bérnu Patologijas biroja
izdaritas morfologiskas izmekléSanas slédziens attiecas uz embrionalu
rabdomiosarkomu. P&c literatliras datiem, primaras nieru rabdomiosarkomas
gadijumi ir loti reti. Atseviskos apskatos ir atrasti tikai astoni public€ti gadijumi
[Grignon etal., 1998]. Lielaka dala no nieru audzgjiem, kuri gaismas
mikroskopija rada iespaidu par rabdomiomatozu gené&zi, parasti ir citas
izcelsmes jaunveidojumi [Eble etal, 2007]. Miusu gadijuma detalizEta
muskularo markieru MyoD1, muskulu specifiska aktina, desmina, miogenina
un mioglobina, WT1 proteina and bcl-2 noteikSanai bija negativas. Mingtais
imunofenotips un kliniska iedzimta audzgja anamnéze 25 dienas vecai pacientei
ir vairak atbilsto$s cellularai mezoblastiskai nefromai (CMN) jeb infantilai
intrarenalai fibrosarkomai [Argani et al., 2004].P&tjjuma galigajos rezultatos
veidojums ierindots mezoblastisko nefromu grupa, tacu diskusiju avots var€tu
biit konstateta augsta proliferativa aktivitate. Proliferacijas indekss bija 44, 44%
salidzinosi ar literatiira aprakstito 20% -15% atradni. [Whittle et al., 2010], kura
arl izskaidro patologa izveéli noteikt augstas malignitates pakapes audz&ja
diagnozi primaras morfologiskas izmekléSanas laika. P&c bitibas precizakai
veidojuma genézes noteikSanai butu nepiecieSama citogenétiska izmekléSana
CMN raksturigas translokacijas (12;15) (p13;925) un ETV6-NTRK3 géna
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sapliiSanas diagnostikai. No praktiska viedokla apskatitais gadijums rada, ka
turpmak nepiecieSams kritiski izvertét mezenhimalas gen&zes primaru nieru
audzg€ju diagnozes bernu vecuma un pielietot izmekleésana plasas muskularo
markieru imiinohistokimiskas izmekleéSanas sh€mas nemot véra ar1 celullaras
mezoblastiskas nefromas eksistenci.

4.2. Imainhistokimiskas un molekulari genétiskas atradnes saistiba
ar kliniski morfologiskajiem datiem nefroblastomas gadijuma

4.2.1. Potenciali prognostiski nozimigo imunohistokimisko markieru
ekspresijas novertejums

Apkopojot §1 darba rezultatu sadala sniegtos datus redzams, ka
primaro audzgju grupa ir atrasta bitiski pazeminata CD44s ekspresija epiteliala
tipa nefroblastomu epitelialaja komponenta (p=0,043) salidzinot ar minéta
markiera ekspresiju S$aja histologiskaja komponenta citu tipu audzgjos.
Interesanti, ka taja pa$a laika atrasta statistiski biitiska pozitiva saistiba starp
CD44s ekspresiju epitelialaja komponenta un CKAE1/AE3 (p=0,02) un e-
kadherina pozitivo struktiiru skaitu (p=0,019). Mingto atradni var izskaidrot ar
faktu, ka augsts CKAEI/AE3 un e-kadherina pozitivo strukttru skaits
sastopams ari regresiva tipa nefroblastomas un maksimalais CD44s pozitivo
struktiiru skaits- 44 bija atrodams tie§i regresiva tipa audz€ja gadijuma.
Savukart jaukta tipa audz&jos konstatSta biitiski paaugstinata CD44s ekspresija
stromalaja komponenta (p=0,027) salidzinot ar citu histologisko tipu
nefroblastomam. Tomér, nemot veéra faktu, ka CD44s norma tiek ekspresets
fibroblastos un $is reakcijas noteik§ana stroma prezentgtaja darba drizak kalpo
tam lai atdalitu tas reaktivitati no imiinhistoktmiskas reakcijas epitelialaja un
blastematozaja komponenta, uzskatams, ka Sai saistibai nav biitiskas ietekmes.
Tapat jadoma, ka butiskas prognostiskas nozimes nav konstatétajai CD44s
stromalas ekspresijas pozitivajai saistibai ar p16™~* proteina iminhistokimisko
reaktivitati blastematozaja un stromalaja komponenta (p=0,015 un p=0,031),
vél jo vairak tapéc, ka pozitiva p16™<** ekspresija izmantojot klonu 2D9A12
uzskatama par normu. Biitiska zinatniska nozime prognostiski svarigo markieru
petnieciba vargtu biit konstatétajai pozitivajai saistibai starp p53 un CD44s
ekspresiju visu primaro audz€ju blastematozaja komponenta (p=0,007), jo ir
pieradita augstas p53 ekspresijas prognostiski slikta nozime nefroblastomas
gadijuma, kas gan vairak attiecas uz audzgjiem ar nelabvéligu histologisko
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ainu. Ta piem&ram ir aprakstita izteikta pS3 ekspresija anaplastiskos audzg&jos
salidzinot ar labveligas histologiskas ainas gadijuma novéroto (p<0,001) un
butiski samazinata dzivildzi p53 pozitivo pacientu grupa salidzinot ar
negativajiem gadijumiem (p<0,01) [Jadali etal., 2011]. Salidzinot iegitos
rezultatus ar publikacijas pieejamo informaciju, redzams, ka literatliras dati
attieciba uz CD44s ekspresiju nefroblastomas gadijuma ir pretrunigi. Viena no
petijumiem konstatéta CD44s ekspresijas paaugstinasanas epitelialajas $iinas
paaugstinoties audzgja stadijai un minéta markiera blastematozas reaktivitates
pozitiva saistiba ar audz€ja stadiju [Ghanem et al., 2002]. Savukart, p&tot pirms
operacijas perioda nearstétas pacientus, $1 pati autoru grupa nav atradusi
saistibu starp CD44s ekspresiju un nefroblastomas stadiju vai klinisko gaitu
[Ghanem etal., 2011]. Citi zinatnieki apraksta pozitiva min€ta markiera
imunoreaktivitates saistibu ar audzgja histologisko tipu un malignitates pakapi
neatkarigi no ta vai pirms operacijas ir vai nav bijusi pielietota kimijterapija
[Taran etal., 2008]. Lai gan prezentStaja p&tjjuma netika atklatas bitiskas
CD44s ekspresijas atSkiribas atkariba no nefroblastomas stadijas, histologiskas
malignitates pakapes vai audzgja progresijas un reakcijas intensitate butiski
neat$kiras izdzivojuso un miru$o pacientu grupas, tomér konstatéta pozitiva
saistibai starp p53 un CD44s eckspresiju primaro audz&ju blastematozaja
komponenta varétu liecinat par $1 markiera imunoreaktivitates noteikSanas
blastematozaja komponentd prognostisko nozimi, kas butu vel jaapstiprina
turpmakajos petijumos. Pargjie rezultati saistas ar CD44s ekspresijas izmainam
atkariba no audzgja histologiska tipa. Konstatéta pazeminata CD44s ekspresija
epiteliala tipa nefroblastomu epitelialaja komponenta iesp&jams vairak
atspogulo nevis pasa CD44s antigéna noteikSanas prognostisko nozimi, bet gan
iesp&jami zemako epiteliala tipa nefroblastomas malignitates pakapi.

P16™%* proteina imiinhistokimiskas ekspresijas izvértesana batiska ir
veiktas reakcijas interpretcija. Literatiira aprakstiti dazadi iesp&jamie pl16™*
ekspresijas varianti normalos audos, kuri ir atkarigi no izmantotas antivielas
klona. Lielaka dala autoru konstatéjusi, ka reakcijas intensitate audzgja
neskartajos audos ir loti zema vai vispar nav nosakama un tas atbilst
normalajam bazalajam p16™** proteina Ilimenim. Paslaik dala pétfjumu un
kltniskaja praks€ tas ir pienemts ka imtinhistoktmiskas reakcijas izvertésanas
standarts [Natrajan etal., 2008; Zhao etal, 2012]. Ari nefroblastomas
gadfjuma izdaritajos pétfjumos dala autoru izmanto antivielas, kuru
imunhistokimiskas reaktivitates intensitate normalajos audos ir zema.
Prezentétaja pétijuma pl6™ <" proteina noteikianai izmantots klons 2D9A12
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(Abcam, Kembridza, Masaciisetas Stats, ASV). Par pozitivo kontroli atbilstosi
razotaju instrukcijai, pielietot pozitivu kontroli normalos cilvéka galvas
smadzenu audos vai galvas smadzenu audzgjos, tika izmantota pozitiva argja
kontrole galvas smadzenu astrocitomas gadijuma. Izdaritas kontroles reakcijas
rezultati, papildus konstatéta pl6™<** proteina ekspresija audzéja neskartas
nieres kanalinu epitélija Stinu kodolos un literattras dati par samazinatu mingtas
antivielas klona ekspresiju tajos galvas smadzenu audz€ju gadijumos, kad
konstatéta CDKNDA/p16™** algles zudums, bet pozitivu ekspresiju
neizmainitos smadzenu audos [Royds et al., 2011] liecina, ka Saja gadijuma par
normalu fiziologisku stavokli butu uzskatama pozitiva kodolu reakcija.
Pétijuma dati ir ari atbilstosi atsevidkas publikacijas atspogulotajai pl6™<*
proteina imiunhistokimiskajai ekspresijai neizmainitos cilvéka nieres audos
[Basta- Jovanovi¢ etal, 2008]. Analiz€jot izdaritas iminhistokimiskas
reakcijas rezultatus redzams, ka kopuma ekspresija vertgjama ka augsta, kas
$aja gadijuma atbilst normai. Netika atrasta p16™* ekspresivitates izmainas
atkariba no tadiem prognostiski svarigiem krit€rijiem ka audzgja stadija un
histologiska malignitates pakape. Tapat imtinhistokimiskas reakcijas intensitate
bitiski neizmainijas atkariba no pirms operacijas perioda izdaritas
Kimijterapijas un audz€ja reakcijas uz kimijterapiju. Nebija atSkiribu
izdzivojuSso un miruSo pacientu grupas, ka ari nebija statistiski bitiska
paaugstindta vai pazeminata pl16™"* ekspresija audzgja progresijas gadijuma.
Lidz ar to pétijuma rezultati liecina, ka visdrizak pl16™* ekspresijai nav
prognostiskas nozimes nefroblastomu gadijuma, kas atbilst Natrajana un autoru
[Natrajan et al., 2008] veikta p&tijuma datiem, bet ir pretruna ar Gordanas
6™ 4 ekspresijas saistibu ar audz&ja stadijam
6™ % proteina ekspresiju

Bastas- Jovanovicas atrasto pl
[Basta- Jovanovi¢ etal.,, 2008]. Attieciba uz pl
dazadas nefroblastomas histologiskajas grupas redzams, ka reakcijas intensitate
ir butiski pazeminata blastematoza tipa audz€ju stromalaja un epitelialaja
komponenta, salidzinot ar pargjiem histologiskajiem tipiem (p=0,007; p=0,03).
Stromala tipa audz€jos stromala komponenta reaktivitate bija bitiski
paaugstinata salidzinot ar reakciju $aja pasa histologiskaja komponenta cita tipa
audzgjos (p=0,03). Savukart salidzinot jaukta tipa audz&jus ar pargjiem
veidojumiem atrod biitiski paaugstinatu pl6™<* ekspresiju blastematozaja un
epitelialaja komponenta (p=0,003; p=0,024). Griiti saprast vai min&tajam
sakaribam ir kada ietekme uz pacienta prognozi. lesp&jams, ka tas atspogulo
izteiktaku reakcijas intensitati katra audz€ja tipa prevalgjosa komponenta, kas
varétu liecinat par histologiska tipa nevis konkréta markiera ekspresijas ietekmi
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uz prognozi. Citu autoru darbos [Basta- Jovanovi¢ etal., 2008] konstatéta
statistiski biitiska paaugstinata p16™<* ekspresija blastemala tipa audzgjos, kas
varetu liecinat par saistibu ar augstaku malignitates pakapi, netika atrasta.
Interesanti, ka arT $aja gadfjuma, tapat ka analiz&jot CD44s ekspresiju, ir atrasta
pozitiva saistiba starp pl6™* wun p53 ekspresiju primaro audzgju
blastematozaja komponenta (p=0,029), tacu §im faktam nav butiskas kliniskas
nozimes, jo augsta pl6™“* proteina ekspresija uzskatama par fiziologisku.
P16™** pozitivo inu daudzumam epitelidlaja komponenté bija negativa
saistiba ar WT1 ekspresiju (p=0,02), tacu interpretgjot So faktu biitu janem
vera, ka WT1 proteins imtinhistokimiski noteikts neatkarigi no histologiskajiem
tipiem blastematozaja un primitiva epitelialaja komponenta, tade] ta ekspresija
varetu biit samazinata audzgjos ar izteiktu epitelialu komponentu.

Interesi izraisa fakts, ka pé€tot tada citu audzgju gadijuma plasi
pielietota un prognostiski svariga markiera ka Ki67 ekspresiju netika konstatéta
butiska atSkiriba starp $1 markiera imunoreaktivitati neviend no pétitajam
primaro audz&ju grupam. Tapat Ki67 ekspresija nebija paaugstinata
metastatiskajiem veidojumiem. Arl pielietojot Spirmena neparametrisko
korelaciju analizi vieniga pozitiva saistiba atrasta tikai starp p53 un Ki67
pozitivo $inu daudzumu primaro audzgju stromalaja komponenta(p=0,001), ka
ar1 starp e-kadherina pozitivo struktiiru skaitu un proliferacijas indeksu
stromalaja komponenta (p=0,024), tacu $ai atradnei nav biitiskas prognostiskas
nozimes. Vidgjais Ki67 pozitivo §tnu daudzums primaro nefroblastomu
stromalaja komponenta gan ir 13,67% (diapazons 1,12%-37,66%; SD 10,31),
kas gan ir augstaks neka audzgja neskartaja nieré konstatetais 1% Iidz 3%
lielais proliferacijas indekss [Ghanem et al., 2004], tac¢u vidgjais p53 pozitivo
§tnu skaits primaro audzgju gadijuma stromalaja komponenta bija 1,74%
(diapazons 0%-12,77 %; SD 2,73). P&c bitibas p53 ekspresija stromalaja
komponenta ir praktiski negativa, vairuma publikaciju p53 pozitivo $inu
daudzums mazaks par 5% tiek uzskatits par negativu rezultatu [Govender et al.,
1998], lidz ar to konstatéto sakaribu kliniski nevar uzskatit par nozimigu.
Literatiras dati attiectba uz Ki67 ekspresijas prognostisko nozimi
nefroblastomas gadifjuma ir arkartigi pretrunigi. Pie tam dati ir grati
salidzinami, jo dazadi pétnieki analizg iegiito rezultatu dazadas histologiskajas
komponent€s vairakas grupas atkariba no izdaritas kimijterapijas, histologiskas
malignitates pakapes vai citiem kltniskajiem raditajiem. Dala no pétijumiem
atspogulotie rezultati liecina par iespgamo Ki67/MIB-1 noteikSanas
prognostisko nozimi. Ta pirms operacijas kimijterapeitiski arst€to pacientu
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grupa epiteliala, gan blastematozaja komponenta konstatéta paaugstinata MIB1
ekspresija saistijas ar sliktu pacientu prognozi [Juszkiewicz et al., 1997], lidzigi
cita petijuma publicéti dati par MIB-1 pozitivo §inu daudzuma blastematozaja
komponenta ietekmi uz pacienta dzivildzi, kamér epiteliala komponenta
reaktivitatei nebija nozimes [Ghanem etal., 2004]. Analiz&ot primaras
nefrektomijas gadijumus vienfaktora dispersijas analizé paradijas blastematoza
MIB-1 saistiba ar progres€josu slimibas gaitu, bet Koksa regresijas analizé
netika atrasta saistiba starp $o parametru un kliniskajiem raditajiem[Ghanem
et al., 2011]. Cita petijuma noteikts metastazes prognozgjosais kritiskais Ki67
lielums blastematozaja komponenta vidgjas malignitates audzgju gadijuma
[Berrebi et al., 2008]. Tomer dala zinatnieku izdarTjusi secinajumu, ka Ki67
imiinhistoktmisko noteikSana nedod biutisku ieguldijumu pirmsoperacijas
perioda arstetu nefroblastomu iesp&jamas prognozes izvertesana [Juric¢ et al.,
2010] un $1 imunohistokimiska markiera noteikSana prognostiskos noliikos nav
ieviesta kliniskaja praks€. Paslaik prezentéta pétjjuma rezultati vairak liecina
par to, ka Ki67 ekspresijas noteikSana prognozes noteik$anai nav pamatota.
Tacu janem véra fakts, ka visi paSreiz€jie rezultati attiecas tikai uz labvéliga
histologiska tipa nefroblastomam, kuras parstavétas pétitaja grupa.

Ka jau iepriek§ atziméts, p53 imunoreaktivitates nozime nefro-
blastomas gadijuma ir labi izp&tita Kopuma lielaka dala zinatnieku atzimé p53
ekspresijas saistibu ar nefroblastomas anaplazijas pakapi un sliktaku prognozi
[Govender et al., 1998]. Imunhistokimiski analiz&jot p53 ekspresiju dazadas
histologiskas ainas gadijuma atrasta butisku at$kiriba (p=0.001) starp
nefroblastomam ar labvéligu histologisko ainu vai kodolu atipiju un
anaplastisko audzgju gadijjumiem: respektivi p53 pozitivo Sinu skaits
attiecigajas grupas ir 8,3%, 4% un 76% [Hill et al., 2003]. Pasreiz prezentétaja
promocijas darba visi analizétie primarie nefroblastomas gadijumi piedergja pie
labvéligas histologiskas ainas veidojumu grupas. Tapéc butiba pétijjuma
atrastais vid€jais p53 pozitivo $tnu skaits blastematozaja komponenta 9,71%,
stromalaja komponenta 1,74% un epitelidlaja komponenta 6,35% nav pretruna
ar publikacijas atspoguloto. Saskana ar literatiiras datiem, Saja grupa p53
ekspresijai nav tik lielas nozimes ka anaplastisku audz&ju gadijuma. Ta
pieméram atseviski pétot tikai labveligas histologiskas ainas nefroblastomas
primari izdaritas nefrektomijas gadijuma netika konstateta statistiski biitiska
saistiba starp p53 ekspresiju un audzgja stadiju (p >0.3) vai pacienta prognozi
(p >0.3) [D'Angelo etal., 2003]. Taja pasa laika citi petnieki neatrod p53
ekspresijas saistibu ar audz€ja anaplazijas pakapi, bet ta bija biezaka
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blastematoza tipa nefroblastomas salidzinot ar stromala un epiteliala tipa
audzg€jiem. Tapat Saja darba tika konstateta saistiba starp audzgja stadiju un p53
pozitivo $tnu skaitu un retaka (p=0.038) nefroblastomas metastazu attisttbu
zemas reakcijas intensitates grupa salidzinot ar augstas reakcijas intensitates
grupu [Sredni et al., 2001]. Paslaik prezenteta petijuma rezultati varétu liecinat
par to, ka paaugstinatai p53 ekspresijai ir nozime ari labvéligas histologiskas
ainas gadfjuma. Petljuma atrasta statistiski bitiski paaugstinata reakcijas
intensitate blastematozaja komponenta metastazu/recidiva grupa salidzinot ar
primarajiem audzgjiem (p=0,03). Protams, $aja gadijuma diskutabls ir
jautajums vai rezultats ir attiecinams uz labveligas histologiskas ainas audzgju
grupu, jo ne visu metastazu gadijjuma bija pieejams primara audz&ja materials
anaplazijas pakapes noteikSanai. Salidzinot p53 ekspresiju tajos gadijumos, kad
ir pieejams gan primara audzgja, gan metastazes materials, redzams, ka ir
atrodami augstas ekspresijas gadfjumi metastazu audos. Tomér $aja gadijuma
vairak blitu jaruna par audz&ja histologiskas struktiiras izmaipam pieaugot
procesa agresivitatei. Var redz&t, ka viena no primaro audzgju gadijumiem
veidojums pieder pie epiteliala tipa un taja praktiski nav blastematoza
komponenta. Mingtajam pacientam blastematoza komponenta nav pirmas
metastazes audos, savukart otra metastaze sastav parsvara no blastémas $tnam.
V&l viena no analiz€tajiem gadijuma primaraja audzgja praktiski nav blastémas
stunu. Tas konstatétas tikai metastazes audos. Attieciba uz analizé€to primaro
audzg€ju grupu bija butiski paaugstinata p53 ekspresija epiteliala tipa veidojumu
epitelialaja komponenta (p=0,02) salidzinot ar analogisku reakciju cita tipa
veidojumu epitelialaja komponenta. Konstatéta ari biitiski paaugstinata p53
ekspresija epitelialaja komponenta audzgja progresijas gadijuma (p=0,039).).
Tas liek domat, ka labvéligas histologiskas ainas gadijuma butu japievers
uzmaniba pozitivai p53 ekspresijai konkréta histologiska tipa prevalgjosa
komponenta ari salidzino$i zemas iminhistokimiskas reakcijas Iimena
gadijuma. Vidgjais p53 ekspresijas limenis to primaro audz&ju epitelialaja
komponenta, kuru gadijuma atrasta audzgja progresija bija 22,69%, kas parasti
petijumos arf tiek trakteta ka zema reakcijas intensitate [Govender et a. 1998].
Savukart tajos gadijumos, ka progresija nav atrasta vidgjais p53 pozitivo §iinu
skaits bija 4,63%, ko var uzskatit par negativu reakciju.

Petot CKAEI1/AE3 pozitivo tubularo struktiru skaitu dazadas
analizéto nefroblastomu grupas atrod statistiski butiski samazinatu imin-
histokimiski pozitivo epitelialo struktiiru skaitu atkartota procesa gadijuma
salidzinot ar primarajam nefroblastomam (p=0,005). Tas arT ir saskana ar
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iepriek§ aprakstitajam audz&ja histologiskas struktiiras izmainam pieaugot
procesa agresivitatei, kad metastazes audos samazinas epiteliala komponenta,
bet pieaug blastematoza komponenta Ipatsvars salidzinot ar primara audzg€ja
materialu tam pasam pacientam. Atradne $aja gadijuma varétu liecinat par to,
ka epitelialais komponents ir mazak agresivs un ta kopuma nav pretruna ar
literatliras datiem par intensivas epitelialo struktiiru veidoSanas audzgja audos
saistibu ar labaku pacienta prognozi [Lawler etal., 1977].Taja pasa laika
petijuma iegttie dati nav pilnigi, lai apstiprinatu citu p&tnieku izteikto domu par
to, ka epiteliala tipa nefroblastomas ir mazak agresivas un butu atseviski
izdalamas no vidgjas malignitates pakapes audzgju grupas [Verschuur et al.,
2010], jo nav konstateta tubularo struktiiru skaita butiskas atSkiribas
izdzivojuso un miruso pacientu grupas, ka ari audzgjiem ar un bez kliniski
konstatétas audzgja progresijas. Tapat atradne ir pretruna ar paaugstinato p53
ekspresiju epitelialo veidojumu epitelialaja komponenta, kas varétu liecinat par
sliktaku prognozi. Tomér rezultats ir pietiekoSi nozimigs, lai turpinatu talakos
pétijumus, jo paslaik pirms operacijas perioda nearstéto audzgju gadijuma, gan
epiteliala, gan blastematoza tipa nefroblastomas atrodas vid&jas malignitates
pakapes audz€u grupa. Konstatétajai pozitivajai saistibai (p=0) starp
CKAE1/AE3 un e-kadherina pozitivo struktiiru skaitu nav zinatniskas nozimes,
jo gan viens gan otrs ir epitelialie markieri. Drizak minéta atradne varétu kalpot
par sava veida datu statistiskas analizes ieksgjo kontroli. Toties interesi izraisa
atrasta CKAE1/AE3 pozitivo struktliru paaugstinasanas regresiva tipa audzgju
gadijuma (p=0,015) salidzinot ar citiem tipiem ST atradne izsauc zinamas
Saubas, jo logiski CKAE1/AE3 pozitivo struktiiru skaitam visaugstakajam butu
bijis jabiit epiteliala tipa nefroblastomu gadijuma. Jaatzime, gan, ka regresiva
tipa nefroblastomas ar augstu CKAE1/AE3 pozitivo struktiiru skaitu atrastas
tie§i veicot materidla izgrieSanu pétfjuma laika. Saja gadfjuma vairak neka
treSdala materiala audz€ja audi nebija saglabati, bet atliku$aja novéroja
intensivu nobriedusu epitelialo tubularo struktiiru veidoSanos. Lidz ar to pastav
jautajums par talaku regresiva tipa audz€ju pétniecibu un nevar izslégt, ka biitu
sikak sadalama paslaik pastavosa vidgjas malignitates nefroblastomu grupa
atseviski izdalot regresiva tipa nefroblastomas. Runajot par konstatéto CD34
pozitivo mikroasinsvadu skaita saistibu ar epitelialo struktiiru skaitu (p=0,004),
jaatzime, ka arT Saja gadijuma visaugstakais vid€jais mikroasinsvadu skaits
redzes lauka atrasts regresiva tipa audzgjos. Minéta atradne varetu ietekmét
rezultatu un var€tu liecinat par nepiecieSamibu turpinat regresiva tipa audzgju
izp&ti un epitelialo struktiru skaita ietekmi uz rezultatu kopuma. Taja pasa
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laika atseviski p&tot CD34 ekspresiju audz€ju audos nav atrasta nekada
atSkiriba ne starp analiz€tajam primaro audzgju grupam, ne arl salidzinot
primaros un metastatiskos audzgjus. Mingtais rezultats neapstiprina literatiras
datus par iesp&jamo mikroasinsvadu skaita ietekmi uz prognozi [Abramson
et al., 2003], bet ir saskana ar to autoru p&tijumu rezultatiem, kuri neapstiprina
mikroasinsvadu skaita ietekmi uz prognozi vai saistibu ar histologiskajiem
tipiem [Ghanem et al., 2011].

P&étot e-kadherina eckspresiju atrasta statistiski biitiska atskiriba
salidzinot zemas un vidgjas malignitates pakapes audz€us ar augstas
malignitates audz&jiem (p=0,049), kas atbilst literatira aprakstitajai
samazinatajai iminhistokimiskai e-kadherina ekspresijai augstas stadijas
nefroblastomas gadijuma salidzinot ar zemas stadijas veidojumiem [Safford
etal., 2005]. Tapat konstateta publikacijas atspogulota [Alami etal., 2003]
zemaka reakcijas intensitate metastatisko audzgju audos salidzinot ar
primarajiem veidojumiem (p=0,046). Abas §Ts atradnes gan var&tu but saistitas
ar audzgja histologiska tipa ietekmi uz rezultatu, jo starp augstas malignitates
audz€jiem prevalé bastematoza tipa audz&ji pSc pirmsoperacijas perioda
izdaritas Kkimijterapijas. Tapat metastatisko veidojumu gadijuma novéro
blastematoza komponenta pieaugumu audz€ja audos attieciba uz citiem
komponentiem. Tom@r interesanti ir tas, ka pazeminata e-kadherina ekspresija
primaro audzgju audos atrasta ar1 tajos gadijumos, kad novérota veidojuma
progresija uz Kkimijterapijas fona (p=0,05). Tapat nav konstateta statistiski
bitiska saistiba starp kadu no histologiskajiem audzgja tipiem t. skaita
epitelialu un regresivu. Aprakstitie rezultati vairak liek domat, ka e-kadherina
imiinhistokimiskajai ekspresijai varétu biit no ari no histologiska tipa neatkariga
prognostiska nozime. Tomér biitiskas reakcijas intensitates izmainas netika
konstatétas izdzivojuso un miruso pacientu grupas, kas atbilst citu autoru
atspogulotajai atradnei, kura netika konstatéta saistiba starp e-kadherina
imtnhistokimisko ekspresiju, nefroblastomas stadiju un pacienta dzivildzi.
Citetaja darba, gan tika atrasta statistiski butiski paaugstinata reakcijas
intensitate (p=0,003) pirms operacijas veiktas Kkimijterapijas gadijuma
[Ramburan et al., 2006], kura netika konstateta prezent&taja petijuma.

WT1 proteina ekspresijas analiz€ netika konstatéta bitiskas
imiinhistoktmiskas reakcijas intensitates atSkiribas atkariba no audzgja stadijas,
histologiskas malignitates pakapes vai tipa. Bitiskas ekspresijas izmainas
netika konstat€tas arT izdzivojuSo un miruso pacientu grupas, ka ar1 gadijumos,
kad konstateta audzgja progresija. Minétd atradne neatbilda citu autoru
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atrastajai WT1 proteina ekspresijas saistibai ar augstaku audzgja stadiju,
progresgjosu nefroblastomas gaitu un audz€ja izraisitu navi, kura konstateta
pirmsoperacijas perioda arstéto nefroblastomu gadijuma [Ghanem et al., 2000]
Lai gan jasaka, ka §T pati autoru grupa, izmeklgjot pirms operacijas nearstétu
vidgjas malignitates pakapes audz€ju audus, neatrod saistibu starp WTI
proteina ekspresiju kada no histologiskajiem komponentiem un audzgja stadiju,
taja pasa laika konstatgjot blastematoza komponenta reaktivitates saistibu ar
progresgjosu nefroblastomas gaitu [Ghanem et al., 2011]. Jasaka, ka attieciba
uz histologiski noteiktajam audz&ja malignitates pakapém ari ¢ehu zinatniece
Katerzina Tarana nekonstaté saistibu starp tam un WTI1 proteina ekspresiju
epitelialaja un blastematozaja audzgja komponenta [Taran etal., 2008].
Prezent€taja petijuma atrasta statistiski buitiska atSkiriba ar p limeni 0,009 starp
WTI1 proteina ekspresiju gadijumos, kad audzgja atbilde uz Kimijterapiju
klmniski trakteta ka laba un nepietiekoSas regresijas gadijumiem. Jasaka, ka Sis
atradnes prognostiskd nozime ir loti diskutabla. Audzgju grupa ar kliniski
konstatéto slikto reakciju uz kimijterapiju bija loti heterogéna. No 5 pétitajiem
audz€jiem 2 bija augstas malignitates pakapes ar saglabatu prevalgjoso
blastematozo komponentu ari péc izdaritas kimijterapijas. Sajos gadijumos
slikta reakcija uz izdarito terapiju tieS$am biitu saistama ar palielinatu veidojuma
malignitates potencialu. 1 gadfjuma atrasta cistiska dalgji diferencéta
nefroblastoma, kuras malignitates potencials ir zems. Saja gadijuma fakts, ka
nenotiek audzgja izmé€ru samazinaSanas, drizak saistama ar to, ka labi
diferencétie audzgja elementi ir mazak jiitigi uz izdarito arst€Sanu. 1 gadijuma
konstatéta regresiva tipa nefroblastoma, bet histologiskais tips noteikts
preparatu parskata bez pilniga visa makroskopiska materiala parskata, bet 1
gadijuma jaukta tipa nefroblastoma. Lidz ar to jautdjums, vai samazinata WT1
proteina ekspresija $aja gadijuma ir saistama ar paaugstinatu vai pazeminatu
audz€ja malignitates potencialu, paliek atklats.

4.2.2. Audzéju nomiceja gena CDKN2A/p16™** genéetisko izmainu
izvertejums
Izvertejot CDKN2A lokusa DNS sekvengSanas rezultata 50% no
analiz€tajiem paraugiem iegiito 442. nukleotida G nomainu uz A (c.442G>A),
kura ir bitiski biezak sastopama analiz€taja grupa neka kontroles grupa
(p<107), pastav jautdjums par §is izmainas klinisko nozimigumu. Gengtisko
izmainu pétnieciba bitiskais ir fakts, ka pastdv daudzas cilvéka genoma
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,strukturdlas variacijas”. Sis izmainas var izpausties gan mikroskopiskaja, gan
submikroskopiskaja Itment ka del&cijas, duplikacijas un DNS segmentu kopiju
skaita variacijas vai ielikSana (anglu val. insertion), inversija un translokacija.
Strauji pieaug pieradijumu skaits tam, ka Sie strukturalie varianti genoma
herogenitates ietvaros var ietvert miljoniem nukleotidu katra genoma. Ta
atsevisku nukleotidu polimorfisms ir atrasts vairak neka 1% no cilvéku
populacijas un ir iesp&jams, ka populacija pastav aptuveni 10 miljoni $adu
nukleotidu polimorfisma [Feuk et al., 2006]. Attieciba uz CDKN2A lokusu dala
literatliras minéta izmaina 442G>A arl traktéta ka géna polimorfisms[Puig
etal.,, 2005]. Latvija 2007. gada veikta pé&tjjuma melanomas pacientiem
konstatéta minéta CDKN2A lokusa otra eksona polimorfisms 442G>A, un ta
biezums bija statistiski butiski paaugstinats melanomas pacientu grupa
salidzinot ar kontroles grupu [Pjanova etal., 2007]. Runajot par pétito
nefroblastomu grupu mingta izmaina varétu tikt trakteta nevis ka géna mutacija,
bet gan ka polimorfisms. Par to vairak liecina ar pl6™ * proteina
imunohistokimiskaja noteikSana iegiitais rezultats. Salidzinot DNS
sekvengsanas rezultatus ar pl6™<* proteina imiinhistokimisko ekspresivitati,
atrod, ka statistiski butisku atSkiribu starp min&tas imiinhistokimiskas reakcijas
intensitati histologiskajos komponentos pacientiem ar 2. eksona savvalas tipu
un pacientiem ar atrasto 442. nukleotida G nomainu ar A 2. g€na eksona,
nekonstaté (p=0,086; p=0,177). Tatad minéta izmainai nav ietekmes uz p16™<*
proteina sint€zi un jadoma, ta ir bez bitiskas nozimes. Tomer petijuma rezultati
pilniba neizsleédz CDKN2A lokusa genétisko ietekmi nefroblastomas izcelsmg,
jo analiz€jot mikrosatelitu p&tnieciba iegiito rezultatu atrod LOH cetru analiz&to
mikrosatelittu D9S736, D9S1604, D9S942 un D9S171 gadijuma, kas var
liecinat par citu $aja lokusa esoSo génu ietekmi. V&l viena gadijuma atrasts
heterozigotates zudums analiz&jot markieri D9S1604, kas atrodas introna pirms
CDKN2A/p16™*** ggna, viena gadijumd atrasts heterozigotates zudums
analiz&jot markieri D9S736, kas atrodas aiz CDKN2A géna p&dgja tresa eksona
noradot, ka potenciali ar nefroblastomas attistibu saistitas gengtiskas izmainas
Saja lokusa biuitu meklgjamas aiz CDKN2A g€na. Viena gadijuma hetero-
zigozitates zudums atrasts gan markierT D9S942, gan arT markier1 D9S171
vienlaicigi. Miné&tie markieri attiecTgi atrodas introna starp 1P un la eksoniem
un pirms CDKN2A géna 1B eksona noradot uz lielaka regiona deléciju. Tomer
netika konstatSta statistiski biitiska atSkiriba starp min€ta proteina ekspresiju
kada no histologiskajiem komponentiem abas grupas ar un bez heterozigotates
zuduma (attiecigi p=0,88; p=0,75, p=0,091), kas vairak liecina par to, ka
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minétds izmainas nav saistitas ar CDKN2A/p16™¢* génu Lidziga pétijuma

autori petot CDKN2A lokusa izmainas nefroblastomas audos konstatgjusi
heterozigotates zudumu 9 hromosoma CDKN2A/2B lokusa starp
mikrosatelitiem D9S932 un D9S265 35% (12 no34) no analiz€to audz&ju
gadijjumiem, heterozigozitates zudumu starp mikrosatelitiem D9S286 un
D9S775 24% (8 no 34) gadijumos un heterozigotitates zudumu analizgjot
mikrosatelttu markieri D9S1748 12% (4 no 34) gadijumu, kas lick domat par
$aja lokusa esoSo citu génu iesaistiSanos nefroblastomas izcelsmé. P&tijjuma
tapat netika atrasta nekada saistiba starp mikrosatelitu analizg iegiito rezultatu
un p16™* proteina ekspresiju vai kliniskajiem datiem [Natrajan et al., 2008].
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5. SECINAJUMI

1. Laika posma no 1997. gada janvarim Iidz 2012. gada jalijam Latvija
biezak diagnosticétais beérnu vecuma nieru audzgjs ir nefroblastoma, kas atbilst
pasaules datiem.

2. Latvija ir diagnostic€ti reti sastopamie b&rnu vecuma audzgji, ka
nieru gaiSo $inu sarkoma un nieres rabdoids audzgjs un procentuali tie
sastopami 2,04% un 4,08% gadijumu.

3. Analiz€taja grupa nav konstatéti nieru §tinu véZa gadijumi, kas var
liecinat par zemaku $1 audzgja sastopamibu Latvija b&rniem Iidz 18 gadu
vecumam, bet dati biitu jaapstiprina papildus statistiskos p&tjjumos.

4. Atkartotas imunhistokimiskas izmekléSanas gaita konstatétas
diagnostiskas neprecizitates 4,08% gadfjumu liecina par §Is metodes
nozimigumu bérnu nieru audz&ju diagnostika.

5. P53 imunhistokimiskas ekspresijas noteikSanai ir prognostiska
nozime ari labvéligas histologiskas ainas nefroblastomas gadijuma, jo pastav
statistiski buitiska saistiba starp minétas reakcijas intensitati audzgja epitelialaja
komponenta un audzg&ja progresiju.

6. E-kadherina imiinhistokimiskas ekspresijas noteikSanai ir
prognostiska nozime labvéligas histologiskas ainas nefroblastomas gadijuma, jo
ir konstatéta statistiski buitiski pazeminata e- kadherina ekspresija metastatiskos
audzg€jos salidzinot ar primarajiem, biitiski pazeminata reakcijas intensitate
augstas malignitates audz€ju gadijuma salidzinot ar zemas un vidgjas
malignitates veidojumiem un pazeminata e-kadherina ekspresija audzgja
progresijas gadijuma.

7. CD44s glikoproteida izoformas ekspresija blastematozaja
komponenta var tikt izmantota turpmakai labvéligas histologiskas ainas
nefroblastomas malignitates potenciala pétisanai, jo pastav statistiski biitiska
pozitiva saistiba starp CD44s un p53 ekspresiju nefroblastomu blastematozaja
komponenta.

8. Nevar izslégt vidéjas malignitates pakapes labvéligas histologiskas
ainas nefroblastomas dazadu histologisko tipu, seviski epiteliala, stromala un
regresiva, dazadu malignitates potencialu par kuru netiesi liecina statistiski
biitiski pazeminata CD44s ekspresija epiteliala tipa nefroblastomu epitelialaja
komponenta, paaugstinata p53 ekspresija epiteliala tipa veidojumu epitelialaja
komponenta, samazinata CKAEI1/AE3 pozitivo epitelialo struktaru skaits
atkartota procesa gadijuma salidzinot ar primarajam nefroblastomam,
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CKAE1/AE3 pozitivo struktiru skaita palielinaSanas regresiva tipa audzgju
gadijuma.

9. Nefroblastomu grupa statistiski butiski biezak neka kontroles
personam atrasta izmaina c¢.442G>A CDKN2A/ p16™** g&na, bet nevar izslégt
géna polimorfismu, par ko liecina neizmainita pl6™<** imunhistokimiska
ekspresija.

10. Atrasts heterozigotitates trukums cetros no analizEtajiem
mikrosatelitu markieriem (pa vienam D9S736, D9S1604, D9S942 un D9S171
gadijuma), kas nozimé, ka CDKN2A lokuss var biit iesaistits nefroblastomas
§enézg, bet ar audzgja attistibu saistamais géns vél ir jaidentifice.
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6. PRAKTISKIE IETEIKUMI

Analiz€jot uz péetljuma rezultatos atspogulotas problémas bernu

vecuma audz&ju diferencialaja diagnostika, praktiz€joSiem b&rnu patologiem
var rekomend@t

1)

2)

3)

4)

5)

paplasinat lietoto imiinhistokimiskas izmekléSanas paneli ar obligatu
WT1 proteina, neiroendokrino epitelialo markieru, ka art LCA, Ki67
un CD99 antigénu noteikSanu, diferencgjot blastematoza tipa
nefroblastomas no citiem b&mu vecuma ,siko, apalo, zilo $Gnu
audzgjiem”,

nemot vera petjuma konstateto WT1 proteina imiinhistokimisko
pozitivitati tikai 61,54% no gadijumiem, interpretét negativu rezultatu
tikai kompleksi, analiz€jot iegiito imtnhistokimiskas izmekl€Sanas
atradni un izmantojot pietiekosi plasu izmekleé$anas shemu,

paplasinat mezenhimalo markieru t. skaita muskularo iminhisto-
ktmiskas lietoSanu cellularas mezoblastiskas nefromas diagnostika,

iesaistities starpinstuticionalo b&rnu vecuma nieres audz&ju izpéetes
grupu darba, lai sanemtu konsultacijas reto audzgju diagnostika un
pievienotu materialu zinatniskas izp&tes vajadzibam,

veidot sadarbibu starp vairaku valstu laboratorijam INI1 proteina
imiinhistoktmiskai noteikSanai rabdoida nieres audz€ja diagnostika un
citogengtiskai translokacijas (12;15) (p13;q25) noteikSanai cellularas
mezoblastiskas nefromas diagnostika.
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PATEICIBAS

Sirsnigi pateicos savai gimenei seviski manam viram Robertam, bez
kura atbalsta, sapratnes un tehniskas palidzibas nebutu iesp&jama S$1 darba
tapSana.

Tapat liels paldies par atbalstu un pastavigu palidzibu §1 promocijas
darba vaditajai RSU profesorei Reginai Kleinai un RSU Patologijas katedras
vaditajai asocictajai profesorei llzei Strumfai, ka ari visiem maniem kolggiem
patologiem un histologijas laborantiem Bérnu kliniskas universitates slimnicas
Beérnu patologijas biroja.

Paldies par nesavtigu palidzibu genctisko izmek&jumu tap$ana sakams
biologijas zinatnu doktorei Dacei Pjanovai Latvija Universitates Biomedicinas
studiju un petjjumu centra.

Un protams, japateicas Rigas Stradina universitatei un Eiropas
Socialajam fondam (projekts ,,Atbalsts doktorantiem studiju programmas
apguvei un zinatniska grada ieguvei Rigas Stradina universitate”; vienoSanas
Nr.2009/0147/1DP/1.1.2.1.2/09/IPIA/VIAA/009) par davato iespgju veltit

kadu laiku zinatniskajam darbam, nedomajot par materialajam gritibam.
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