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. Bevezetés

I/1. Hugyholyagrakokrol altalaban

A daganatos betegségek gyakorisaga hazankban egyre névekszik '. Sajnalatos
modon, a testfelszinen lathaté daganatokon és a jol sziitheté méhnyak és emlérakon kiviil, a
daganatok korai felismerése ma is probléma. Nincs olyan diagnosztikus teszt, mellyel a
tumoros elvaltozas koran, gyorsan, kevés koltséggel ¢és a beteg szamara kis terheléssel
kimutathat6 lenne, €és ez a hugyuti tumorok esetében is igaz 2

A hugyholyagtumorok diagnosztizaldsa, prognosztikaja valamint a tovabbi terapia
meghatarozdsa hagyomanyosan a transzurethralis reszekcio (TUR) sordn vett minta
meghatarozza a daganat mélységi terjedése: az izominvaziv daganatok (az 0sszes eset kb.
30%-a) sokkal rosszabb prognézissal rendelkeznek, s ezaltal radikalisabb terapiat
igényelnek, szemben a feliiletes, nem izominvaziv higyhdlyagrakokkal (az 6sszes eset kb.
70%). Azonban annak ellenére, hogy az esetek nagy részében, mint feliiletes daganat
jelentkezik, e feliilletes tumorok 50-70%-a a kezelés ellenére recidivalni, 10-20%-a
progredidlni fog. Kihivast jelent az is, hogy az azonos szdvettani megjelenést mutatod, akar
alacsony, akar magas rizikoju hugyholyagtumorok koziil is lesz ami ki fog Gjulni, s lesz
ami progredialni fog. Jelenleg nem rendelkeziink olyan 6nallo markerrel, ami 6nmagéaban
elére jelezné a tumor varhaté bioldgiai viselkedését. Kiilonb6zd kutatdsok szamtalan
molekularis valtozast irtak le a holyag illetve a felsd hugyutak urothelsejtes
carcinomdjaban, a normal ham tumoros atalakuldsanak pontos molekularis Gtja még nincs
kelloképpen feltérképezve 34

A hugyholyagdaganatokon beliil 1ényeges az uj WHO klasszifikacié (2004) alapjan
a papillomak, az alacsony malignus potenciallal rendelkezd papillaris neoplasidk
(PUNLMP-k), a low grade (LG) és a high grade (HG) tumorok elkiilonitése °. Az egyes
csoportok eltérd kitjulds mentes tuléléssel valamint progresszids rataval rendelkeznek, s

ezért személyre szabottan agresszivabb kezelésre, szorosabb utankdvetésre van sziikség
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ezen tumorok esetében. Azonban, az Uj szOvettani leirasok sok esetben nem adnak
egyértelmil segitséget az egyes entitasok elkiilonitéséhez: a tumorok 30%-a indokolatlanul
keriil a HG csoportba, tovabba a vizsgalok kozotti és az egyes vizsgald leletein beliili
eltérés is jelentds °. Ezen adatok szintén alatdmasztjak a tovabbi markerek iranti sziikséget,
amelyek segithetnek a hugyhdlyagrakok pontosabb szdvettani/prognosztikai besorolasaban,
hozzajarulva a megfeleld terapia kivalasztdsdhoz, novelve az életmindséget, s csokkentve a

terapias koltségeket.

I/1.1. Epidemiologia

A vilagon a holyagrak incidenciaja tobb mint 300,000 és ebbdl a betegcsoportbol
tobb mint 100.000 hal meg évente '. Az Egyesiilt Allamokban tdbb mint 70.000
holyagrakot diagnosztizaltak, valamint kozel 15.000-ren haltak meg hugyholyagrakban. A
holyagban el6forduld urothelsejtes tumor a negyedik leggyakrabban el6forduld daganat
Eurdpéban, évente kozel 120.000 1) megbetegedéssel 8,

Hazéankban évente mintegy 2000 0j hugyhdlyagrakos esetet diagnosztizalnak. A
Magyar Rakregiszter adatai alapjan évente koriilbeliil 8-900 halal torténik hugyhdlyagrak
miatt. 2001 ¢és 2006 kozott a hugyhdlyagrakok incidencidgja mind férfiak
(30,1—36,3/100.000 f6), mind a nék (13,2—16,1/100.000 f6) kozott ndvekvd tendenciat
mutatott *.

A hugyholyagrak jellemzéen az iddsebb korosztily betegsége, férfiak kozott
haromszor gyakrabban fordul eld. Eléfordulhat a fiatalabb korosztaly korében is, de ekkor
altalaban ritkdbb (nem atmeneti sejtes) szovettani tipust primer, illetve szekunder
tumorokkal taldlkozhatunk *,

A hugyholyagrakok kezelése az egyik legkoltségesebb a daganatos betegségek
kozott, mivel jellemzé a gyakori kitjulds, s ezaltal az altatasban végzett miitétek és a

korhazban toltott napok szdma is magas .
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1/1.2. Hajlamosito6 tényezok

A legfontosabb ismert hajlamositd tényezé a dohanyzas, mely 6tszordsére emeli a
holyagrak kialakulasanak valosziniiségét. A holyagrak okozta halal relativ kockazata
dohényz6 férfiak korében 3,3, kordbban dohanyzott férfiak korében 2,2, mig aktivan
dohanyzé nok korében 2,2, korabban dohanyzott ndk esetében 1,9 ° Hosszabb idére (6-10
¢v) van sziikség a folyamat kialakuldsdhoz. Négy év dohdnyzds utin a dohanyzas
felfliggesztése akar 40%-kal is csokkentheti a holyagrak kialakuldsanak kockéazatat, mely
adat hangsulyozza a dohdnyzasrdl valo leszokas fontos szerepét a holyagrak kialakulasanak
megel8zésében .

Szintén emelkedett a holyagrak kialakulasanak lehetdsége azoknal, akik rendszeres
phenacetin és ismételten adott cyclophosphamid terdpiaban részesiiltek, valamint akik
rendszeresen tobbgyliris aromas vegyiiletekkel érintkeznek (pl.: vegyi-, festék-, gumi- és

fémiparban, fodraszatokban dolgozdok esetén) 1, 12

. Feltételezik, azonban még nem
bizonyitottdk, a talzott kavé, a tomény alkohol, illetve a mesterséges édesitdszerek
fogyasztasanak esetleges szerepét a hugyholyag carcinogenesisében ** . Kismedencei
besugarzast (pl. prosztatardk esetén) kovetéen 5-10 év mulva szintén kialakulhat
rosszindulatii tumor a holyagban B Hugyuti gyulladas, katéter vagy holyagkd altal okozott
kronikus irritdcid, valamint a Schistosoma haematobium fertézés talajan laphamrak
alakulhat ki a holyagban to.17,

A fokozott folyadékbevitel csokkentheti a hugyholyagrak kialakuldasanak
kockézatat, mivel a fokozott kivalasztas soran csokken a rakkeltd anyagok koncentracioja,

valamint rovidebb ideig érintkeznek a hugyutak hamboritasaval 12,18

1/1.3. Tiinettan

A hugyholyagdaganat gyanujat az esetek 85%-ban felvetd tiinet a néma (egyeb
panasz altal nem kisért) vérvizelés % Minden vérvizelés uroldgiai rosszindulata daganat

tiineteként kezelendd, mig a részletes vizsgalatok soran a malignitas nem zarhat6 ki, mivel
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a panaszok sok esetben spontdn sziinnek, megtévesztve mind az orvost, mind a beteget.
Tovabbi, a diagndzist késleltetd tényezd lehet, hogy szdmos mas ok is allhat a vérvizelés
hatterében (pl.: hugyuti gyulladas, kdbetegség, alvadas gatlok tuladagolasa, vesebetegség) .
Ritkabban jelentkezhet kinzd vizelési inger, nehézvizelés, vizelési képtelenség a
vérvizeléshez tarsultan vagy akar onallo tiinetként is. Ilyen esetekben fokozottan kell
gondolni a tumorhoz tarsuld vagy nélléan is eléfordulé in situ carcinoma lehetéségére 2.
A hugyhodlyagrakok egy részét sajnos csak eldrehaladott stadiumban fedezik fel.
Ilyenkor altaldnos daganatos jelek, mint pl. fogyas, anémia, csontfijdalom, deréktdji

fajdalom miatt kezddnek a vizsgalatok 2" %,

1/1.4. Diagnozis

A részletes anamnézis-felvételt és fizikalis vizsgalatot kdvetd vizeletvizsgalat utan
a telt holyag mellett végzett kismedencei és hasi ultrahangvizsgalat (UH) az elsd
valasztando 1épés a hugyholyagrak diagnosztikajaban. Ezen vizsgalattal a nem invaziv, 1
cm-nél nagyobb daganatok mar nagy valoszinliséggel kimutathatoak. Az UH egyben a
differencidldiagnosztikaban is hasznalhato, ugyanis segitségével elkiilonithetdk a vérvizelés
egy¢b okai (pl.: vesekd, hugyholyagkd, prosztatabetegség, vesedaganat). Nativ hasi
felvétellel kombindlva az intravénas urografidhoz (IVU) hasonld pontossag érheté el UH
segitségével. Az IVU szerepe a mai diagnosztikus stratégiaban a CT elterjedése ota
jelentdsen visszaszorult, mivel az IVU nagyobb sugarterheléssel jar, s kevesebb az
informaciotartalma a CT-énél %,

Fontos tovabbi része a hugyhdlyag diagnosztikajanak a vizeletcitologia, amely nagy
szenzitivitassal mutatja ki a HG, CIS tumorokat, azonban alacsony a szenzitivitdsa a LG
tumorok esetében, valamint a negativ eredmény nem zarja ki a tumor lehetdségét (1. abra).
Szamos molekularis markert vizsgéltak a citoldgia mintdkon, melyeknek jo része magasabb

érzékenységgel bir a citoldgianal, azonban specificitasuk alacsonyabb 2
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1. abra Recurrens T1G3 tumor citoldgiai képe (H&E, 600x-o0s nagyitas)

A hugyhodlyagrak diagnosztikajanak madig legfontosabb eszkdze a cisztoszkopia,
mely hajlékony vagy merev eszkdzzel torténik. Az ajanlasok ezt a modszert tartjdk a
legmegfelelobbnek a holyagrak diagnozisanak felallitdsara, illetve az utdnkovetésre a
terapiat kovetéen 2°. Ha korabbi vizsgalatok lathato terimét igazoltak a holyagban, akkor a
diagnosztikus cisztoszkopiatdl el lehet tekinteni .

A cisztoszkopias mintavétel feliiletes holyagrak esetén a megfeleld diagnozist és
egyben terapiat is jelentheti %°. A transzurethralis reszekcié (TUR) célja Ta-T1-es tumorok
esetében a korrekt diagnodzis és az 0sszes lathatd tumor eltdvolitasa. Az 1 cm-nél kisebb
tumorokat egyben el lehet tdvolitani, azonban a mintdnak hdlyagfali izmot is kell
tartalmaznia. Ha a szOvettani minta nem tartalmaz izomszdvetet; ha a reszekcidé nem tiint
teljesnek; ha nagy, vagy tobbszords tumorrdl van szo; illetve ha az elsé reszekcid soran HG
vagy T1l-es tumort diagnosztizaltak, akkor sziikség van egy mésodik iilésben végzett ut6-
reszekciora. Az utoreszekcid a diagnozis pontositidsan tal javitja a recidiva és a progresszid
mentes talélést

A TUR soran a véletlenszerii mintavétel a normal kinézetli hambdl nem ajanlott,

azonban ha tumorgyandus teriiletet latunk, valamint ha a citologia pozitiv volt, akkor hideg

10
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biopsziak vétele ajanlott a holyagbol, illetve a prosztatikus hugycsészakaszrol is. CIS
gyani esetén fluoreszcens cisztoszkopia elvégzése javasolt, mely szenzitivitasa és
specificitdsa magasabb a hagyomanyos fehér fénnyel végzett cisztoszkopidhoz viszonyitva
23

Egyeldre nem rendelkeziink olyan markerrel, ami kivalthatnd a paciens szdmara
kellemtelen, sokszor fajdalmas cisztoszkdpiat, azonban szamos kutatocsoport célul tlizte ki
ilyen markerek kutatasat.

Izominvaziv daganatok esetében, ha a stadium meghatirozas nem egyértelm,
képalkoto eljarasokat (mellkasi, hasi, kismedencei multidetektoros CT /MDCT/, beleértve a
multidetektoros CT urografiat /MDCTU/ a fels6é hugyutak komplex vizsgalatara), valamint

. r r 1 / r . r ’ rer r o 27
sziikség esetén stadium-meghataroz6 nyirokcsomo eltavolitast végziink “*.

1/1.4.1. UroVysion

A vizeletcitologia specificitdsa ¢és érzékenysége fokozhato FISH
(fluoreszcens in situ hibridizacio) vizsgalat segitségével. A specifikus fluoreszcensen jelolt
probak a hiigyholyagrakokra jellemzd genetikai eltéréseket mutatjak ki 28(2. abra).

A tumor képzddés korai stddiumaban is megfigyelhetd, egyik leggyakoribb
elvaltozas a 9-es kromoszoma részleges vagy teljes elvesztése, amely a 9p2les pozicidban
talalhatd pl6 (CDKN2A) tumorszupresszor gén inaktivalodasat vonja maga utdn. A
daganatprogresszio elérehaladdsaval a kromoszomalis instabilitds és aneuploidia fokozodik

a tumorsejtekben, mely leginkabb az 1, 3, 7, 9, 11, 17-as kromoszomékat érinti 2 (2. abra).

11
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2. abra UroVysion FISH

Késdi rak, sarga nyil: 9p21, 3, 7, 17-es poliszémia; fehér nyil: 9p21 delécio; CEP3:
SpectrumRed (piros); CEP7: SpectrumGreen (z61d), CEP17: SpectrumAqua (vilagoskék);
LSI 9p21: SpectrumGold (aranysarga); DAPI magfestés; eredeti nagyitas: 1000x.

Jelenleg, tobbek kozott, a Semmelweis Egyetem Il.sz. Patoldgiai Intézetében is
hasznalt UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit van forgalomban, amelyet az amerikai
FDA (Food and Drug Administration) is diagnosztikus eszkdzként ismer el. Ebben a 3-as,
7-es és 17-es kromoszomak peri-centromérikus régioit, tovabba a 9p21-es 1okuszt detektald
probak keveréke talalhaté meg *°. A modszer specificitisa és érzékenysége megfelel a
diagnosztikdban elvartaknak, azonban magas koltsége, specifikus szakmai hattérigénye

korlatozza a klinikumban val6 hasznalatanak szélesebb korti elterjedését.
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I/1.5. Terapia

1/1.5.1. Feliiletes holyagrak (Ta-T1)

Bér a TUR eltavolitja a teljes Ta-T1 stddiumu tumort, az gyakran kitijul, valamint
kis szamban izominvazivva progredial. Ezért a jelenlegi ajanlas szerint kotelez6 minden
beteget adjuvans lokalis kemoterapiaban részesiteni, kivéve ha intra- vagy extraperitonealis
perforacidt gyanitunk, vagy egyéb kontraindikacié all fenn.

Alacsony rizik6ju betegeknél a miitétet kovetd egyszeri hdlyagban torténd
instillacié a standard terapia. Az instillacid idézitését minden tanulmény 24 6ran beliil
javasolja, azonban célszerli 6 6ran beliil elvégezni a kezelést. Mind a Mitomycin C, az
Epirubicin, és a Doxyrubicin is jotékony hatdst mutat . A kozepes és magas rizik6jl
csoportokban tovabbi adjuvans intravesicalis terapia sziikségességét a prognosztikai
faktorok szabjak meg 3

Magas grade-ii illetve magas rizikoju tumorokban a miitét utani egyszeri
kemoinstillaciot kovetd, legalabb egy évig tartd bacillus Calmette-Guérin (BCG) terapia
ajanlott. A BCG kezelés a kemoterapiaval ellentétben, a kiujuldson til a progressziod

valosziniiségét is csokkenti %,

1/1.5.2. Izominvaziv holyagrak (T2-T4)

[zominvaziv hugyholyagrak esetén a valasztand6 kezelés a betegek tobbségében a
radikalis cisztektomia, komplett kismedencei nyirokcsomo-eltavolitassal kiegészitve. A
ciszplatin alapi kemoterapia kombinalva radikalis cisztektomiaval és komplett kismedencei
nyirokcsomoé-disszekcioval hosszabb tilélést biztosit, mint Gnmagaban a cisztektomia 3 %2,
A cisztektomia elsddleges indikacidja az izominvaziv holyagrak: T2-T4a, NO-Nx, MO
stadiuma. Egyéb indikacio a magas rizikoja feliiletes tumorok: T1 G3 és BCG rezisztens
Tis valamint a kiterjedt papillaris formak, melyeket konzervativ modszerekkel uralni nem
lehet. Ezen magas rizikdji esetek kivalasztasaban segithet a sejtciklus-szabalyozo p53

e alac 33,34,35
expresszio vizsgalata .
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I/1.6. Lefolyas

1/1.6.1. Tulélés/kiujulas

crer

diagnosztizalasanak idépontjan, valamint a tumor patologiai jellemzdin tul a sebész
képességei és tapasztalata is *2.

A feliiletes és az invaziv tumorok rendkiviil eltéré 5 éves taléléssel
rendelkeznek (95% viszonyitva az 50%-hoz) 3 mely egyben eltérd biologiai
viselkedésiiket is tiikr6zi. Az Gjonnan diagnosztizalt urothelsejtes holyagcarcinomak az
esetek 70-80%-aban felszinesek és teljes egészében reszekalhatdak, azonban kozel feliik a
kezelés ellenére mégis recidivalni /dontéen a kezelést kovetd 3 éven beliil ¥/, mig 10-20%-
uk progredialni fog a tumor stadiumat vagy differencialtsagat illetéen. TUR utan, a beteg
Klinikopatologiai jellemz6itdl fiiggden, melyeket a kovetkez6 bekezdésben részleteziink, az
egy éven beliili kigjulas esélye 15%-tol 70%-ig, mig az 5 éven beliili progresszid esélye
7%-t01 40%-ig terjed feliiletes holyagrakok esetén %%,

A EAU Guideline szerint a nem izominvaziv higyholyagrakos betegek esélyét a
tumor-progressziora illetve a kitjulasra az tgynevezett EORTC (European Organisation for
Research and Treatment of Cancers) pontozd rendszer szerint hatdrozhatjuk meg. A
multiplex, a nagy (>3cm) és a gyakran recidivald (tobb mint évi egyszer) tumora
betegeknek van a legnagyobb esélye a recidivara, mig a tumor-progressziora a T1, a G3 és
a tarsuld carcinoma in situ-val rendelkezd pacienseknek van a legmagasabb rizikdja 2
Internetes progresszio és recidiva kalkulator elérhetd a
http://www.eortc.be/tools/bladdercalculator/ - internetes cimen.

Izominvaziv tumorok esetén, cisztektomiat kovetden 50% az esélye a tavoli attétek
megjelenésének, melyek tobbsége két éven beliil fejlédik ki. A staddium és a nyirokcsomo

statusz meghatarozd prognosztikai faktorok a progresszid tekintetében. Tavoli attétek

leggyakrabban a tiidében, méjban és csontokban jelennek meg 40,
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1/1.6.2. Utankdvetés

Az utankovetés két fontosabb eszkdze a cisztoszkopia valamint a vizelet citologia.
Az els6é holyagtiikrozésnek, melyet a TUR utan 3 honappal kell elvégezni, nagyon fontos
szerepe van: ha mar ekkor recidivat talalnak a holyagban, az rossz prognoézist jelent. Az
elsd 3 honap utani cisztoszkopidk gyakorisdga a daganat klinikopatologiai tulajdonsagai
alapjan meghatérozott rizikofaktor csoportoknak megfeleléen van meghatarozva. A magas
rizik6ju csoportban, akiknél az elsé kezelés utani egy éven beliili recidiva esélye 73% és a
tovabbi progresszi6é esélye 25%, tanacsos a rendszeres, el6szor 3 honaponkénti, majd
ritkabb utankdvetés cisztoszkopidval **. Differenciltabb tumora (alacsonyabb grade-ii)
betegeknél, akiknél kisebb a kitijulas valdsziniisége, a cisztoszkdpia helyét egyéb non-
invaziv modszer, példaul az UroVysion teszt, vehetné at 2,

A holyagtiikrozés fajdalmas, kellemetlen, koltséges beavatkozas. Sajnalatos mdédon
jelenleg nem rendelkeziink olyan vizsgald eljarassal, ami kivalthatna ezt a vizsgalatot. A
vizelet citoldgia hasznalhatd eljaras sziirésre €s utankovetésre is, azonban eredményét
nagyban befolyasolja a vizsgald tapasztalata, a mintavétel, a mintafeldolgozas, valamint a
tumor differencialtsaga is 3

Izominvaziv daganatok utankdvetése soran rendszeres UH, vizeletcitologia, CT/MR
valamint labor vizsgalatok végzenddek meghatarozott protokoll szerint. A vizsgalatok a
daganat staddiumatol és klinikopatologiai jellemzOitdl fliggben (leggyakrabban 3
honaponként) végzenddek el B

A pontos ajanlasok a www.uroweb.org oldalon megtalalhatoak.
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1/2. Hugyhdlyagrakok patolégidja

1/2.1. Szovettani tipusok

A holyagban leggyakrabban el6forduld szovettani tipus az urothelsejtes carcinoma
(UCC= urothelial cell carcinoma), mely a hugyhdlyagrakok 90%-at teszi ki. Ezen feliil
el6fordulnak egyéb szovettani tipusok is, mint pl. laphamrak (5%), adenocarcinoma (2%)
valamint ritkabb szOvettani tipusok (kissejtes, mikropapillaris, fészkes szerkezeti,
sarcomatoid, plazmocitoid carcinoma), amelyek felismerése ¢és elkiilonitése 1ényeges, mivel
sokszor agresszivabb biologiai viselkedéssel rendelkeznek ** ** *. Az 4tmeneti sejtes
carcinomak kozel 10%-aban figyelhetd meg fokalisan mirigyszeri strukturak, valamint a
tumorok akar 60%-ban fokalis laphdm iranya differenciacid, azonban ennek klinikai
jelentdsége egyeldre nem tisztazott 46,47 A kevert szovettani tipust hagyholyagrakoknak,
melyek a holyagrakok 11%-at teszik ki (ezen beliil: laphdm 40%, mirigyszeri 18%,
sarcomatoid 11%, mikropapillaris 10%, kissejtes 9%, plazmocitoid 1%) nem egyértelmii a
megitélése az irodalomban, azonban varhatd invazivabb viselkedésiik miatt agresszivabb

kezelést igényelnek *°.

1/2.2. A hugyholyagrakok stadium szerinti osztalyozasa — TNM

A daganatok tobbségénél alkalmazott TNM-beosztast (T — primer tumor mérete, N
— nyirokcsomostatusz, M — attét) hasznaljak huigyholyagrakok esetében is vilagszerte. A
2011-es EAU Guideline a hugyholyagrakok stddiumédnak meghatdrozasahoz az 1.
tablazatban feltiintetett 2009-es TNM beosztast ajanlja (TNM7) 2>,
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1. tablazat: A hugyholyagrakok 2009-es TNM beosztasa (TNM7.)
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1/2.3. A hiagyholyagrakok differencialtsag szerinti osztalyozasa

Jelenleg kétféle osztalyozasi rendszer (1973 és 2004, WHO) van hasznalatban. Az 1j,
2004-es WHO osztalyozas a nem invaziv (Ta) neoplasidkon beliil a papillomakat, invertalt
papillomakat, alacsony malignus potenciallal rendelkezé papillaris neoplasidkat
(PUNLMP), low-grade (LG), valamint a high grade (HG) papillaris carcinomakat, mig az
invaziv neoplasiakon beliil a lamina propria invaziét (T1) és a muscularis propria (detrusor
izom) invéziot (T2-) kiiloniti el >,

Az Gjabb, 2004-es WHO osztalyozds szemben a kordbbi, 1973-as, 3-as osztdssal a
hugyholyagrakokat két f6 csoportra bontja: egy rosszul differencialt (High grade, HG) és
egy jol differencialt (Low grade, LG) alcsoportra (2. tablazat). Szamos vizsgalat
alatdmasztotta, hogy a korabbi Grade-2es csoport klinikailag nem jellemezhetd egységes
bioldgiai viselkedéssel, ezért a korabbi 3-as csoportositds modositasara volt sziikség ® Ezt
hivatott a 2004-es WHO osztalyozas eldsegiteni. A 2011-es EAU Guideline ajanlasa
alapjan, amig az 1jabb, 2004-es osztdlyozds klinikai hasznalhatosagat megfeleld

vizsgalatokkal megerdsitik, addig mindkét rendszerben osztalyozanddak a daganatok 3

2. tablazat: 1973-as és 2004-es WHO osztalyozas

1973 WHO osztalyozas
Urothelialis papilloma
Grade 1 jol differencialt
Grade 2 kozepesen differencialt
Grade 3 rosszul differencialt
2004 WHO osztalyozas

Urothelialis papilloma

Alacsony malignus potenciala papillaris urothelialis neoplasia (PUNLMP)
Low-grade papillaris urothelialis carcinoma

High-grade papillaris urothelialis carcinoma
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A jol meghatarozott kritériumok ellenére jelentds a vizsgalok kozotti, és az egyes
vizsgélok leletein beliili eltérés a hugyholyagrakok differencialtsagi osztalyozéaséban,

valamint a lamina propria invazié megitélésében is 8,

1/2.4. Hugyhdlyagrak biologiaja és prognosztikai markerei

A hugyholyagrakokra jellemz6 a jelentds genetikai heterogenitds mellett két f6
fenotipus: a low-grade papillaris €és a high-grade invaziv tipus, melyek eltérd
mechanizmusokon keresztiil alakulnak ki, és drasztikusan eltéré biologiai viselkedéssel
rendelkeznek. A low grade nem invaziv tumorokban a HRAS és a FGFR-3 gén mutacioi,
mig a high grade izominvaziv daganatokban a p53 és pRB tumorszupresszor gének hibai
gyakoriak *°.

Osszességében elmondhatd, hogy szamos markert vizsgaltak az elmult években. Az
irodalomban altalaban egymasnak ellentmondd, az aldbbiakban részletezett publikéaciok
jelentek meg az egyes markereket illetden. Ez magyarazhatdé az egyes kutatasok eltérd
betegosszetételével, a terapia kiilonbozéségével, eltérd statisztikai moddszerek
hasznalataval.

A jelentds vizsgalok kozotti és vizsgalokon beliili kiilonbségek is kiemelik a
klasszifikaciok tovabbi pontositdsanak jelentdségét, valamint a tovabbi kutatasok
fontossagat. Egyeldre nincs olyan marker, ami dnmagéaban feliilmulnd a hagyomanyos
patolégiai prognosztikai tényezok hasznalhatdésagat (stadium, differencialtsag), azonban
tobb marker hasznalata tovabb pontosithatja a prognosztikat. Az egyes markerek
kombinalva izominvaziv daganatokban magasabb prediktiv értékkel rendelkeznek mind a
kitjulas, mind a rak-specifikus talélés tekintetében, mint 6nalloan *°. Példaul a p53 és a
pRb kombinalva sokkal rosszabb prognoézissal tarsul, ha mindkét marker mutans, mint ha

csak az egyik, vagy egyik sem sériilt °* >,
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1/2.4.1. Sejtciklus-szabalyozok

p53: A p53 mutédcid prediktiv szerepének megitélése ellentmonddsos az irodalomban.
Szamos vizsgalat talalt Gsszefiiggést a kiujulas mentes talélés, illetve a teljes talélés és a
p53 immunhisztokémia (IHK) kozott * >3, Dalbagni és mtsai ezt nem tudtak igazolni >*. A
pS3 statusznak a terapids kezelés hatékonysaganak megjoslasdban lehet szerepe
metothrexat (MTX), vinblastin, adriablastin és cisplatin esetében, ugyanis a p53 mutaciot
hordozo pacienseknél magasabb haldlozasi rata figyelhetd meg 3,

pRb: A retinoblastoma gén kozponti szerepet tolt be a hugyhdlyagrak korai

%2368 valamint a sejtciklus és a programozott sejthalal szabalyozéasaban

carcinogenesisében
> A csokkent pRB expresszio elérehaladottabb stadiummal, alacsonyabb differencialtsagi
fokkal °" és rosszabb klinikai kimenetellel tarsul mind feliiletes **, mind izominvaziv
daganatok esetében °2_ Azonban, a pRb-t elutasitottak, mint a feliiletes hagyholyagrakok
kitjulasi és progresszio markerét ** *°. A pRb expresszi6 pT1G3-as BCG-vel kezelt
esetekben megbizhatdan elérejelzi a progressziot €s a kiujulast %0,

p21WAF1/Cipl: A p21 expresszio hianya onallé prognosztikai er6vel bir a kitjulas és a
csokkent tulélés szempontjabol hugyholyagrakokban 6162 Azonban egy 207 esetet vizsgalo
tanulmany megallapitotta, hogy a p21 IHK nem nyujtott semmilyen plusz informaciot az
egyéb prognosztikai faktorokhoz viszonyitva %3,

P27/Kipl: A low-grade, feliiletes, papillaris, lassan proliferaldo rakokban magas, mig a
rosszul differencialt, izominvaziv, magas proliferacidés rataval rendelkezé tumorokban
alacsony p27 expressziot irtak le. Ezen tanulmanyokban nem tudtdk igazolni a p27 ciklin-
dependens kinazgatld fliggetlen prognosztikai faktor szerepét multivariancia analizissel o4,
A p27 expresszid elvesztése Osszefligg a kismedencei kiGjulassal, az attétek
progreszidjaval és a haldlozassal, tovabba a p27 expresszio fliggetlen prognosztikai
faktornak bizonyult higyhélyagrakokban ®°.

P16/INK4a: A 9p21-en talalhato INK4a gén a p16 és pl9ARF fehérjéket kodolja, s egyben

az egyik leggyakrabban érintett 16kusz °" % Feliiletes hugyholyagrakokban Bartoletti és
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mtsai azt talaltak, hogy a pozitiv p16 fehérje expresszio korreldl a kitijulas mentes taléléssel
69

1/2.4.2. Onkogének

FGFR3 (Fibroblaszt novekedési faktor receptor-3): Az FGFR-ek (1-4) szerepet
jatszanak a sejt-proliferacidoban, differenciacioban és az érképzddésben. Az FGFR3 mutacid

. 70, 71,72, 7 Ly
0.71,72, 3, ahol szoros korrelaciot

jellemzdéen a low-grade papillaris daganatokban fordul el
mutat a fehérje expresszios szinttel . Az emelkedett FGFR3 expresszié csokkent kitijulasi
és progresszids hajlammal tarsult ™ 76 A mutacio vizelet-iiledékbél is kimutathato, s mivel
az FGFR3 T2-es tumorokban sokkal kisebb hanyadban mutalt, ezért alkalmas lehet a
vizelet-iiledék vizsgalat alapjan a Ta-T1/T2-es tumorok elkiilonitésére ''. A feliiletes, nem
izominvaziv holyagrakokban hasznos prognosztikai faktor lehet "* 273,

EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor): Az EGFR-ek (1-4) tirozinkinaz
aktivitdssal rendelkezé ndvekedési receptorok, melyek szerepet jatszanak a sejt-
proliferacioban, motilitisban, differencidlodasban és a talélésben ™ ™. Tultermelédésiik
jellemzdéen a hagyholyagrdkok eldrehaladottabb stadiumaiban fordul eld, s rossz
prognoézissal tarsul. Célzott terapias célpont lehet az EGFR ellenes kezelés az elérehaladott

4 aban 7980

VEGF (vaszkularis endothelialis novekedési faktor): Hugyholyagrakokban a VEGF
expressziot mind a feliiletes, mind az izominvaziv daganatokban kimutattak. Az emelkedett
VEGF expresszi6 elérehaladott stddiummal és progresszidval asszocialt 81,828 A VEGF
gén polimorfizmusa esetén a hugyhdlyagrak kialakulasanak esélye fokozott 81 VEGF gatlo
gyogyszerek jelenleg klinikai vizsgalat alatt allnak 8,

bcl-2: Kimutattdk, hogy a bcl-2 fokozott expresszidja Osszefiigg a holyagtumor

85

progresszidjaval a radioterapia folyaman ™.

mdm-2: Ritkan az mdm-2 gén amplifikacidja kimutathaté hélyagtumorban %
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1/2.4.3. Proliferacios markerek

Kinaz gatlo 67 (Ki-67): A Ki-67 kinaz gatlo fehérje, mely a proliferald sejtek
sejtmagvaban mutathatd ki 8.8 A vizeletbo] kimutatott Ki-67 RNS korrelal a fehérje
expresszidval, s segitségével elkiilonitheték a low-grade és a high-grade tumorok .
Emelkedett Ki-67 expresszid Osszefiigg a stadiummal, a differencialtsaggal, a kiujulassal, a
progresszioval és a tuléléssel, valamint fiiggetlen prognosztikai faktor hugyholyagrakokban
88, 90. 91, 92 A Ki-67 emelkedett expresszidja a szervre lokalizalt tumoros, cisztektomian
atesett betegek esetében rossz progndzissal tarsul ® 1. Mindezek ellenére nem kell8képpen
tisztazott a Ki-67 és a betegség kimenetele kozotti 6sszefiiggés, ezért tovabbi vizsgalatokra
van sziikség *® %,

Aurora-A/STK15: Az Aurora-A gén szamos carcinoma esetén fokozottan expresszalt
illetve amplifikalt ©. Az Aurora-A expresszi6 vizsgalata immunhisztokémia segitségével jo
prediktiv értékkel elérejelzi a kiujulast pTa stddiuma tumorok esetében (PUNLMP ¢és LG
tumoroknal jobban hasznalhato, mint HG-ben és CIS-ban) *. Cisztektomizalt valamint
reszekalt holyagdaganatos esetekben az emelkedett Aurora-A expresszid erésen
Osszefliggdtt az invazivitdssal, a rosszabb differencidltsaggal, az attétképzéssel és a
rosszabb tuléléssel egy 205 esetet magaba foglald tanulméanyban %,

Survivin: A survivinnek szerepe van, tobbek kozott, a programozott sejthalal gatlasaban,
az osztddas szabdlyozasaban, valamint az érképzddésben % Normal urotheliumban nem,
mig tumorban kimutathatd. Cisztektomidn atesett betegekben a magasabb expresszio
multivarians analizisben (>20%) rosszabb prognozissal tarsul, tovabba fiiggetlen

prognosztikai faktor a recidiva ¢€s a tal¢lés tekintetében 9,

1/2.4.4. Immunmarkerek

Cyclooxygenase-2 (COX-2): Az utobbi években felmeriilt a gyulladasos folyamatok

98

esetleges szerepe a hugyholyagrak kialakulasaban . A cyclooxygenase-2 (COX-2)

kozponti szerepet jatszik a helyi gyulladasos folyamatokban 99,100 " Az izominvaziv
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daganatokban a feliiletes daganatokhoz képest, valamint a HG tumorokban a LG
tumorokhoz képest szignifikansan magasabb a COX-2 expresszio °= %% 109 1% cOX-2 gatlo
szerek kisérletes koriilmények kozott, dozisfiiggd modon, gatoljak hagyholyagrak-
sejtvonalak novekedését 102,

CDB8+ sejtek: Azon izominvaziv hugyholyagrakok, melyekben magasabb a tumort besziir6

CD8+ sejtek szama, jobb progndzissal tarsultak *®.

1/2.4.5. Extracellularis matrix, adhéziés molekulak, sejtfelszini
markerek és sejtkapcsolo-fehérjék

E-Cadherin: Csokkent E-Cadherin expresszio altalanosan korrelal az izominvazioval és
tavoli attétek megjelenésével, Gigy mint alacsonyabb differencidltsigi ¢és magasabb
stddiuml tumor megjelenésével 104,105 A csokkent E-cadherin expressziot Osszefiiggésbe
hoztak a taléléssel és a kitjulas nélkiili taléléssel is '**. Székely és mtsai nem talaltak
Osszefliggést az E-cadherin expresszido és az atmeneti sejtes carcinoma kiujulasanak
szamaval, teljes talélésével %,

CD44: széleskorilien expresszalt sejtfelszini adhézios molekula, mely részt vesz mind a sejt-
sejt, mind a sejt-matrix interakciokban. A kiilonb6z6é exonok eltéré mértékben fejez6dnek
ki az egyes szovetekben. A standard CD44 kozeli Osszefiiggésbe hozhaté a tumor-
progresszioval 107,

CK-5/6: magas molekulastlyu citokeratin, mely a normal urothelium basalis rétegében
fejezodik ki 1%,

CK-20: alacsony molekulastlyu citokeratin, a normal urotheliumban az ernyésejtek
expresszaljak 198 Normaltol eltérd expresszidja, melyet a szerz6k negativ reakcioban, vagy
tobb mint 10% pozitivitasban hataroztak meg, eldrehaladottabb stddiummal illetve
alacsonyabb differenciacioval tarsul 19 A LG tumorok a norméalhoz hasonld expressziot
mutatnak. A HG tumorokra jellemz6 emelkedett, 10% feletti expresszié a kijulas és a

., . ‘o ek f 1 75,11
progresszid megjelenésének fokozott esélyével tarsul > 10,
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I/3. Sejtkapcsolo strukturak

A hamsejtek alapvetd feladata a szoveteket egymastdl, illetve a kiilvilagtol valod
elvalasztasa. A hugyutakban mindeniitt, igy a hagyhodlyagban is kiemelten fontos az
urothelium a vizelettel kivalasztdsra keriildé anyagok szovetkozti térbe, valamint a
keringésbe torténd visszajutasdnak megakadalyozasaban 1

A sejtkapcsold struktardk koziil kozponti szerepe van az ugynevezett szoros
kapcsolatoknak (,,Tight Junction”, TJ), melyek a sejtek apikalis részéhez kozel
helyezkednek el. Szerepiik van, tobbek kozott a paracellularis transzport, a diffuzio, a sejt-
proliferacid szabalyozasdban is. Iranyitjak mind az ionok és molekuldk, mind a fehérjék és
lipidek transzportjat a sejt basalis és apikalis régioi kozott 1z

A TJ-ban mind kortikalis, mind transzmembran proteinek megtalalhatéak. A
kortikalis fehérjék kozott PDZ domének, transzkripcids faktorok, tumor szupresszorok és
vezikularis transzportban résztvevd fehérjék talalhatoak meg. A TJ f6 vazat a négy
transzmembrandoménnel rendelkezd fehérjék alkotjdk: occludin, claudin, valamint egy
Ujonnan leirt molekula, a tricellulin. A TJ felépitésében részt vesznek még a junkcionalis
adhézios fehérjék (JAM), melyek egy transzmembran doménnel rendelkeznek, s szerepiik
van a limfocitak és a dentritikus sejtek kapcsolatainak fenntartasaban 13 A TJ-k a korabbi

elképzelésekkel ellentétben dinamikusan valtoz6 strukturak, melyek felelések az egyes

szovetek ateresztképességéért, valamint morfologiai jellegzetességeiért .

1/3.1. Négy transzmembran doménnel rendelkez6 fehérjék

1/3.1.1. Occludin

Az occludin a TJ els6é ismert tagja, egy kb 60-kDa-os fehérje két sejten kiviili
hurokkal, valamint sejten beliili N ¢és C terminalis végzddéssel. C-termindlisaval
kozvetleniil kotddik a ZO-1, -2 és -3 fehérjékhez, amin keresztiil aktin filamentumokkal
tarsul 1> M6 1A TJben betdltott pontos szerepe egyelére nem ismert. Fokozott

expresszidja csokkenti a ham ateresztoképességét emlds hamsejtekben, de paradox mdodon
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néveli a mannitol hamon keresztiili atjutasat ® °. A TJ formalaséban betdltott szerepét
igazolja az, hogy ha TJ mentes sejtbe helyezziik, akkor a sejtek TJ-szerli filamentumokat
hoznak létre *°. Szamos munkacsoport adatai alapjan felmeriil lehetséges szerepe az egyes
jelatviteli utakban 2 2 122 Az occludin a HCV egyik receptora, ujabb kutatasok, mint

lehetséges terapias célpontot vizsgaltak 2,

1/3.1.2. Tricellulin

Jellemzéen harom sejt taldlkozasi pontjanal talalhatdo meg **. C-terminalis vége
32%-0s homoldgiat mutat az occludinnal, mig N-termindlis citoplazmatikus vége hosszabb
az occludinénal. RNS inhibitorok segitségével kimutattak, hogy a tricellulin szerepet jatszik
nem csak harom, hanem két sejt kozotti kapcsolat fenntartasaban is. A tricellulin gén
recessziv mutacidja siiketséget okoz '2°. Lokalizacidja fiigg egy Ujonnan leirt fehérje, a
lipolizis-stimulélta lipoprotein receptortdl (LSR). Masuda és mtsai munkéja alapjan a LSR
knockdown hamsejtekben nem volt kimutathat6 a tricellulin a harom sejt kozotti talalkozasi

pontoknal, és emelkedett a ham ateresztéképessége *2.

1/3.1.3. Claudinok

A claudin csalad, melynek elnevezése a latin claudere (zarni) szo6bol ered, alkotja a
TJ-0k f6 vazat 2. Jelenleg 27, 20-34 kDa kozotti tagjat irtak le emlésokben 2%, melyek
négy transzmembran doménnel, két sejten kiviili hurokkal és sejten beliili C- és N-
terminalissal rendelkeznek. Az elsé és a negyedik transzmembrin rész aminosav
szekvencidja hasonld, mig a masodik és harmadik transzmembran régi6é inkébb eltér a
kiilonbozd fehérjék kozott. Az elsd sejten kiviili hurok szadmos toltéssel rendelkezd
aminosavat tartalmaz, aminek szerepe van a sejtek kozotti iondramlas szabalyozasaban 129,
Feltételezik, hogy a masodik sejten kiviili hurok a claudinok dimerizacidjdban vesz részt
130 A C-terminalis vég mutatja a legnagyobb eltérést a claudinokon beliil: ez a régid

tartalmaz egy PDZ kot6 domaint, melyen keresztiil kapcsolodik olyan fehérjékhez, mint pl.
a MUPP1 **!, PATJ ¥, Z0-1, ZO-2, ZO-3 és a MAGUK-ok %,
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Az egyes normal valamint tumoros szovetek specifikus claudin expresszidval

rendelkeznek, mely lehetdséget ad arra, hogy ezen fehérjéket mint differencial-

diagnosztikai és/vagy prognosztikai markerként, esetleg terdpias célpontként vizsgaljuk **.

A claudinok tovabba szerepet jatszanak szamos élettani és patologias folyamatban is,

114,135

befolyasolhatnak jelatviteli utakat , melyeket a kovetkezéekben foglaljuk ossze:

A claudin-1 jelen van a normal bérben. Knockout egér sziiletése utan hamarosan elpusztul
boron keresztiili vizveszteség kovetkezményeként 136 A HCV koreceptora *?* 13'; csokkent
expresszidja korrell a kitjulassal nyelécsé laphamrakokban **® valamint rossz prognozissal

tarsul majrakokban **°. Fokozott az expresszidja a cervicalis intraepithelialis neoplasidkban

140

a normal és a tumoros hamhoz viszonyitva is Vilagossejtes veserdkokban a

141

betegségmentes talélés fiiggetlen prognosztikai faktora . Metasztazis szupresszor ¢€s

e e g : . 142 .
expresszidja a klinikai kimenettel korreldl tiid6 adenocarcinoméaban ~*°. Csokkent az

expresszidja a hepatoblastomdk embyronalis komponensében a fotalis komponenshez

143

viszonyitva Fokozott az expresszidja papillaris pajzsmirigyrakokban, azok

nyirokcsomoattétjeiben a normalhoz, a follikularis rakhoz valamint a follikularis

r . ’ 144 e . o . 71,2 s r r
adenomahoz viszonyitva ~, tovabba nyel6csé laphamrékjaban a normal hamhoz

: po 14
viszonyitva .

A Claudin-2 jelen van a nagy ateresztéképességii hamokban, pl. vesében a proximalis
tubulusokban **°, vagy a plexus choroideus epitheliumaban **’. Fokozott expresszioja az
EGFR utvonal befolyasolasan keresztiil rossz prognozissal tarsul vastagbélrakok esetében

18 Csokkent az expresszioja a hepatoblastomak embyrondlis komponensében a fotalis

. Lo 14
komponenshez viszonyitva 3

46

A Claudin-3 megtalalhaté a vese proximélis és gyiijté-csatorndiban **°. Fokozott az

149, 150

expresszidja petefészekrakban valamint prosztatarakban "% 1% 153 A clostridium

. o 154
perfringens toxinjanak receptora >*.

A Claudin-4 jelen van a normél bérben **°

. Expresszidja csokkenti a paracellularis
vezetdképességet a natrium ateresztés szelektiv csokkentésével, jelen van a nefron
szorosabb részeiben ** ° A claudin-3-al egyiitt a clostridium perfringens

enterotoxinjanak receptora, igy mint terapids célpont is széba jon tobbek kozott
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hasnyalmirigyrék, prosztatarak valamint petefészekrak esetében * " 8 Emelkedett
expresszioja rossz prognézissal tarsul emlérakokban % . Fokozott az expresszioja
hasnyalmirigyrakokban 161 Csokkent expresszioja rossz progndzissal tarsul, valamint a

teljes tulélés fiiggetlen prognosztikai faktora gyomorrakokban 162, Alacsony az expresszioja

163

az attétes orr-garati rakokban . Az epelti tumorokban taldlhato magas claudin-4

expresszio segitheti ezen entitdsok hepatocellularis raktol valo elkiilonitését 164,

A Claudin-5 az endothelsejtek, valamint a vér-agy-gat TJ-jeinek fontos alkotoeleme *° 1°.
Jelen van a podocytdk membranjadban 52 Tiid8 adenocarcinoméaban kifejez6dik, mig a
laphamrakokban nem, igy mint differencial-diagnosztikai eszkdz hasznalhaté .

A Claudin-7 jelen van a vese proximalis tubulusaiban **°. Eml8rakban mind a rak elétti

, . . L, , o ; 168
allapotban, mind az invaziv rdkban csokkent az expresszidja a normal hamhoz képest ~.

Csokkent az expresszidja colorectalis, fejnyaki valamint prosztatardkokban 169,170,171
A Claudin-10 expresszioja a hepatocellularis majrakok kitjulasanak fiiggetlen markere *'2.

L, L. . . , % e I Iz L 17
Epeuti tumorokban szignifikansan csokkent az expresszioja a normal majhoz képest *'°,

A dolgozat késobbi részében nem targyalt claudinokat az 3. tablazatban foglaltuk dssze.

27



DOI:10.14753/SE.2012.1732

3. tablazat: A késébbiekben nem targyalt claudinok

jelen van az embrionalis epitheliumban *"". Eml§ sejtvonalakon

Claudin-6 fokozott expresszidjanak tumorszupresszor hatasa van >, A HCV
koreceptora '’®.

Claudin-8 jelen van a proxjmélis‘tubulgsban valamint a Henle-kacsban **. /107\7
nefron tdvolabbi részeibdl kiinduld veserdkok érzékeny markere ™.
hianya siiketséget okoz *°. Fokozott expresszidja noveli a human

Claudin-9 gyomor adenocarcinoma-sejtek invazivitasat, migracios képességét
valamint proliferacios ratajat . A HCV koreceptora *'®.
jelen van a herében és az oligodendrocitakban . Deficiens egér siiket

Claudin-11 lesz a stria vascularisbol hianyzé TJ-6k miatt *®. Fokozott expresszija
spermiumképzési zavarral tarsul %2,

Claudin-12 hagyholyag ernydsejtjein megtglélhaté 183, Szgiepe van az -
emésztOrendszerben a D vitamin indukalta Ca” felszivasban ="

Claudin-13 emberben nem mutathato ki >,

. knockout homozigéta egér hallaszavarban szenved a reticula lamina

Claudin-14 . o ... 185
fokozott ionszelektivitasa miatt .

Claudin-15 endothe“l gejteJrkben talalhat6 f%; elvesztése erpésztc’irendszeigc;n
keresztiili Na” vesztést és gliikoz felszivodasi zavart okoz ™.
szerepe van a vesében a Mg2+ ésaCa™ transzportban 188,189, csokkent

Claudin-16 expresszioja rossz prognozissal tarsul emldrakokban, fokozott
expresszidja csokkenti az emlérak-sejtek invazivitasat .

Claudin-17 egér duodénumban expresszalodik ™.

. a T/EBP/NKX2.1 homeodomén transzkripciods faktor downstream

Claudin-18 s . . (17 qip, 102
célgénje. A tiidoben €s a gyomorban expresszalodik ~*.
elvesztése viselkedési zavarokat okoz egerekben a Schwann sejtek
megvéltozasa kovetkeztében %, metabolikus acidozisban patkany

Claudin-19 duodénumban emelkedett az expresszioja *; mutacidja vesén
keresztiili magnézium-vesztéssel, veseelégtelenséggel, valamint stlyos
szem érintettséggel jar 194

Claudin-20 retinafejlédés késdi szakaszaban jelenik meg a retindban ™.

Claudin-21 emberben kimutattik °°; méj szovetben leirtdk .

Claudin-22 expr’es.szi()jalg{nelkedett patkany duodénumban metabolikus
acidozisban =

Claudin-23 normal patkany duodenumban mutattak ki .

Claudin-24 | emberben kimutattdk *; jelenlétét bélben leirtak ™*°.

Claudin-25-27 | 2 legfrissebben leirt claudinok, melyek expressziojat Minelt& ¢és mtsai

kimutattak sziv, agy, mdj, vese, gyomor ¢€s bélszoveteken .
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1/3.1.4.1. Claudinok normal hugyhdlyagban és hugyhoélyagrakban

Az irodalomban kevés adattal rendelkeziink a normal valamint a daganatos
hugyhodlyag claudin expressziorol. Rickard és mtsai human hugyholyagsejteken végzett
kutatasaik soran a claudin-1, -4, -5, -7, -14 és -16 a membranra, mig a claudin-2, -8 és -12

sejten beliilre lokalizalodott

. Varley és mtsai normal higyholyaghamban a claudin-3-t az
ernyOsejtek taldlkozasi pontjanal, a claudin-4-t, -5-t és -7-t pedig az ernyosejtek
membranjdban irta le. A claudin-4 és -7 megjelent tovabba a mélyebb rétegekben is, de
expresszidjuk jellemzSen basalis irdnyba csokkent °. Felsé hugyuti urotheliumban a
claudin-1 a basalis/peribasalis, a claudin-3, -4 és -7 pedig a superfitialis rétegekben volt
kimutathat6. A claudin-3 expresszidja szignifikansan Osszefiiggott felsd-hugyati tumorok
novekedési mintdzataval, a stadiummal és a differencidltsaggal, mig a claudin-1 és -4
expresszié a stadiummal *%.

Boircau ¢s mtsai claudin-1 és -7 esetében nem talaltak Iényeges -eltérést
hugyhdlyagdaganatok expresszidjaban a tumor koriili hamhoz viszonyitva, mig claudin-4
esetében szignifikans valtozast talaltak 26 esetben a 39 vizsgalt esetbdl. A jol differencialt
daganatokban megtalalhat6 fokozott claudin-4 expressziot a high grade/invaziv tumorokban
csokkent expresszio valtotta fel, mely szignifikansan Osszefliggott a tumorok egy éves

P11 o 11
talélésével 1%

1/3.2. Egyéb fehérjék

A JAM-ek (Junkcionalis adhézios molekuldk) az immunglobulinok csaladjaba tartozo,
glikozilalt, egy transzmembran doménnel, intracitoplazmatikus C-termindlissal, két
extracellularis Ig-szerli doménnel rendelkezé fehérjék. Szerepiik van a TJ-k barrier-
sejtek kapcsolatainak fenntartasaban, tovabba egyes JAM-ek virus-receptorként is

miikodnek 2% 2%,

29



DOI:10.14753/SE.2012.1732

I1. Célkitiizés

Munkacsoportunk célul tlizte ki a claudinok, mint a hugyholyagrakok 0j potencialis
diagnosztikus markereinek vizsgalatat, mivel jelenleg nem rendelkeziink olyan 6nalld
markerrel, ami Onmagéaban feliilmilna a hagyomanyos klinikopatologiai jellemzok
prognosztikai erejét.

A bevezetésben Osszefoglalt irodalmi adatok tiikrében fel kivantuk tarni a claudin és
Ki-67 expressziés mintazat Osszetételét, az expresszid mértékét normal hagyhodlyag
urotheliumban, gyulladasos htugyholyaghamban valamint a hagyholyag kiilonb6zo
patoldgiai stadiuma, differencidltsagl tumoraiban.

A vizsgalatainkkal hozza kivanunk jarulni a human urotheliumban a claudin
expresszids eloszlas feltérképezéséhez. Ezen tilmenden a feltart adatokkal kdzelebb
kivanunk keriilni a sejtkapcsold strukturdk ¢és ezen belil a claudinok szerepének
megértéséhez a hugyholyagrak kialakuldsdban és progresszidjaban, tovabba fel kivantuk
tarni a claudinok differencial-diagnosztikai hasznalhatésagan kiviil azok esetleges
prognosztikai szerepét is.

Holyagrak vizeletb6l torténd kimutatasara hasznalatos FISH alapt in situ

hibridizacios technika alkalmazhatosagat kivantuk vizsgalni.

Specifikus célkitiizéseinket az alabbi pontokban fogalmaztuk meg:

e Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 mRNS és fehérje, valamint a Ki-67
fehérje expresszid vizsgalata fliggetlen, nem tumoros mintakban és kiilonb6zd stadiumu és

differencialtsagu (low grade és high grade) hugyhodlyagrakokban.

e Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, CK-5/6, CK-20 ¢és Ki-67 fehérje
expresszid lokalizaciojanak és erdsségének vizsgalata urothelialis papillomaban (UP),
invertalt urothelialis papillomaban (IUP), PUNLMP-ben és low grade urothelialis
carcinomaban (LG-UCC).
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e Vizsgalni kivantuk az egyes fehérjék esetleges differencial-diagnosztikai szerepét,
valamint a fehérje expresszid és a kigjulas mentes és a teljes tulélés kozotti

Osszefiiggéseket.

e Célunk volt a holyagrak vizeletbdl torténd kimutatasara hasznalatos FISH alapu in

situ hibridizacios technika fajlagossaganak, érzékenységének vizsgalata.
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I1I. Anyag és modszer

A humén hugyholyagmintdk a Semmelweis Egyetem Uroldgia Klinikajarol
szarmaznak. A human vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaganak

engedélyének birtokaban végeztiik.

I11/1. Beteganyag

Osszesen 238 sebészileg eltavolitott, formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
human mintat vizsgaltunk (204 tumoros; 34 kontroll minta). Egyik kontroll esetnek sem

volt kordbban holyagdaganata.

I11/1.1. Beteganyag 1 — Low grade - High grade UCC-k

Osszesen 103 sebészileg eltavolitott, formalin-fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE)
human mintat (86 UCC, 17 nem tumoros urothelium/kontroll/) vizsgaltunk. A nem tumoros
eseteket nem gyulladasos (NGYK, 7 eset) valamint gyulladasos csoportokba osztottuk
(GYK, 10 eset) /4. tablazat/.

4. tablazat: Nem tumoros mintik (n=17)

Mintavétel indikacioja |Szovettani diagnozis

NGYK (7) |GYK (10)
Visszatérd gyulladas - 2
Véres vizelet - 6
BPH 7 -
Holyag k6 - 1
Vezikokutan fisztula - 1

BPH: Benignus prostata hyperplasia; NGYK: kontroll mintdk gyulladasos eltérés nélkiil;
GYK: gyulladéasos kontroll mintadk
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A tumoros mintakat a legajabb, 2004-es WHO Klasszifikacié alapjan osztalyoztuk.

A paciensek atlagéletkora 66,5 év (43-91), a férfi:nd arany 2,9:1, az atlagos utankdvetési

id6 45,96 (2-10) honap volt. A teljes talélést (TT) a kezdeti diagnozistol a vizsgalat végéig,

vagy a paciens halalaig eltelt idéként, mig a kiGjulas mentes talélést (KMT) a kezdeti

diagnodzistol a kitjulas megjelenéséig eltelt idoként allapitottuk meg (5. tablazat).

5. tablazat: Hagyholyagrakos mintak klinikai és patolégia adatai

Betegek atologiai és | UCCs w/o T2 HG

Klinikai adatai (Ta-T1) Uz He e w0 T2)
Teljes szim 86 (%) 64 (74%) 22 (26%) 27 (31%) 59(69%) 37(43%)
Low Grade 27/64(42%) 0 - - -

High Grade 37/64 (58%) | 22/22(100%) |- ; ;

Dohanyzés 20/64 (45%) | 12/22 (55%) | 14/27 (52%) | 27/59 (46%) | 15/59 (25%)
Nem (ffi:n) 50:14 (3.57:1) |14:8(1.75:1) 20:7 (2.85:1) |44:15(2.93:1) |30:7(4.3:1)
Eletkor (év) 65.38(46-91) |67.59(43-91) |[62.89(47-81) |67.34(43-91) |67.18(46-91)
Multifokalitis 28164 (44%) | 6/22 (27.3%) |11/27(41%) | 23/59 (39%) | 17/59 (29%)
Szolid ndvekedési mintazat | 8/64 (12.5%) | 9/22 (41%) 2127 (7.4%) 15/59 (25%) | 4/59 (7%)
Intravesicalis kemoterapia | 14/64 (22%) 2122 (9%) 7127 (26%) 9/59 (15%) 7/59 (12%)
Intravesicalis BCG 21/64 (33%) 0 1/27 (4%) 20/59 (34%) | 20/59 (34%)
Szisztémas kemoterapia 0 522 (22.72%) |0 5/59(8%) 0
Cisztektomia 2/64 (3%) 7122 (32%) 0 9/59(15%) 7/59(12%)
Tumor kitjulas 20/64 (31%) 3/22 (14%) 13/27 (48%) 10/59 (17%) 7/59 (12%)
Progresszio 3/64 (5%) 0 0 3/59 (5%) 0

gll(‘)‘flzgs mentes  tIEIes | 4o 9504.110) | 20.75(4-55)  |38.044-79)  |47.03(4-110) |45.39(4-110)
Teljes talélés (honap) 54.62(10-120) |28.27(4-54)  |57.75(10-120) [45.5(4-110) | 49.15(4-110)
Halil 12(10%) 19(2%) 2(2%) 29(10%) 10(8%)

* halal nem UCC-bdl kifolyolag; w/o nélkiil (without)

BCG: bacillus Calmette-Guérin; Tumor kiujulds: miitétet kovetdéen diagnosztizalt recidiva (abban az

esetben, ha utoreszekcido/masodik TUR tortént, és a két miitét szovettana eltért, akkor a masodik

reszekcid szovettanat fogadtuk el végleges szovettannak); Progresszio: ha egy Ta-T1-es tumor

izominvazivva (T2) valt; Multifokalitas: ha a tumor tSbb mint egy teriiletre lokalizalodott; Szolid

novekedési mintazat: a tumor felszine szolid (nem papillaris); UCC: urothelsejtes carcinoma

(urothelial cell carcinoma)

Korai intravesicalis kemoinstillaciét kaptak a betegek (korai IVI; a mitétet

kovetéen 6 o6ran beliil), ha nem volt a mitétet kdvetden vérzés, illetve, ha a perforacid
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kizarhato volt (5 eset: 2 LG és 3 HG). Ha a korai IVI kontraindikalt volt és a beteg
beleegyezett a kezelésbe, illetve a késéi IVI-nek nem 4allt fenn kontraindikécioja, akkor
késoi IVI kezelést végeztiink. BCG kezelést az aktualis EAU guideline-nak megfelelden a
pT1G3, pTaG3, CIS vagy kitjuld/ terapia rezisztens pT1G1-2 tumorok kaptak a kdvetkezod
protokoll szerint: BCG kezelés 5 héten at (egy dozis hetente), amit fenntartdé kezelés
kévetett legalabb egy éven keresztiil 2.

Radikalis cisztektomiat végeztiink, ha a beteg beleegyezett, illetve ha nem allt fenn

kontraindikéacio (7/22 T2 eset, 5. tdblazat). A 22 T2-es betegbdl 5 beteg kapott szisztémas

kemoterapiat.

111/1.2. Beteganyag 2 - Feliiletes hiigyholyagdaganatok

Osszesen 80 TUR-ral eltivolitott szoveti minta claudin expresszids profiljat
vizsgaltuk (5 fiiggetlen /nem tumoros/ normal, 15 IUP, 20 UP, 20 PUNLMP és 20 LG-
UCC). A fliggetlen normal mintak koziil egyik esetben sem volt korabban diagnosztizalt
holyagrak.

1994 4prilisa és 2010 decembere kozott 30 invertalt papillomat diagnosztizaltak
Intézetiinkben. Harom esetben carcinoma is tarsult az invertalt papillomakhoz. Ezen 30 eset

202 Miutan

klinikai adatait munkacsoportunk a Magyar Onkologidban 2010-ben lekdzolte
az invertalt papillomakat 6t patologus (Prof. Schaff Zsuzsa, Prof. Timéar Jézsef, Dr. Székely
Eszter; Dr. Székely Tamads; Dr. Kiss Andrés) atnézte a 2004-es WHO osztalyozas alapjan,
15 formalin-fixalt paraffinba agyazott blokk bizonyult alkalmasnak az immunhisztokémiai
vizsgalatok elvégzésére.

Az atlagos utankovetési 1d6 59,79 (3-126) hoénap, a paciensek atlagéletkora 60,8 (9-
91) év, a férfind ardny 1,5:1 (IUP: 2,75:1) volt. A kiujulas mentes tulélést a kezdeti

diagnozistol az elsd, szovettanilag igazolt kijulasig eltelt idében hataroztuk meg.

111/1.3. Beteganyag 3 — UroVysion
Osszesen 55 eset (43 szovettanilag igazolt UCC, 6 gyulladas, 2 hyperplasia, 2

papilloma, 2 eltérés nélkiil) szovettani és vizeletmintdjat elemeztiik
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111/2. Szovettan, immunhisztokémia

A szovetek 4%-os pufferolt formalinban fixaloédtak 24 o6ran at. A diagnozisokat
FFPE-blokkbol késziilt, H&E festett metszetek alapjan adtuk meg. FFPE-blokkokbol
késziilt 3-4 um vastag metszeteket hasznaltunk az IHK-hoz.

LG-HG hugyhdlyagrakok vizsgélata soran deparaffinalas utdn a metszeteket foszfat-
pufferelt sooldatban (PBS) mostuk (pH 7,4), majd feltarast végeztiink mikrohullamu
stitében 3 percen at 850 W-on, majd 30 percen at 170 W-on antigén feltaré oldatban
(Target Retrieval Solution, DAKO, Glostrup, Dénia). A reakcidkat Ventana ES
immunfesté-automatan (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA) avidin-biotin
peroxidaz technikat, valamint diaminobenzidin festékanyagot hasznalva a gyarto
el6irasainak megfelelden végeztiik el (iView DAB Detection Kit, Ventana).

A feliiletes hugyhdlyagdaganatok vizsgalata soran a reakciokat multimer
technologiat és diaminobenzidin festéket hasznaldé Benchmark XT immunfestd automata
segitségével végeztik el a gyartd protokolljanak megfeleléen, a gyartd altal ajanlott
reagenseket hasznalva (Ultra View Universal DAB detection Kit, Ventana, Tucson, AZ,
USA). 15 IUP, 20 UP, 20 PUNLMP valamint 20 LG-UCC esetbdl szoveti multi-blokkokat
(TMA — tissue microarray) készitettiink. Minden mintabol két darab, 2mm atmérdji
hengert szurtunk ki a TMA készités soran. Harom véletlenszeriien kivalasztott esetet mind
a négy csoportbol, valamint a normdl mintdkat teljes blokkbol készitett metszeten is
vizsgaltunk. Az IHK reakcidkat mind pontozési rendszerrel, mind morfometriai program
segitségével kiértékeltiik a TMA ¢és a teljes blokkbol késziilt metszeteken is. Nem volt
eltérés az immunhisztokémiai reakciok eredményeiben a TMA ¢és a teljes blokkbdl késziilt
metszetek kozott.

Az antitestek, higitasok és a gyartdé altal ajanlott pozitiv kontrollok a 6., 7.
tablazatokban lathatéak (LG-HG 6. tablazat; Feliiletes hugyholyagdaganatok 7. tablazat).
Negativ kontrollhoz az antitestet elhagytuk €s onmagaban az antitest-olddszert hasznaltuk.

A reakciok negativnak bizonyultak.
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6. tablazat Antitesthigitasok és pozitiv kontrollok (Benchmark ES)

Antitest Higitas  Pozitiv kontroll  Gyarté Antitest tipus
CLDN-1 1:80 bor Zymed nyul poliklonalis
CLDN-2 1:80 vastagbél Zymed egér monoklonalis
CLDN-3 1:80 vastagbél Zymed nyul poliklonalis
CLDN-4 1:100 vastagbél Zymed egér monoklonalis
CLDN-5  1:120 endothel Zymed egér monoklonalis
CLDN-7  1:100 emlo Zymed nyul poliklonalis
CLDN-10 1:60 vese Zymed nyul poliklonalis
Ki-67 1:100 nyirokcsomo DAKO egér monoklonalis

Zymed, South San Francisco, CA, USA; DAKO, Glostrup, Dénia

7. tablazat Antitesthigitasok és pozitiv kontrollok (Benchmark XT)

adenocarcinoma

Antitest |Higitas |Pozitiv kontroll |Gyarto Antitest tipus Lot szam
CLDN-1 [1:100 bor Invitrogen nyul poliklonalis | 624568A
CLDN-2 (1:50 vastagbél Invitrogen egér monoklondlis | 787052A
CLDN-3 (1:80 vastagbél Invitrogen | nyul poliklonalis [ 760684A
CLDN-4 (1:200 vastagbél Invitrogen egér monoklonalis |716863A
CLDN-7 [1:100 emld Invitrogen | nyul poliklonalis  |673366A
Ki-67 1:100 nyirokcsomo DAKO egér monoklonalis [00070375
CK-5/6 |1:2000 [nyirokcsomo DAKO egér monoklonalis [00033034
CK-20 |1:600 | Vastagbel DAKO egér monoklondlis |00032659

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; DAKO, Glostrup, Déania

111/2.1. Immunhisztokémia Kiértékelése:

111/2.1.1. Morfometria

A LG-HG tumorok vizsgélata soran minden metszetbdl 10 (60x objektiv, Olympus
BX50 mikroszkop,

Olympus

Corporation,

Tokyo, Japan),

mig a

feliletes

hugyhodlyagdanatok vizsgalata sordn, a metszeteket digitalizalasa utan, 15 egymast 4t nem

fedod képet készitettiink (Mirax Midi metszet-szkennel6 rendszer, 3D Histech, Budapest,
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Magyarorszag). A claudin, a CK-5/6 és a CK-20 immunhisztokémia képeit kvantitativan
értékeltiink ki a Lecia Qwin V3 morfometriai szoftverrel (Leica Mycrosystems Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK, 3. &bra). A kiértékelés szempontjabol nem relevans
teriileteket nem vettiilk figyelembe (pl. nekrotikus, megégett teriiletek, kotdszovet, 3. b
abran piros szinnel jelolve). A pozitiv teriiletek szdzalékos aranyat (3.b. abra, kék szinnel
jelolve a pozitiv teriiletet) a teljes vizsgalt teriilethez viszonyitva adtuk meg. Az egyes
esetekbdl készilt 10, illetve 15 foton mért adatok atlagértékével szamoltunk a statisztikai

analizis soran.

3. abra Morfometria a Lecia Qwin V3 morfometriai szoftverrel

= ix]

Bt jge By Messse QUDS Cofpse Gwcheak findom e SR
AMRY L 6 RRA ZREAMEEL. B LU 606 LRBUE 27 4.

o i T LY [ X |

-
L

......

s
b_-. 2
HhEcoe @Acen Q] 27vw OB &.

: Y % . .
a ) e 1/, TR

e S
BEScoo @@ Q] d7uw D E &.

3.a. abra: Claudin-4 immunhisztokémia egy latoterének kiindulési képe

3.b. dbra: A konvertalt képen a kékkel jeldlt pozitiv teriilet szazalékos aranya (4.94
%) a morfometriailag értékelt tertileten beliil (pozitiv pixel szam/teljes pixel szam). Piros
szinnel jeldlve a kiértékelésbol kivett kotoszovetes teriilet, mely 10.52 teriilet %-t képvisel.
A kotészovettel korrigalt pozitivitas teriilet szazalékos aranya: 4.94/(100-10.52)= 5.52 %.
400x nagyitas.

111/2.1.2. Szemi-kvantitativ scoring analizis

Harom (LG-HG) illetve négy (Feliiletes hugyholyagdaganatok) fliggetlen vizsgalo
regisztralta a reakciok pontos lokalizaciojat és erdsségét. Az egyes metszetek egy

pontértéket kaptak, mely értéket tigy kaptunk, hogy a reakcid intenzitdsat megszoroztuk a
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terlilet-pozitivitassal. A reakciderdsség pontértékei a kdvetkezOk voltak: 0 pont — negativ
reakcid; 1 pont — gyenge reakcid; 2 pont — kdzepes reakcid; 3 pont — erds reakcio.
Tertiletszazalékos pozitivitas pontértékei a kdvetkezok voltak: 1 pont (0-5%); 2 pont (6-
25%); 3 pont (26-50%); 4 pont (51-75%); 5 pont (76-100%). Igy a pontértékek 0 és 15

pont kdzott mozogtak.

111/2.1.3. Ki-67 kiértékelés

A pozitiv sejtek ardnyat az 0sszes sejthez viszonyitva hataroztuk meg esetenként 10
(LG-HG) illetve 15 (feliiletes hugyholyagdaganatok) egymast nem atfedd latotérben (600X
nagyitas).

111/2.2. Floureszcens immunhisztokémia

A vizsgélatokat FFPE blokkokbol késziilt metszeteken végeztiik. A nem specifikus
fehérjék blokkolasat a Protein Block Serum-Free oldattal végeztik (DAKO, Glostrup,
Dania). Ezutan az 6. tablazatban talalhaté primer claudin-4 ¢és claudin-7 ellenes
antitestekkel 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk a metszeteket, majd Alexa Fluor 568
kecske anti-nyal IgG-t (Invitrogen) PBS-ben 1:200-ra kihigitva hasznaltunk szekunder
antitestként szobahémérsékleten 30 percig soOtétben. A metszeteket 4°,6-diamino-2
phenylindole (DAPI) magfestést tartalmazo Vectashield feddanyaggal fedtiik (Vector
Labs., Burlingame, CA, USA).

Claudin-4 és -7 esetében a 6. tablazatban feltiintetett antitestek segitségével kettds
jelolésti immunfluoreszcens reakciot is végeztiink. A metszeteket PBS-sel torténd mosast
kovetéen Alexa Fluor 568 kecske nyul-ellenes 19G (Invitrogen; 1:200) és Alexa Fluor 488
szamar egér-ellenes (Invitrogen, 1:200) antitesteket hasznaltunk masodlagos antitestként. A
reakciokat Leica DM-RXA fluoreszcens mikroszkop segitségével értékeltiik (Leica,

Wetzlar, Germany).
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111/3. Kvantitativ valos idejii PCR vizsgdlat (primerek és PCR
reakciok)

111/3.1. RNS-izolalas

Teljes RNS-t FFPE szovetekb6l (70 UCC, 4 NGYK és 4 GYK) High Pure RNA
Paraffin Kit-tel izolaltunk (Roche, Indianapolis, IN, USA) a gyarté protokolljanak
megfelelden. A mintdkat makrodisszekaltuk a tisztan nem tumoros valamint a tisztan

tumoros teriiletek vizsgalatdhoz. A proteinaz-K emésztés minden esetben 16 6ra volt 55

°C-on.
111/3.2. RNS reverz transzkripcio

2 ug teljes RNS-t irtunk at 20ul reakcioelegyben (High Capacity RNA-to-CDNA
Kit, Applied Biosystems — ABI, Foster City, CA, USA) a gyarto eléirasainak megfelelGen:
37 C°-on 60 percig, 95 C°on 5 percig inkubaltuk, majd tovabbi felhasznalasig 4 C°-on

taroltuk.

I11/3.3. Valos ideji kvantitativ RT-PCR

A valés idejii PCR reakcidkat duplikatumokban végeztiik el a Claudin-1, -2, -3, -4, -
5,-7,-10 (cél gének) és a beta-aktin (referencia gén) esetében. Reakcionként 100 ng cDNS-t
hasznaltunk, a teljes reakcié végtérfogata 25 pl volt (SYBR Green PCR Master Mix, ABI,
AB4309155). A primerszekvencidk a 8. tablazatban vannak feltlintetve. A valos idejii PCR
reakciok paraméterei a kovetkezok voltak: 2 perc kezdeti denaturalas 95 °C-on, majd 40
ciklus 95 °C-on 20mp-ig, 60 °C-on 30 mp-ig és 72 °C-on 1 percig. A reakciokat ABI Prism
7000 sequence detecting system segitségével végeztiik el (Applied Biosystems). Az
adatkiértékelés az E=2"¢T (ACT=CT-referencia gén — CT-cél gén) képlettel tortént. A

duplikatumok atlag CT értékével szamoltunk.
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8. tablazat Claudinok ¢és a B-actin primerszekvenciai

Gén 3-5 5-3
claudin-1 | gtg cga tat ttc ttc ttg cag gtc | ttc gta cct ggc att gac tgg
claudin-2 | ctc cc tgg cct gca tta tct ¢ acc tgc tac cgc cac tct gt
claudin-3 | ctg ctc tgc tgc tcg tgt cc tta gac gta gtc ctt gcg gtc gta g
claudin-4 | ggc tgc ttt gct gca act gtc gag ccg tgg cac ctt ac acg
claudin-5 |ttc ctg aag tgg tgt cac ctg aac | tgg cag ctc tca atc ttc aca g
claudin-7 | cat cgt gg cag gtc ttg cc gat ggc agg gcc aaa ctc ata c
claudin-10 |tgg atg ttc cct ata tgc aaa caa |aaa cag agc ggc tcc taa ttc a
B-actin cct gge acc cag cac aat ggg ccg gac tcg tca tac

I11/4. UroVysion

111/4.1. Vizelet elokészités

A Vysis FISH Pretreatment Reagent Kit eldirdsainak megfelelden a reggeli els6 valamint
masodik vizelést legfeljebb fél orat kovetden, a vizelet 33 ml-éhez 17 ml Carbowax oldatot
adtunk (2% Polyethylene glycol 1550 [SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Németorszag] 50%-o0s etanolban [Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag]), ami lehetdvé
tette a minta tarolasat 72 6raig 4 °C -on a tovabbi feldolgozasig. A mintékat centrifugaltuk
(600 g, 10 perc), és a tovabbiakban az iiledéket hasznaltuk. Ezutan 10 ml PBS-ben mostuk,
majd Ujra centrifugéltuk a sejteket (600g, 10 perc). A kililepitett sejteket a kevés
visszamarad6 feliiliszoban reszuszpendaltuk, majd a sejtekhez 5 ml Carnoy fixalot
(metanol [Fluka Chemie GmbH, Buch, Svajc]: jégecet [Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, Németorszag] 3:1) hozzaadva -20 C°-on tartottuk a mintakat legalabb 30
percig. Ujboli centrifugalas utan (600 g, Sperc) a megfeleléen tiszta pelletet 500 pl fixalo-
szerben oldottuk; nem megfeleld tisztasdgu pellet esetén a Carnoy fixalés mosast

megismételtiik.
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111/4.2. Kenet készités, elokezelés

Kenet készitéshez 3 pl, 10 ul, 30 pl sejtszuszpenzidt targylemezre cseppentve,
levegdn szaritva vizsgaltunk mikroszkop alatt. A megfeleléen sejtdas teriileteket
korbejeloltiik.

Eldkezelés soran a megfelelden szaradt keneteket 2x SSC (natrium-klorid és
natrium-citrat) oldatba helyezve inkubaltuk 37 °C-on 60 percig, majd pepszin oldatban (0,5
mg/ml, pH 1.0) mostuk 15 percig 37 °C-on, amit 1x PBS-ben torténd mosas kovetett 5
percig. Ezutan utofixalast végeztiink 1%-0s formaldehidben 5 percig, 1x PBS-ben 5 percig,
70-85-100% etanolban (Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag) egyenként 1 percig, ezt

kdvetden hagytuk megszaradni a keneteket.

111/4.3. FISH (Fluoreszcens in situ hibridizacio)

Az UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit (Vysis, Inc.) eldirdsainak
megfeleléen a DNS-proba keveréket 3 pl-enként adtuk hozza a megjeldlt sejtdus
tertiletekhez, majd fedolemezzel hermetikusan fedtiik a keneteket. A targylemezeket ezutan
egy Eppendorf Master Cycler Gradient PCR gép (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag)
feltétjére helyeztiikk a DNS probak és a sejtek DNS-ének parhuzamos denaturalasa céljabol
(2 perc, 73 °C), majd egy €jszakan at hibridizaltuk 39 °C-on. A fed6lemez eltavolitasa utan
a lemezeket 2 percre 0,4x-es SSC/0,3%-0s NP-40 73 °C-os oldataba, majd 1 percig 2x-€s
SSC/0-1%-0s NP-40 szobahémérsékletii oldataba helyeztiik. A készitményeket ezutan
szobahOmérsékleten, sotétben, levegdn szaritottuk, majd 3 pl DAPI-II magfestéket
tartalmazo, elhalvanyulast gatlo anyaggal fedtiik a lemezeket. Az UroVysion DNS proba a
3-as, 7-es és 17-es kromoszéma pericentromér régiodja (Chromosome Enumeration Probe
/CEP/ 3, CEP 7, CEP 17) valamint a 9p21-es 16kusz (Losuc Specific Indentifier /LSI/ 9p21)
direkt jelolésti probgjabol allt. A CEP 3 SpectrumRed (vords), a CEP 7 SpectrumGreen
(zold), a CEP 17 SpectrumAqua (vilagoskék), az LSI 9p21 SpectrumGold (aranysarga)

jeldlést volt.
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111/4.4. Fluoreszcens mikroszkopia

A hibridizacidés  vizsgdlatok  kiértékelése specidlis  sziirékkel felszerelt
(SpectrumRed,  SpectrumGreen,  SpectrumAqua  egyszeres  sziirok  valamint
DAPIFITC/Texas Red harom savos szlird) motorizalt Leica DM RXA (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag) fluoreszcens mikroszképpal tortént. A
fluoreszcens jeleket 1000x-es nagyitason késziilt képeken detektaltuk nagy teljesitményii,
Leica CW4000 Fish program (Leica Microsystems Imaging Solutions LTD., Cambridge,
Anglia) altal vezérelt Pieper FK-7512 IQ monokrom kameraval (Pieper GmbH, Schwerte,

Németorszag).

111/4.5. Kiértékelés Kritériumai

Pozitivnak vettiilk a mintat, ha egyaltalan nem volt LSI 9p21 szignal legalabb 12
sejtben, vagy, ha a CEP 3, CEP 7 és CEP 17 koziil legalabb kett6 esetében négy vagy tobb
sejtben gain volt kimutathatd, azaz 3 vagy tobb szignal volt sejtenként. Esetenként legalabb
25 koéros sejtet vizsgaltunk. Egyéb esetekben addig folytattuk a szamoléast, amig az
eldirasnak megfeleld kritériumok teljesiiltek, vagy mig az egész mintat végig elemeztiik.
Korosnak tekintettiink egy sejtet, ha az UroVysion teszt alapjan citologiai atipiat mutatott
¢és/vagy megfelelt az UroVysion Bladder Kit citogenetikai atipia kritériumainak és/vagy
egyéb citogenetikai eltérésekkel tarsult (részleges 9p21 delécio, 9p21 felszaporodas, 3-as,
7-es vagy 17-es kromoszoma delécidja). A citoldgiai abnormalitdst morfologiai eltérések
alapjan hataroztuk meg (megnagyobbodott, abnormalis sejtméret, megvaltozott sejt:sejtmag

arany).

111/5. Statisztika

Normalitas vizsgalat utdin nem-parametrikus Mann-Whitney U és ANOVA teszttel
(Kruskal-Wallis) hasonlitottuk 0ssze az expresszios értékeket az egyes vizsgalt csoportok

kozott, mivel a mintdk nem kovették a normal eloszlast. A kategorikus valtozok vizsgélata
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esetén Chi? vagy Fisher féle exact tesztet hasznaltunk. TT és KMT analiziseket Kaplan-
Meier modszerrel végeztiik el. A kiilonbozo tulélési gorbék Gsszehasonlitdsahoz log-rank
tesztet alkalmaztunk. A szemi-kvantitativ és a kvantitativ analizis eredményei kozotti
korrelaciot a Spearman féle korrelacids teszttel vizsgaltuk. A statisztikai elemzést a
Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA; LG-HG, feliiletes hugyholyagdaganatok)
valamint a GraphPad Prism 2.01-es programokkal végeztiik (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA; UroVysion). P<0.05 valdsziniiségi értékeket fogadtuk el szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK

IV/1. Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgdlat nem-tumoros
urotheliumban

Az egyes claudinok hdmon beliili expresszidos mintdzata és lokalizacidja a vizsgalt
csoportok esetében hasonld volt az irodalomban korabban kozolt adatokhoz > 9 9,
Claudin-1 membran-pozitivitas foként az urothel basalis rétegeiben jelent meg (4., 5. abra).
Claudin-2 perimembranozus-citoplazmatikus granularis reakciot adott a basalis/peribasalis
rétegekben (4., 6. abra). Claudin-3 és -5 gyenge reakciot adott néhany mintaban a ham felsé
rétegeiben (4., 7. abra). Claudin-5 kimutathatd volt az erek endotheljében, s ezt a reakciot
mint egy belsé pozitiv kontrollként is hasznaltuk vizsgalataink soran. Claudin-4 és -7
membran-pozitivitds a ham felsd rétegeiben volt detektalhato, jellemzden basalis irdnyban
csokkend intenzitassal (5., 6. és 8. abra). Azonban, a claudin-7 pozitivitas néhany esetben a
ham egész terjedelmében megjelent. Claudin-10 nem volt kimutathaté (4. abra). Mind
normal, mind a gyulladdsos hamban elszort Ki-67 pozitivitast talaltunk (7., 8. abra).

A gyulladasos mintak szignifikansan magasabb claudin-2 (morfometria: p=0.0007;
scoring analizis: p=0.034) és claudin-4 (morfometria: p=0.039; scoring analizis: p=0.014)
fehérje valamint claudin-7 (p=0.047) MRNS expressziot mutattak a nem gyulladasos

mintakhoz viszonyitva (9.a., b. tablazat).
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4. abra: Claudin-1, -2, -3, -5 ¢és -10 expresszio normal urothelben, low és high grade UCC-
ben

Normal Low grade High grade

. N s TF

50 pm

Claudin-1

Claudin-2

Claudin-3

Claudin-10 Claudin-5
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ényképek azonos nagyitassal és beallitasokkal késziiltek, 1épték: S0um.
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5. abra: H&E, claudin-1 és -4: normal urothel, UP, IUP, LG-UCC

H&E Claudin-1 Claudin-4

PUNLMP Invertdlt papilloma Papilloma

LG-UCC

o ) e SO

- - > -

7. a., d., ., j., m. dbra: H&E festés: normal urothelium; UP; I[UP; PUNLMP; LG-UCC
7.b., e., h., k., n. abra: Claudin-1 festés: normal urothelium; UP; IUP; PUNLMP; LG-UCC

7. c., 1., i., L., 0. abra: Claudin-4 festés: normal urothelium; UP; IUP; PUNLMP; LG-UCC

A claudin-4-et a median felett (0) és a median alatt (o inzertje) LG-UCC-k

A claudin-1-et a median felett (k) és a median alatt (k inzertje) PUNLMP-k

UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus
potencialua papillaris urothelialis neoplasia, LG-UCC: low grade urothel sejtes carcinoma

lépték: 50 um; minden fénykép egységes beallitasokkal késziilt ( az inzerteket beleértve).
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6. abra: Claudin-2 és -7 expresszié normal hamban, papillomaban, invertalt papillomaban,
PUNLMP-ben és LG-UCC-ben

Claudin-2 Claudin-7
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7. abra: Claudin-3, Ki-67, CK-5/6 és CK-20 expresszi6 a normal urothelben, papillomaban,
invertalt papillomaban, PUNLMP-ben és LG-UCC-ben
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Claudin-3 nem, vagy nagyon gyengén volt kimutathat6. Ki-67 a normal hamban, a papillomaban és

az invertalt papillomaban alacsonyan expresszalodott, altalaban a basalis hamrétegekben, mig
PUNLMP-ben és Ki-67-ben a ham egész terjedelmében. CK-5/6 a ham basalis, mig a CK-20 a ham
superfitialis rétegeiben jelent meg. CK-20 pozitivitds LG-UCC-k esetén nem az intermedier €s
basalis rétegekben is megjelent az esetek egy részében.
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8. abra: Claudin-4, -7 és Ki-67 expresszio normal hugyholyaghamban

Normal Low grade High grade

— () |111]

H&E

Ki-67

Claudin-4

Claudin-7

A képek azonos nagyitassal és beallitasokkal késziiltek, 1épték: SOum.

High grade tumorok szignifikansan magasabb Ki-67 (p<0.0001), CLDN-4 (p=0.037) és
szignifikansan csokkent CLDN-7 (p<0.0001) fehérje expressziot mutattak a low grade
tumorokhoz viszonyitva.
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9.a. tablazat: Claudin fehérje, mRNS és Ki-67 fehérje expresszid Osszehasonlitisa a

kontroll és tumoros mintadkban

NGYK vs GYK [NGYK vs UCC |GYK vs UCC |LG vs HG* |LG vs HG**
Claudin-1 IHK |7 (0.386) 4(0.014) 4(0.001) 4(0.078) | (0.035)
Claudin-2 IHK |7 (0.007) 1(0.489) 4(0.001) 1(0.913) | 1(0.337)
Claudin-4 IHK |1 (0.039) 1(0.125) 1(0.082) 1(0.037) | 1(0.011)
Claudin-7 IHK |1 (0.791) 1(0.115) 1(0.062) 4(<0.001) | (0.001)
Claudin-1 mRNS |{(0.624) 1(0.101) 10.117) 4(0.025) |4(0.0173
Claudin-2 mRNS | 1(0.624) 1(0.037) 10.727) 1(0.002) | 7T (0.009)
Claudin-4 mRNS |{(0.624) 1(0.092) 1(0.034) 1(<0.001) | 1(<0.001)
Claudin-7 mRNS | 1(0.047) 1(0.001) 1(0.043) 4(0.720)  |4(0.819)
Ki-67 1(0.245) 1(0.076) 1(0.196) 1(<0.001) | 1(<0.001)

9.b. tablazat: Claudin fehérje expresszid dsszehasonlitdsa a kontroll és tumoros mintdkban

szemi-kvantitativ analizissel

NGYK vs GYK [NGYK vs UCC |GYK vs UCC |LG vs HG* |LG vs HG**
Claudin-1 IHK |1 (0.337) 3(0.047) 1(0.003) 1(0.914)  |1(0.049)
Claudin-2 IHK |1 (0.034) 1(0.279) 4(<0.001) | 71(0.810) 1(0.337)
Claudin-4 IHK |1 (0.014) 1(0.075) 1(0.062) 17(0.011) | 1(0.042)
Claudin-7 IHK |1 (0.637) 1(0.373) 1(0.081) 1(0.014) |1 (0.024)

* T2-vel ;** T2 nélkiil,
IHK: immunhisztokémia; NGYK: kontroll minta gyulladas nélkiil; GYK: gyulladasos kontroll
minta; Szignifikans eltérések vastagon vannak szedve; vs= viszonyitva /versus/; Mann-Whitney U
tesztet hasznaltuk két egymastol fiiggetlen csoport kdzotti kiilonbség vizsgalatara (Ta-T1 vs T2; LG
vs HG) ; A nem alahtzott csoportokat viszonyitottuk az alahuzott (referencia) csoportokhoz.

T a nem alahtizott csoportok magasabb expressziot mutatnak a referencia csoporthoz képest.

4 a nem alahtizott csoportok alacsonyabb expressziot mutatnak a referencia csoporthoz képest.

() p-értékek;

A gyulladdsos mintdkban az ernydsejtekben is kimutathatd volt a claudin-2, mig a nem

gyulladdsos mintakban altaldban nem lattunk reakciot ezen lokalizacioban.
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IV/2. Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgdlat tumorokban

Claudin-1, -2, -4 és -7 kimutathato volt legtobb esetben. Claudin-3 és -5 csak
néhany, tobbségében jol differencialt tumorban volt detektalhatd. Claudin-10 nem volt
kimutathaté. A ham rétegei szerinti eloszlasa a claudin-1, -2, -4 és -7-nek a daganatokon
beliil hasonl6 volt a normal hamban talaltakhoz, mig a claudin-4 az UCC-kben dontéen a
ham egész terjedelmében megjelent. Invertdlt papillomdkban kérdéses lehet a szoveti
orientaci6 megitélése a H&E metszetek alapjan (5. abra, 46. oldal), ezért is fontos lehet a
claudinok standard hamon beliili eloszlésa.

A tumoros mintak csokkent claudin-1 (p=0.01) és emelkedett claudin-2, -4 és -7
valamint Ki-67 fehérje és emelkedett claudin-1, -2, -4 és -7 mRNS expressziot mutattak a
nem-gyulladasos kontrollhoz képest (9. tablazat, 50. oldal).

A LG és a HG csoportok dsszehasonlitasa hasonlo eredményeket adott mind a T2-es
tumorokat belevéve(*), mind kihagyva(**) azokat a HG csoportbol (9.a tablazat, 50. oldal).

A HG tumorok szignifikansan magasabb claudin-4 (p*=0.037;p**=0.011; 8. abra,
49.oldal) és Ki-67 (p*<0.001;p**<0.001; 8. abra, 49.oldal) valamint szignifikansan
alacsonyabb claudin-1 (p**=0.035) és claudin-7 (p*=0.025; p**<0.001; 8. abra, 49.0ldal )
fehérje expressziot mutattak a LG tumorokhoz viszonyitva. A szemi-kvantitativ scoring
vizsgalat eredménye hasonlo szignifikans kiilonbségeket adott (9.b tablazat, 50.oldal).
Csokkent claudin-1 (p*=0.025; p**=0.017) és emelkedett claudin-2 (p*=0.002; p**=0.009)
és claudin-4 (p*<0.001;p**<0.001) MRNS expressziot talaltunk a HG UCC-kben a LG
UCC-khez képest (9. tablazat, 50. oldal). A HG tumorokban a LG tumorokhoz viszonyitva
szignifikansan magasabb volt azoknak a tumoroknak az aranya, amelyek a claudin-4-et a
tumor egész terjedelmében expresszaltak, mig a LG tumorok inkabb a normélhoz hasonlo
lokalizacioban, azaz a ham felsd rétegeiben expresszaltdk a claudin-4-et (Chi® test;
p*<0.001; p**<0.001).

Fluoreszcens vizsgalatok soran az esetek tobbségében a claudin-4 és claudin-7
kolokalizacigja volt megfigyelhetd. Az immunfluoreszcens analizis is alatamasztotta a
fentebb emlitett kiilonbséget a LG és HG tumorok kozott: a HG-ben emelkedett a claudin-4

¢és csokkent a claudin-7 expresszio (9. abra).
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9. abra: Claudin-4 ¢és -7 Immunfluoreszcens vizsgalata low és high grade UCC-ben

9.a., c., e. abra claudin-4, claudin-7 és ko-lokalizaciojuk low grade UCC-ben.
9.b, d., f. abra. claudin-4, claudin-7 és ko-lokalizaciojuk high grade UCC-ben.
600x nagyitas.

A PUNLMP-k ¢és a LG-UCC-k koziil néhany esetben a claudin-1 és -4 a tumor
egész terjedelmében pozitivitast mutatott. Az invertalt papillomak 73%-ban (11/15) a
claudin-1 a daganat teljes terjedelmében pozitiv volt (5. abra, 46. oldal). Claudin-1 és -2
expresszio alacsonyabb volt a LG-UCC-kben a papillomédkhéz, invertalt papillomakhoz és
a PUNLMP-khez képest. Claudin-4 és -7 expresszié nem mutatott jelentOs eltérést az egyes
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csoportok kozott. Egyik esetben sem talaltunk emelkedett claudin-3 expressziot (10. abra).

Azonban csak a claudin-1 esetében talaltunk szignifikans eltérést az egyes csoportok

kozott: az invertalt papillomékban szignifikdnsan magasabb volt a claudin-1 expresszid a

papillomakhoz, LG-UCC-khez és a PUNLMP-khez viszonyitva, mind a morfometria, mind

a szemi-kvantitativ kiértékelés eredménye alapjan (10.a, b. tablazat; 5. abra, 46. oldal; 10.
abra, 56. oldal).

10.a. tablazat: Morfometria eredményei

Krusk_al- Vs Vs

Festés| Csoport | Atlag |St.Hiba V:'ei'z'f vs UP | vs TUP | NP | Le-uce

P érték | p érték | p érték p érték p érték

_ [Normal [ 1345 182 1.000 | 0.040% | 1.000 1.000

= [up 2021 | 2.09 0.006* | 1.000 1.000

€ [P 3495 | 374 | 0.001* 0.047* | 0.002*

S [PUNLMP| 2274 | 3.14 1.000
LG-UCC | 18.65 | 3.46

. [Normal | 044 | 0.15 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000

Y [up 127 | 029 1.000 | 1.000 0.057

T [P 121 | 056 | 0.104 1.000 1.000

S [PUNLMP| 081 | 0.29 1.000
LG-UCC | 033 | 008

. [Normal | 256 | 1.20 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000

T [up 477 | 077 1.000 | 1.000 1.000

T [P 392 | 1.02 | 0631 1.000 1.000

& [PUNLMP| 411 | 051 1.000
LG-UCC | 4.03 | 0.66

— [Normal [ 0284 | 0094 1.000 | 1.000 | 1.000 0.620

T [up 015 | 0.06 1.000 | 1.000 1.000

€ [P 024 | 010 | 0.162 1.000 1.000

% [PUNLMP| 0.21 | 0.09 0.720
LG-UCC | 007 | 005

10.a. tablazat: morfometria eredményei;

10.b. tablazat: a score x intenzitas vizsgalat eredményei,
10.c. tablazat: Ki-67 vizsgalat eredményei

Atlag, standard hiba (StHiba) és a Kruskal-Wallis test p értékei vannak feltiintetve a 10.
tablazatban egyiitt az egyes csoportok kozotti fehérje expresszid dsszehasonlitasaval (normal, UP,
IUP, PUNLMP and LG-UCC). A szignifikans valtozasok (p<0.05) vastagon vannak szedve és
csillaggal (*) vannak megjelolve. UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma;
PUNLMP: alacsony malignus potencialu papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade
urothel sejtes carcinoma; vs: versus, viszonyitva
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10.b. tablazat: A szemi-kvantitativ (score X intenzitas) vizsgalat eredményei

Krusk_al- VS vs LG-
Festés | Csoport | Atlag |St.Hiba Véilzlf US| B lIolE PUNPLM UuccC
P érték | p érték | p érték | p érték p érték
. Normal 6.00 1.155 1.000 | 0.047* | 1.000 1.000
< |UP 8.68 0.75 0.039* 1.000 1.000
"g IUP 11.63 | 0.97 0.002* 0.027* 0.006*
‘_g PUNLMP | 8.82 0.85 1.000
LG-UCC | 7.50 0.98
~ Normal 2.4 0.65 1.000 | 1.000 1.000 1.000
< |UP 3.52 0.59 1.000 1.000 1.000
"g IUP 3.36 0.76 0.567 1.000 1.000
% PUNLMP | 3.83 0.73 1.000
LG-UCC | 2.79 0.52
< Normal 3.00 0.58 1.000 | 1.000 1.000 1.000
< |UP 3.75 0.49 1.000 1.000 1.000
§ IUP 4.27 0.73 0.459 1.000 1.000
‘_g PUNLMP | 3.62 0.47 1.000
LG-UCC | 4.89 0.62
g Normal 1.67 0.33 1.000 | 1.000 1.000 0.164
< |UP 0.83 0.26 1.000 1.000 1.000
"g IUP 1.33 0.66 0.096 1.000 1.000
‘_g PUNLMP | 0.59 0.17 0.651
LG-UCC | 0.37 0.15
10.c. tablazat: Ki-67 vizsgalat eredményei
Krusk_al- Vs
Festés | Csoport | Atlag | St.Hiba VXEZIZI,:S e e L LG-UCC
pérték | pérték | p érték | p érték p érték
Normal 2.10 1.05 1.000 | 1.000 0.323 <0.001*
~ |UP 3.27 | 041 1.000 0.038* <0.001*
€ liup 5.37 1.55 <0.001* 0.223 <0.001*
X [PUNLMP| 9.27 | 187 0.621
LG-UCC [17.88| 2.87
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Kruskal-
Festés | Csoport |Atlag|St.Hiba Wallis i VS
teszt |vs UP| vs IUP | PUNLMP | LG-ucc
p érték |p érték | p érték | p érték | p érték
CK-5/6 |Normal 1.12 | 0.30 1.000 1.000 1.000 1.000
UP 1.13 | 0.46 1.000 1.000 1.000
IUP 1.10 | 0.56 0.608 1.000 1.000
PUNLMP | 2.72 | 0.72 1.000
LG-UCC | 2.23 1.05
CK-20 |Normal 1.69 | 0.07 0.281 | 0.549 0.004 * 1.000
UP 1.71 | 0.72 1.000 0.712 1.000
IUP 031 | 0.20 | 0.024* 1.000 1.000
PUNLMP | 0.47 | 0.37 0.016 *
LG-UCC | 434 | 2.09

Szignifikdns valtozasok vastagon vannak szedve és csillaggal vannak jelolve*
UP: urothelialis papilloma; IUP: invertalt urothelialis papilloma; PUNLMP: alacsony malignus
potencialt papillaris urothelialis neoplasia; LG-UCC: low grade urothelsejtes carcinoma

A CK-5/6 a basalis mig a CK-20 pozitivitds az irodalomnak megfeleléen a superfitialis

rétegekben volt kimutathato (7.abra, 48. oldal) % 2% A diszregulalt CK-20 pozitivitas a

nem csak superfitialisan elhelyezked6 pozitivitds megjelenésében nyilvanult meg a LG-

UCC-k esetében. A PUNLMP-k szignifikdansan csokkent CK-20 expressziét mutattak a

normdl hamhoz és a LG-UCC-khez képest (11. tablazat). Egyéb vonatkozasban nem

talaltunk szignifikéans kiilonbséget a csoportok kozott.

LG-UCC-k szignifikdnsan magasabban expresszaltdk a Ki-67-t

a normalhoz, a

papillomakhoz és az invertalt papillomakhoz viszonyitva, valamint a PUNLMP-k az UP-khez

viszonyitva (10. tablazat/c.; 7. abra, 48. oldal; 10. abra).
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10. abra: Claudin-1 morfometria, score x intenzitas és Ki-67 dot-plot
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10.a. abra: claudin-1 dot-plot, morfometria alapjan
10.b. abra: claudin-1 dot-plot, score x intenzitas alapjan
10.c. abra: Ki-67 dot-plot

Szignifikéns eltérések: * (p<0.05)

A morfometria eredménye szignifikdnsan korrelalt a szemi-kvantitativ analizis

eredményével (Spearman féle korrelacio; r=0.75).
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IV/3. Utankovetés — Low grade — High grade UCC-k

A LG paciensek koziil egy sem (0/27), mig a HG betegek koziil 19-en (19/57)
hunytak el hugyholyagrak miatt (p<0.01; Fisher-féle exact teszt). Ebbdl a 19 esetbdl 17
beteg izominvaziv hugyholyagrakban szenvedett, mig ketten T1 stadiumuak voltak.

Osszesen 64 Ta-T1 stadiumt tumor bizonyult alkalmasnak az utdnkdvetéses
vizsgalatra (27 LG és 37 HG). LG esetek koziil 13 (48%) mig a HG esetek koziil 7 (18%)
ujult ki. Az atlagos KMT 38 honap volt a LG-ben, mig 47 honap a HG-ben. Azok a Ta-T1-
es tumorok, melyek magasan, azaz a median f6l6tt expresszaltdk a claudin-7 fehérjét
szignifikansan rovidebb KMT-sel rendelkeznek a claudin-7-et alacsonyan, a median alatt
expresszald tumorokhoz viszonyitva (Kaplan-Meier analizis, p=0.029; 11.a. abra).

HG-bdl 3 eset (ebbdl kettd hugyholyagrakban halt meg), mig a LG-bol egy eset sem
progredialt izominvaziv daganatta.

A HG tumorok (T2-vel) szignifikdnsan rosszabb teljes tuléléssel rendelkeztek a LG
tumorokhoz viszonyitva (Kaplan-Meier analizis, p<0.001, 11.b. &bra). A nemzetkdzi
irodalomnak megfeleléen az izominvaziv (T2) esetek szignifikdnsan rosszabb thléléssel
rendelkeztek a feliiletes (Ta-T1) esetekhez viszonyitva (Kaplan-Meier analizis; p<0.001,
1l.c. abra). A cisztektomiaval kezelt izominvaziv betegek tovabb éltek (48 honap
viszonyitva 14 honaphoz; Kaplan-Meier analizis, p=0.0155, 11.d. dbra) az egyéb modon
kezelt izominvaziv daganatos betegekhez viszonyitva.

Multivarians analizist nem tudtunk végezni a LG-HG csoportokkal, ugyanis mig
egyetlen LG beteg sem, addig 19 HG (ezek koziil 17 T2-es stadiumu volt) hunyt el
uroldgiai okbdl (5. tablazat. 33. oldal).
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11. abra: UCC-k tulélés analizise a grade stage €s a claudin-7 fehérje expresszio alapjan

a — Claudin-7 alacsony ---- Claudin-7 magas b — Low grade ----- High grade
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11.a. abra: Az alacsony claudin-7 fehérje expresszié (a median alatt) szignifikansan hosszabb
KMT-el tarsult a magas (median f6lotti) claudin-7 fehérje expresszidhoz viszonyitva Ta-T1-es
tumorokban.

11.b. abra: A high grade tumorok szignifikdnsan révidebb teljes tGlélést mutattak a low grade
tumorokhoz viszonyitva.

11.c. abra: T2-es tumorok szignifikdnsan rovidebb teljes taléléssel tarsultak a Ta-T1-es
tumorokhoz viszonyitva.

11.d. abra: Cisztektomiaval kezelt T2-es esetek szignifikansan hosszabb teljes taléléssel
rendelkeztek a nem radikalis sebészeti modszerrel kezelt T2-es betegekhez viszonyitva.

Komplett esemény: a paciens meghalt vagy a daganat kitjult

Cenzoralt esemény: a paciens egyéb okbol elhunyt, vagy véget ért az utankovetési idészak

UCC: urothel sejtes carcinoma (urothelial cell carcinoma)
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IV/A. Utankovetés — Feliiletes hugyholyagdaganatok

A feliiletes hugyholyagdaganatok vizsgalata soran az atlagos utankovetési idé 59,79
(3-126) honap volt. Egy beteg hunyt el, azonban nem uroldgiai okbol. Két PUNLMP-t
leszamitva az 0sszes eset primer tumor volt. Osszesen 20 LG-UCC, 20 PUNLMP, 18
papilloma és 15 invertalt papilloma bizonyult alkalmasnak az utankovetéses vizsgalatra.
Kitjulas 16 esetben tortént (10/20 LG-UCC; 6/20 PUNLMP), az atlagos KMT 21,43 (4-60)
volt ezen esetekben. A papillomék és invertalt papillomék nem wjultak ki.

Két LG-UCC péciens kapott korai, a miitétet hat o6rdn beliil kdvetd intravesicalis
Mytomicin-C (MMC) instillaciot. Tizenharom beteg részesiilt 6 széria MMC (2 PUNLMP;
11 LG-UCC), mig 5 beteg 6 széria Farmorubicin (2 PUNLMP; 3 LG-UCC) kezelésben az
els6 mitétet kovetden. Az invertalt papillomak €s a papillomak esetében nem volt miitétet
kovetd kemoterapia. Nem volt szignifikans Osszefiiggés a kiujulas és a miitétet kdvetd
terapia kozott, azonban, azok a paciensek, akik posztoperativ instillaciot kaptak, hosszabb
KMT-sel rendelkeztek azokhoz a paciensekhez viszonyitva, akik nem kaptak (22 hénap
viszonyitva 16 honaphoz).

A Kaplan-Meier modszerhez az egyes csoportokat kettévalasztottuk a claudin, a
CK-5/6, a CK-20 és a Ki-67 expresszio alapjan: az egyik csoport, amelyik magasan, a
median folott expresszalja a claudinokat, a CK-5/6-0t, a CK-20-at vagy a Ki-67-et, mig a
masik csoport, amelyik alacsonyan, a median alatt expresszalja a claudinokat, a CK-5/6-0t,
a CK-20-at vagy a Ki-67-¢t.

A claudin-1-et alacsonyan, azaz a median alatt expresszalo PUNLMP-k
szignifikansan rovidebb KMT-sel rendelkeznek Kaplan-Meier analizisben (Log-Rank teszt;
p=0.0289) a claudin-1-et magasan, a median f616tt expresszald PUNLMP-khez képest (12.
a., b. dbra). A claudin-4-et magasan, a median f616tt expresszalé LG-UCC-k szignifikansan
rovidebb KMT-sel rendelkeznek Kaplan-Meier analizisben (Log-Rank teszt; p=0.0063) a
claudin-4-et alacsonyan, a median alatt expresszald6 LG-UCC-khez viszonyitva (12.c., d.
abra). Claudin-2, -7, CK-5/6, CK-20 és a Ki-67 expresszio nem mutatott Osszefliggést a
KMT-sel (12. e., f. abra).
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12. abra: KMT vizsgalat claudin-1, -4 és Ki-67 alapjan PUNLMP-ben és LG-UCC-ben
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12.a., b. abra: KMT analizis claudin-1 alapjan PUNLMP-ben; morfometria, score x intenzitas
12.c., d. abra: KMT analizis claudin-4 alapjan LG-UCC-ben; morfometria, score x intenzitas
12.e., f. abra: KMT analizis Ki-67 alapjan PUNLMP-ben és LG-UCC-ben

Komplett esemény. a daganat kijult; Cenzordlt esemény: az utankovetés véget ért vagy a paciens
haléala vagy az utankdvetési iddszak vége miatt; KMT: kiujulds mentes talélés
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IV/5. Eredmények - UroVysion

A vizeletbdl szarmazod tumorsejtekben az UroVysion segitségével detektalt
specifikus genetikai eltéréseket hasonlitottuk 6ssze a TUR szdvettani eredményével. Az
UroVysion teszt pozitivitdsi kritériumai 34 esetben teljesiiltek, minden esetben

szovettanilag igazolt UCC volt kimutathat6 a hattérben (12. tablazat).

12. tablazat: FISH eredmények vizeletmintakbol

Diagnozis FISH eredménye
(szbvettan
alapjan) pozitiv | negativ | értékelhetetlen
Rosszindulatu UCC (43) 34 5* 4
Gyulladas (6) - 5 1
Joindulatg  [—yRerplasia2) | - 2 -
Papilloma (2) - 2 -
Eltérés nélkil (2) - 2 -
* mindegyik Ta UCC

Negativ eredményt 16 esetben kaptunk, melybdl 5 eset bizonyult a késébbi

szovettan eredményeként feliiletes, jol differencialt tumornak (13. tablazat).

13. tablazat: FISH eredmények Ta UCC-kben

Diagnozis FISH eredménye
(szbvettan
alapjan) pozitiv | negativ | értékelhetetlen
TaUCC 3* 5** 1
Grade 1G1;,2G2| 5G1 1G2

* mind a harom tumor >5 mm vagy multiplex
** 3/5 tumor < Smm

Osszességében a FISH vizsgalat fajlagossaga a szovettan alapjan 100%-nak, mig
érzékenysége 87%-nak bizonyult.

Abbol a 12 esetbdl, ahol a reggeli elsé és masodik vizeletbdl is elkésziilt a FISH, 9
UCC koziil 3 esetben mindkét teszt pozitiv, négy esetben az egyik teszt pozitiv, mig a

masik értékelhetetlen, egy esetben az egyik teszt pozitiv, mig a masik negativ, mig egy
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esetben az egyik teszt negativ a masik értékelhetetlen volt. Ezek szerint 8 minta pozitiv
(legalabb az egyik minta pozitiv), egy minta negativ volt. Mind a harom malignitastol
mentes minta negativnak bizonyult. Nem volt szignifikans kiilonbség a reggeli elsé és
masodik vizeletbdl késziilt FISH vizsgalatok eredményei kozott, valamint az értékelhetetlen
esetek egyenlden oszlottak el ezen két csoport kozott.

A 34 FISH-pozitiv UCC koziil a 9p21 16kusz delécidja volt a 6 genetikai eltérés két
T1-es valamint két T2-es tumorban (12%) /13. abra/.

13. abra. 9p21 delécio /FISH/

A 9p21 16kuszt jelzd specifikus SpectrumGold jel hianyzik a sejtmagvakbol. Az inzertben egy
normal sejt lathatd. CEP3: SpectrumRed (piros); CEP7: SpectrumGreen (z6ld), CEP17:
SpectrumAqua (vilagoskék); DAPI magfestés; eredeti nagyitas: 1000x
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Harminc esetben (88%), ide értve a FISH-sel pozitivnak bizonyult Ta-s tumort, a 3-

as, 7-es és 17-es kromoszomak felszaporodasa volt kimutathat6 (14. abra).

14. abra: 3-as, 7-¢s és 17-es kromoszoma felszaporodasa /FISH/

A 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak emelkedett szamat a sejmagvankénti kettonél tobb piros, zold és
halvanykék jel jelzi. A két aranysarga jel, mely a 9p2l jelenlétét jelzi, minden sejtmagban

crer

szabalytalanok ¢és joval nagyobbak, mint a normal sejtmag. Az inzertben kontrollként egy normal
sejt lathato. CEP3: SpectrumRed (piros); CEP7: SpectrumGreen (z6ld), CEP17: SpectrumAqua
(vilagoskék); LSI 9p21: SpectrumGold (aranysarga); DAPI magfestés; eredeti nagyitas: 1000x.

Tovabba két esetben a 9p21 lokusz gain-je is megtalalhatd volt. Ezzel szemben,
nyolc esetben a 3/7/17-es kromoszomak felszaporodasan til egy azon sejten beliil a 9p21
elvesztése is detektalhato volt (15. abra). Osszesen 11 minta mutatott komplett 9p21

deléciot (32 %).
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15. abra: 3/7/17 és 9p21 sokszorozddas és Ip21 delécid /FISH/

A 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak emelkedett szamat a sejmagvankénti ketténél tobb
piros, zold és halvanykék jel mutatja a nyillal jelolt sejtekben. A sarga nyil a 9p21-re specifikus
aranysarga jelbdl ketténél tobbet tartalmazo sejtre mutat. A fehér nyil 9p21 elvesztését tartalmazo

cres

szabalytalanok és joval nagyobbak, mint a normal sejtmag. Az inzertben kontrollként egy normal
sejt lathato. CEP3: SpectrumRed (piros); CEP7: SpectrumGreen (z6ld), CEP17: SpectrumAqua
(vilagoskék); LSI 9p21: SpectrumGold (aranysarga); DAPI magfestés; eredeti nagyitas: 1000x.

A feliiletes (Ta) tumorokban szignifikansan magasabb volt az UroVysion-nel
detektalt genetikai eltérést tartalmazo sejtek aranya a Tl-es és T2-es tumorokhoz
viszonyitva (p<0,05 mind MW, mind K-W/DMC teszttel), mig a T1 és T2 kozott nem volt
szignifikans eltérés. Szintén pozitiv korrelacio volt a differencidltsag és a genetikai eltérést
mutato sejtek szama kozott: a G3-as tumorokban szignifikdnsan magasabb volt a genetikai

eltérést mutato sejtek aranya a G1-es tumorokhoz viszonyitva (K-W/DMC teszt).
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V. Megbeszélés

A hugyholyagrak el6forduldasa hazdnkban az elmult években névekvd tendenciat
mutat *. Magyarorszagon évente kozel 2000, mig Eurépaban tobb mint 120.000 4 esetet
regisztralnak ®. Az (jonnan diagnosztizalt esetek 70%-a feliiletes tumor, melyek kozel fele a
kezelés ellenére kiajul, 15% pedig izominvazivva valik. Hugyholyagrakok esetében a
terapia, s egyben a prognodzis, egyik legfontosabb eleme az, hogy a daganat besziiri-e az
izomréteget, vagy sem. Ezen két csoport jelentdsen eltérd 5 éves tuléléssel rendelkezik:
95% a nem izominvaziv, mig 50% az izominvaziv tumorok esetében *. Ebbdl is
kovetkezik, hogy a daganat kimenetelét dontden meghatirozza a diagnézis id6pontja, azaz
minél korabbi stadiumban sikeriil diagnosztizalni egy tumort, a beteg annal jobb tulélési
eséllyel rendelkezik.

A hugyhdlyagrékok dontd tobbségében az elsd tlinet a néma, panaszok altal nem
kisért vérvizelés, mely sok esetben spontdn megsziinhet, félrevezetve ezzel a kezeldorvost
és a beteget is. Eppen ezért, a vérvizelést mindaddig rosszindulati daganat tiinetének kell
tekinteni, mig ki nem zartuk annak lehetdségét. Egyéb hugyhdlyagrak gyanujat felvetd
tinet lehet még a gyakori vizelés, fajdalmas vizelés, kezelés ellenére nem sziind
gennyvizelés, elérehaladott stadiumban kismedencei fajdalom, nehézlégzés, csontfijdalom
és veseelégtelenség tiinetei is 2%,

Az elmult években szamos kutatds célja volt egy megbizhatd, kellden szenzitiv
prognosztikai/diagnosztikai teszt kifejlesztése. Jelenleg nem 4ll rendelkezésiinkre olyan
marker, ami dnmagéban egyértelmiien bizonyitana a hugyholyagrak jelenlétét, illetve eldre
jelezné az egyes esetek varhato biologiai viselkedését.

Az utankdvetés soran a rendszeres holyagtiikrozés megbizhatdo modszer a kitjulasok

. f 2
észlelésére 2

. Holyagtiikrozés soran szovettani mintavételre is van lehetdség, mely
mintavétel jelenleg mas modszerrel rutinszerlien nem kivitelezhetd. Tovabba a szdvettani
vizsgélat soran olyan adatokhoz jutunk, amelyeket mashogy egyelére nem tudunk
megszerezni, azaz milyen szovettani tipusi daganattal allunk szemben (laphamrak,
atmeneti sejtes carcinoma, esetleg adenocarcinoma) illetve, hogy a daganat besziiri-e a

lamina-propriat vagy az izomréteget. Azonban a cisztoszkopia egy koltséges, a beteget
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megterheld, fajdalmas beavatkozas °. Célszerii volna egy olyan modszer kifejlesztése, mely
kivalthatna a holyagtiikrozést.

A htgyhdlyagdaganatok kimutatasara ilyen kézenfekvd, nem invaziv lehetség a
vizeletben talalhatd sejtek, molekuldk vizsgéalata. A diagndzis/utankovetés soran
kiegészitésként, vagy oOnalloan hasznalt vizelet-citologiat 1945 ota alkalmazzak magas
rizik6jh betegek sziirésére “°*. Annak ellenére, hogy a citolégia nem invaziv modszerként a
rosszul differencialt tumorok esetében megbizhatd pontossaggal és érzékenységgel mutatja
ki a daganat jelenlétét, tobb hatranya is van. A kisméret, jol differencialt tumorok esetében
alacsony az érzékenysége 2. Ezen tl pedig a vizsgalat eredménye nagyban fiigg a
vizsgalo tapasztalatatol, a minta elkészitésétdl, kezelésétol.

A vizeletvizsgalatrol sz616 publikaciok tobbsége az alabbi tesztekkel kapcsolatos:
BTA (Bard-féle tumor antigén), NMP22 (nuclear matrix protein 22), TPA (tissue polipeptid
antigen), fibrinbomldsi termékek, telomerdz aktivitdsi mérések, mikroszatellita valamint
FISH vizsgalat 206, 207, 208,209,210, 211 g o kziil az FDA 4ltal is torzskonyvezett a NMP22, a
BTA ¢és a FISH alapu UroVysion tesztek, azonban egyik moddszer sem terjedt el a
rutindiagnosztikaban % A BTA teszt az UroVysion-nél gyengébb, de jo érzékenységgel
(81% vs. 78%) rendelkezik. Eldnye, hogy a citoldgianal érzékenyebb, azonban jol
differencialt tumoroknal alacsony a fajlagossaga. Gyakori az alpozitivitas egy€b urologiai
megbetegedésekben, valamint a teszt nem értékelhetd jelentdés haematuria /proteinuria
esetén. Az NMP22 teszt elonye alacsony koltsége, emellett relativ magasabb specificitasa
(75%) segitheti az occult tumorok kimutatasat. Alacsony érzékenysége (45%) és az
alpozitiv esetek aranya azonban egyéb urologiai betegségekben, urologiai beavatkozasok
utén korlatozza hasznalhatosagat %2,

A fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) technikat 2000-ben fejlesztették ki, és az

213,214 Halling és

FDA 2001 jaliusdban hagyta jova a huigyholyagrakok diagnosztikajaban
mtsai a vizsgalat specificitdsat 96%-nak, mig érzékenységét 81%-nak talaltak 213, Sajat
vizsgalatunkban a FISH vizsgalat specificitasa 100%, mig fajlagossaga 87%-nak bizonyult.
Bollmann és mtsai Osszefliggést talaltak az UroVysion vizsgélattal kimutathaté genetikai
eltérések sulyossagi foka és a tumorok differencialtsaga valamint stadiuma kozott 2> #°,

Hasonl6 tendenciat sajat mintaink esetén is talaltunk, azaz a pozitivitasi kritériumoknak
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megfeleld sejtek aranya pozitiv korrelaciot mutatott a stadiummal (Ta—T1, T2) valamint a
differencialtsaggal (G1—-G2—G3). Az UroVysion teszttel kiegészitett vizeletcitologia
kivaldo eredményt adott. Jelentds vizsgdlo fiiggdsége, technikai hattér igénye, valamint
magas koltsége miatt nem valoszinii, hogy klinikai alkalmazéasa a rutin diagnosztikdban
széles korben el fog terjedni. Szamos eldnye ellenére nem tudja kivéltani a holyagtiikrozést
217 Azonban, nagy segitséget nyujthat a differencialatlan tumorok, valamint a CIS
utankdvetése soran, ahol a cisztoszkopia-citologia kombinacional magasabb szenzitivitast
¢s specificitast mutat a recidivak diagnosztizalasa soran 218

A szovettani lelet prognosztikai értékéhez egyéb immunhisztokémiai/genetikai
vizsgalatok is tobb informdaciot adhatnak, ami lényeges, mivel az azonos szovettani képet
mutatd tumorok is eltérd prognozissal rendelkezhetnek. Az adatok a hiigyholyagrakok uj

k . Nem valoszinii, hogy egyetlen

prognosztikus faktorair6l ugyanakkor ellentmondésosa
marker Onmagéaban képes lesz megjosolni a bioldgiai viselkedést, azonban markerek
kombinacidja hozzajarulhat a pontosabb klasszifikaciohoz ?°. Szamos markert, koztiik
sejtciklus szabalyozokat (p53 * %3, pRb ** %), onkogéneket (FGFR3 *, EGFR %),
proliferacidos markereket (Ki-67 2, Aurora kinaz 94), extracellularis matrix fehérjéket (E-
Cadherin % 1% cD44 %) vizsgaltak az elmult években. Egyik vizsgalt marker sem
mutatott a szovettannal jobb diagnosztikus vagy prediktiv értéket.

A hugyhodlyagrakok korismézése, terdpidja tovabbra is dontden a szOvettani
vizsgalat eredményén alapul, ezért is kiemelten fontos a megfeleld csoportba sorolas 222
Annak ellenére, hogy az adott tumor entitasok szovettanilag egységes csoportokat alkotnak
(pl. PUNLMP, LG, HG) egyes tumorok ki fognak tjulni, mig mas tumorok nem, s ezt
jelenleg nem tudjuk biztosan megmondani el6re. Tovabba léteznek olyan hatareseti
tumorok, melyek nem, vagy csak bizonytalanul sorolhatdéak be az egyes csoportokba.
Ismert, hogy a korabbi G2 tumorok nem alkottak egységes csoportot bioldgiai viselkedés
szempontjabol, ami indokolja az 0j, 2004-es WHO osztalyozasban a G1-2-3-as osztaly
helyett a LG-HG osztalyozés bevezetését 3. Azonban, mig az uj 2004-es WHO osztalyozas

hasznalhatosagat megfeleld erejli klinikai vizsgéalatokkal nem tamasztjak ald, addig az EAU

ajanlasa szerint mindkét osztalyozast figyelembe véve kell vizsgalni a tumorokat °.
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Tovabbi, uj markerek iranti igényt fokozé tényez6 a vizsgalok kozotti, valamint az
egyes vizsgalo leletein beliili szubjektiv megitélés miatti eltérés. A hugyholyagrakok 30%-a
indokolatlanul keriil a HG csoportba, mely feleslegeses terapias beavatkozasokat von maga
utan %,

A LG-HG osztalyozas prediktiv szerepét tdmasztja ald az a sajat eredményiink,
miszerint a LG betegek koziil senki, a HG betegek koziil pedig 19-en (koziiliikk 2 eset volt
Ta-T1) hunytak el hugyhdlyagrakban.

A sejtkapcsold strukturak Kozponti szerepet toltenek be a szovetek szerkezetének,
funkciojanak kialakitasaban. Ezek koziil is kiemelten fontosak az ugynevezett szoros
kapcsolatok, tight junction-ok (TJ), melyek felépitésében lényegesek a claudinok 27 130223,
A claudinok a neviiket a latin claudere (zarni) szobol kaptak. A claudin csaladnak jelenleg

27 tagjat ismerjik emberben %

. Az egyes szovetek jellegzetes claudin expresszios
mintazattal rendelkeznek, mely mintdzatok tobbnyire megfigyelhetoek a kiillonbozo eredetii
daganatos elvaltozasokban is. Claudin-1 expresszioja emelkedett cervicalis intraepithelialis
neoplasiakban a normal és a tumoros hamhoz viszonyitva 140 Csokkent expresszidja a
betegségmentes tuléléssel korreldl nyelécsé laphamrakokban 8. Claudin-2 emelkedett
expresszioja vastagbélrakokban rossz prognozissal tarsul **°. A claudin-3 ¢és -4 a
clostridium perfringens enterotoxinjanak receptorai, melyek fokozott expresszidjuk miatt
terapias célpontok lehetnek petefészekrak és prosztatarak esetében °* 7 %8 Claudin-5
segitheti a tiid0 adenocarcinomdk laphdmrakoktol vald elkiilonitését, mivel mig az
elébbiben kifejezédik, addig az utobbiban nem talalhato expresszié °’. A claudin-7 a
normal hamhoz képest csokkent expresszidja megtaldlhatd emlérakban mind a rak elotti
allapotban, mind az invaziv rakban *®, valamint vastagbél, fejnyaki és prosztatarakokban
169, 170 171 A" Claudin-10 expresszioja a betegségmentes tulélés fiiggetlen markere
hepatocellularis majrakokban 7.

A hagyholyagnak a vizelet taroldsan, valamint iiritésén kiviil fontos szerepe a
vizelettel kivalasztasra kerlil6 anyagok a vérbe, illetve a szoveti térbe torténd
visszajutdsanak a megakadalyozdsa, melyben kulcsszerepiik van az urotheliumban is

megtalalhatd claudinoknak. A claudin expressziordl hugyholyagban, illetve annak

elvaltozasaiban kevés adattal rendelkezink.
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A claudinok expresszids mintazata az urotheliumban specifikus eloszlast mutatott a
kordbbi irodalmi adatokhoz hasonléan °. Claudin-1 déntéen az urothelium
basalis/peribasalis valamint intermedier rétegeiben, mig a claudin-3, -4 és -7 a superfitialis
rétegekben volt kimutathatd. Gyulladasos kontroll esetek a normaltol eltérd claudin
expressziot mutattak: claudin-2 és -4 fehérje expresszié szignifikansan emelkedett volt a
gyulladasos eltérést mutatd mintadkban a nem gyulladt mintakhoz viszonyitva, ami felveti a
claudinok szerepét a hugyholyag gyulladdsos folyamataiban. Mint ismert, a claudin-2

L 1 r . . v 1. 5, 198,
fokozott expresszidjanak szerepe van a membran ateresztoképességének novelésében

19 Bzt timasztja ald az is, hogy a claudin-2 szintje emelkedett gyulladdsos

bélbetegségekben is, ahol az interferon-13 indukalja a fokozott expressziojat 2% 2> 2 Sét,
gyulladdsos bélbetegségekben az emelkedett claudin-3 expresszi6 még a vizeletbdl is
kimutathato %*’. Az emelkedett claudin-2 expresszié vastagbélrak sejtekben fokozza a
tumorogenitast, valosziniileg EGFR transzaktivacion keresztiil %2, Eredményeink alapjan a
gyulladasos és a normal hugyholyagham ko6zott sem fehérje-, sem mRNS-szinten nincs
lényeges eltérés a claudin-1, -3, -5, -10 expresszidban. Sajat mintdinkban mind a LG-HG,
mind a nem invaziv tumorok esetében a claudin-3 gyenge, elszort pozitivitdst mutatott.
Nakanishi és mtsai gyenge claudin-3 expressziot taldltak a felszines felsé hugyati UCC-
kben: 16 eset negativnak bizonyult (33%; 16/49), 31 eset gyenge reakcidt mutatott (<10%
pozitivitas; 63%, 31/49), mig csak két felszines UCC (4%, 2/49) mutatott 10% feletti

claudin-3 pozitivitast **°.

A basalis/superfitialis lokalizacid kozotti expresszios kiilonbség
claudin-1, -4 és -7 esetében segitheti a kis tumorfészkeken beliili helyes vertikalis
orientacidt. Tovabbd, a claudinok hozzajarulhatnanak a rendszerteleniil Gsszetomoriilt,
azonban normal és a valojaban megvastagodott, neoplasztikus ham elkiilonitéséhez. A
normalhoz hasonlé claudin-4 expressziés mintazat, azaz a basalis iranyba csokkend
intenzitasi reakcio segitheti tovabba a LG és HG tumorok elkiilonitését, mivel a HG
tumorok nagy része a ham egész terjedelmében expresszalja a claudin-4-et.

A vizsgalt csoportokban a claudin-5 expresszids szintjében nem volt kimutathato

jelent6s eltérés sem fehérje, sem mRNS szinten. A claudin-5 minden mintaban kimutathato

volt az endothelsejtek membranjaban. Ez a jelenség pozitiv belsd kontrollként is szolgalt.
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Az urothelidlis nem invaziv neoplasidkon beliil a LG-UCC-k szignifikansan
csokkent claudin-1 és szignifikansan emelkedett Ki-67 expressziot mutattak az invertalt
papillomakhoz képest. Ezek a jellemzok segithetik a patologusokat a nehéz differencial-
diganosztikai esetekben. Egy ilyen dontésnek fontos klinikai jelentdsége van, hiszen a
primer invertalt papillomakat nem kezelik az operéci6 utan, mig a LG-UCC-k posztoperativ
terapidban részesiilnek. A fenti terdpids stratégiat igazolja azon eredményliink is, hogy az
invertalt papillomak egyaltalan nem ujultak ki, mig a LG-UCC-k fele a kezelés ellenére
kitjult. Dontéen fontos lenne annak megéllapitdsa, hogy mely péciens részesiiljon
agresszivabb kezelésben, igy ndvelve a kezelés hatékonysagat és a betegségmentes tulélést.
Eiber ¢és mtsai szignifikdnsan emelkedett Ki-67 expressziot irtak le az invertalt novekedést
mutat6 urothelidlis carcinoméakban az invertalt papillomdkhoz képest, azonban a CK-20

198 Ki-67 magi pozitivitas

expresszioban nem volt kiillonbség a két csoport kozott
magasabb volt a LG-UCC-kben mint a PUNLMP-kben, azonban, a kiilonbség nem volt
szignifikans.

Eredményeinkkel 6sszhangban a Ki-67 segitségként szolgalhat a LG és HG UCC-k
elkiilonitésében %, A Ki-67 expresszié a kitjulds mentes tGlélés fiiggetlen prognosztikai
faktoranak bizonyult cisztektomidval kezelt betegekben ® Santos és mtsai low grade
papillaris hagyholyagrakokban szignifikans Osszefiiggést talaltak a Ki-67 expresszid €s a
teljes talélés valamint a kitjulas mentes talélés kozott 8, Sajat vizsgaltunkban, a LG-HG
tumorok esetében a Ki-67 expresszid Osszefiiggott a differencialtsaggal és a stddiummal,
igy nem tudtuk fiiggetlen prognosztikai faktorként vizsgalni.

CK-5/6 vizsgalata nem mutatott szignifikans kiilonbséget a nem invaziv
hugyholyagdaganatok kiilonb6zd csoportjai kozott. A CK-5/6 a basalis mig a CK-20 a
superfitialis rétegekben expresszalodott, mind a normal, mind a tumoros urotheliumban. Az
irodalomban szerepelnek adatok a CK-20 és a CK-5/6 expresszié csokkenésérdl valamint
emelkedésérdl is hugyholyagrakban ?2°. CK-20 és Ki-67 expresszio hianyat mar invertalt
papillomékban is leirtak *® *°. Valjaban a sajat mintdinkban is megtalalhatoak voltak
extrém magas €és alacsony expresszios értékek minden vizsgalt tumor-csoportban. Az

emelkedett CK-20 expresszio segitheti a LG-UCC-k PUNLMP-kt6l valo elkiilonitését.
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Masrészrél, nagyon nehéz a kérdéses eseteket egyértelmiien eldontd altalanos
kovetkeztetést levonni.

A LG-UCC-kben a papillomakhoz, invertalt papillomakhoz és a PUNLMP-khez
viszonyitva csokkent claudin-1 és -2 expresszio, valamint a HG tumorokban a LG
tumorokhoz képest emelkedett claudin-4 illetve csokkent claudin-7 expresszid megerdsiti
azt az elképzelést, miszerint a karcinogenezis ¢és a tumor-progresszid folyamatat
megvaltozott tight junction 0sszetétel jellemzi. A TJ-0k atstrukturdlodéasa soran a claudinok
extracellularis hurka a claudin antitestek szdmara hozzaférhetdvé valhat %,
Kovetkezésképpen egyértelmii és altalanos megallapitds nem vonhato le arrdl, hogy a
tumor-progresszi6 elérehaladasaval parhuzamosan a TJ-k atrendezddése/fellazulasa soran a
claudinok expressziodja kizardlag csokkenhet.

Fontos megjegyezni, hogy a HG tumorokban talalt csokkent claudin-7 és emelkedett
claudin-4 expresszio fiiggetlenek voltak az izominvazio meglététdl. A LG-HG
Osszehasonlitasok hasonld eredményt adtak a T2-es tumorokat belevéve, valamint kihagyva
a HG csoportbol. A magas claudin-7 igen, mig a Ki-67 expresszid6 nem mutatott
Osszefiiggést a Ta-Tl-es tumorokban a kiGljulss mentes taléléssel. Erdekes modon, a
claudin-7-et alacsonyan vagy magasan expresszaldé tumorok kozott nem volt szignifikans
kiilonbség a miitétet kdvetd terapidban (pl. BCG kezelés vagy holyagba torténd instillacio;
Chi? teszt). Ezekbol kovetkezden a claudin-7 expresszié volt az egyediili olyan faktor, ami
Osszefliggést mutatott a nem izominvaziv hugyholyagrakok kitjulas mentes talélésével.

A nyelv laphamrakjaban a megvaltozott claudin-7 expresszid — a kornyezé hamhoz
képest alacsonyabb vagy magasabb — rosszabb taléléssel tarsult 2!, Csokkent vagy eltiint
claudin-7 expresszidé gyakori jelenség a nyeldcsé invaziv laphamrakjaban, valamint a
claudin-7 kiiitése laphamrak sejtvonalon fokozott invaziot eredményez 2*2. Petefészek-
rakokban épp ellenkezdleg, a fokozott claudin-7 expresszi6 tarsul rossz prognodzissal 23

A nem invaziv higyholyagrakokon beliil a LG-UCC-k esetében a magas claudin-4,
mig a PUNLMP-k esetében az alacsony claudin-1 expresszidé rossz prognozissal tarsul,
ugyanis ezen esetek rovidebb kiujulds mentes tilélést mutattak. A claudin-1 expresszio
vizsgalata hozzajarulhat az invertalt papillomak klasszikus papillomaktol, PUNLMP-ktdl és

LG-UCC-kt6l wvald elkiilonitéséhez, mivel az invertalt papillomak szignifikdnsan
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emelkedett claudin-1 expressziot mutattak a tobbi csoporthoz viszonyitva. Az emelkedett

-  , .1 151, 152, 153 w o1 159, 160
claudin-4 expresszié prosztatarak , emlérak

, mig a csokkent claudin-1
expresszio nyeldcsd laphamrak 138 yalamint majrak 139 esetén rossz progndzissal tarsul.

Kiilonés modon, a kiujulads mentes talélés hosszabbnak bizonyult a HG, mint a LG
csoportban. Ujabb keletii tanulmanyok kozoltek hasonld eredményeket. A LG tumorok
kitGjuldsi rataja tobb, mint 50% volt Miyamoto és mtsai vizsgalataban !, mig a BCG-vel
kezelt T1 HG hiigyhdlyagrakok hosszu tava utankovetése soran 35%-nak bizonyult a KMT
24 Epp ellenkezdleg, May és mtsai rovidebb KMT-t €s magasabb kitjulési ratat talaltak a
HG papillaris tumorokban a LG tumorokhoz viszonyitva ?*°. Sajat adatainkban a LG
tumorok 48%-ban, a HG tumorok 17%-ban ujultak ki. A magasabb kiujulasi rata
befolyassal lehetet a KMT-re. Tovabba, a HG tumorokban talalt hosszabb KMT
kapcsolatban lehet a HG tumorokban alkalmazott BCG terapiaval (HG-ben 20, LG-ben 1
esetben alkalmaztunk BCG instillaciot). Irodalmi adatok alapjan a BCG kezelés megnyujtja
a betegség mentes talélést 2. Ezt a tendenciat sajat adatainkban is latni lehetett, bar
statisztikailag nem tudtunk szignifikdns 0sszefiiggést igazolni a terapia és a KMT kozott.

A daganatokban a normalhoz képest csokkent claudin-1 expresszid szamos

237 1. 238 4 . 2
3 vastagbél- %8 ¢s prosztatarakban %9,

carcinomaban megtalalhato, tobbek kozott mell-
Tobb munkacsoport viszont azt irta le, hogy a claudin-1 szorosan Osszefiigg a
vastagbéldaganatok kialakuldsaval, valamint, hogy fokozott az expresszidja vastagbélrakok

240

esetén “. Masrészt, Nakanishi és mtsai emelkedett claudin-1, -3 és -4 expressziot talaltak a

fels hugyati UCC-k esetén, mely rossz progndzissal tarsult 24 2% 243,

Sajat
vizsgalatainkban a nem invaziv LG-UCC-k esetén emelkedett claudin-4 expresszio
rovidebb kitjulds mentes taléléssel tarsult, valamint a HG tumorok szignifikdnsan
emelkedett claudin-4 mRNS és fehérje expressziot mutattak a LG tumorokhoz viszonyitva.
Ezen eredményeink megerdsitik a fokozott claudin-4 expresszid és a hugyhdlyagrakok
elérehaladott stadiuma, a progresszié €s a karcinogenezis kozotti kapcsolatot. Felvetddik,
hogy a claudin expressziés mintazat vizsgalata hasznalhato lehet az UCC-k bioldgiai
viselkedésének pontosabb eldrejelzéséhez.

A kdzelmultban a claudin-3-at és -4-et a Clostridium perfringens enterotoxinjanak

(CPE) receptoraként irtak le **®. A CPE-r8l mar tobb mint 15 éve ismert, hogy emlds
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sejteken gyors, direkt citolizist okoz ™ %%,

A claudin-3 és -4 overexpresszalt ovarium
carcinomaban. Az ovarium carcinoma dézisdependens citotoxikus reakcidval reagal a CPE
kezelésre. Xenograft egérkisérletekben a CPE-nek szignifikans gatlo hatasa volt a tumor-
progressziora, valamint a talélés jelentdsen meghosszabbodott 243 Hasnyalmirigy tumorok
tobbségében, hasonldan a tobbi gasztrointesztinalis tumorhoz a claudin-4 expresszio szintje
emelkedett. A CPE-val torténd kezelés akut dozisdependens citotoxikus hatast valt ki, mely
hatas, kizarolag a claudin-4 pozitiv sejteken az expresszio mértékétdl fiiggd valaszt valt ki.
A pancreas tumor egér xenograft modellben a CPE injektéaldsa tumor lizist okozott 246

Uj, in vivo adatok feltételezik, hogy a claudin-4-et kifejezé tumorsejtek genetikailag

247
k

modositott citotoxikus fuzids fehérjék célpontjai lehetne . Egy in vivo allatkisérlet

igazolta, hogy ez a fuzids fehérje meggatolhatja a claudin-4-et expresszald tumor-sejtek
attétképzését 7.

Vizsgéalatunk alatdmasztja azt a feltételezést, miszerint a tumorok kialakuldsa, a
tumorprogresszio soran a sejtkapcsolo-strukturak atalakulasa, fellazulasa kovetkezik be. A
claudin expresszio valtozasabol arra kovetkeztetiink, hogy szerepiik lehet a hugyholyagrak
karcinogenezisében.

Az mRNS- illetve a fehérje expresszids értékek nem mindenhol azonos irdnyban
valtoznak a tumor-progresszié soran. A HG tumorokban szignifikansan emelkedett claudin-
4 valamint csokkent claudin-7 fehérje expressziot talaltunk. Ezt a véltozas claudin-4
esetében az mRNS expresszios eredményeink is alatdmasztottadk. Claudin-7 esetében, annak
ellenére, hogy a HG-ben csokkent mRNS expressziot talaltunk, nem tudtuk igazolni a
szignifikans kiilonbséget a két vizsgalt csoport kozott. Az mRNS és fehérje expreszids
értekek eltérése egyrészt felveti a claudin fehérje expresszid poszt-transzlacios
szabalyozasanak lehetdségét, mikro-RNS-ek esetleges szerepét. Valdszini, hogy a
karcinogenezis soran komplex pathobioldgiai folyamatok zajlanak, melyek folyamén egyes
stadiumokban a sejtadhézio fellazuldsa, mas stadiumokban a sejtadhézid szorosabbé valasa
kovetkezik be. Az RNS izolalashoz végzett mikrodisszekcié soran eltéré lehet a
tumor/kotészovet/normal szovet ardny, ami szintén befolyasolhatja az eredményeket.

Nem talaltunk szignifikans osszefliggést a claudin-1, -2, -3, -5, -10, CK-5/6, CK-20

és Ki-67 expresszid, valamint a kiGjulds mentes tulélés kozott sem. Erdekes modon,
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forditott Osszefliggés mutathatd ki vildgossejtes veserdkban a teljes tulélés ¢és a

248, Hasonldan, a claudin-4 emelkedett

kozepes/erds claudin-3 és -4 expresszio kozott
expresszioja mutathatd ki eldrehaladott stadiumu prosztatarakban, mig a claudin-1
expresszio multivarians vizsgalatban a kiujulas fiiggetlen eldrejelzdje 134 Az eldbbiekkel
ellenkezdleg, Boireau és mtsai a rosszul differencialt T1/T2-es tumorok 60%-aban csokkent
claudin-4 expressziot talaltak a kornyezé nem tumoros hamhoz viszonyitva, mig fokozott
claudin-4 expressziot talaltak a jol differencialt, feliiletes (Ta) htgyholyagrakokban a
kérnyez6, nem tumoros hamhoz viszonyitva '™*. Azonban vizsgalatuk soran a claudin
expressziot nem a tumorok kozott hasonlitottdk 6ssze, hanem minden tumor expressziojat a
tumor melletti épnek tind ham expresszidjahoz viszonyitottak. Ezt a kiértékelési modszert
befolyasolhatta az tgynevezett ,(field carcinogenesis” / ha egyszer egy holyagban
hugyholyagrakot mutattak ki, akkor onnantol az a hdlyag nem tekintheté norméalnak/,
illetve a fiiggetlen normal mintakkal val6 dsszehasonlitas hianya. Szamos, a higyholyagrak
carcinogenesisében fontos szerepet betolté genetikai eltérés jelen lehet a tumor mellett

199

fekvo, normal kinézeti urotheliumban is . Vizsgalatunk alapjan a claudin-3, -5, -10

valdsziniileg nem jatszik 1ényeges szerepet a hligyholyagrak progresszidjaban.

Osszefoglalva, a claudinok a hugyti hamban és daganataiban is specifikus
expresszids mintazatot mutatnak, mely jellegzetesen eltér a mirigyham, illetve lapham
eredetli daganatoktol és az egyes hugyuti daganat entitdsokat is elkiilonitheti egymastol.
Ezen tilmenden a vizsgalt hugyati daganatok prognodzisat tekintve is informativ lehet a
claudin expresszids mintazat.

Tovabbra is a patologiai diagnozis és osztalyozas a gold standardja a
hugyholyagrakok prognosztikajanak és a megfeleld terapia megvalasztasanak. Jelenleg
nincs olyan marker, ami egyértelmiien el tudna kiiloniteni egymastol a vizsgalt entitasokat.

Tovabbi kutatdsokra van sziikség az osztalyozas pontositasahoz 142,
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VI. Kovetkeztetések

1. Igazoltuk, hogy a claudin és Ki-67 immunhisztokémia segitséget nyujt a kiilénbdzo
stadiuma  és differencialtsagd  hugyholyagdaganatok differencialdiagnosztikajaban,
valamint plusz prognosztikus informacioval szolgalhat a kiGjulas mentes talélés
tekintetében. A munkank soran hasznalt két értékelési rendszer (Szemi-kvantitativ és
kvantitativ) megerdsitette egymdst, ami a mindennapi gyakorlatban val6 felhasznalas

lehetdségét is alatamasztja.

2. Bebizonyosodott, hogy a HG tumorokban a LG tumorokhoz viszonyitva jelentésen
magasabb a claudin-4 és Ki-67, mig alacsonyabb a claudin-7 fehérje expresszio. A claudin-

4 mRNS expresszio esetében a hasonl6 eltérés mRNS szintli szabalyozasra utal.

3. Az emelkedett claudin-1 fehérje expresszio megkonnyiti az invertalt papillomak
klasszikus papillomaktol, PUNLMP-kt6l és LG-UCC-kt6l vald elkiilonitését. Ezen kiviil

nehezen megitélhetd esetekben a claudinok standard lokalizacioja segitheti a ham

crcr

4. Az alacsony claudin-1 expresszi6 PUNLMP esetében, a magas claudin-4 expresszio LG-
UCC-ben, mig a magas claudin-7 fehérje expresszidé Ta-T1-es tumorok esetében segithet a
rosszabb prognozissal rendelkezd, ezéltal szorosabb utdnkovetést igényld esetek

kivalasztasaban.

5. Az UroVysion teszt egy megbizhat6 diagnosztikus eszkéznek bizonyult magas
szenzitivitassal és érzékenységgel. Magas koltsége ¢és jelentds hattérigénye miatt egyeldre
nem képes kivaltani a rendszeres holyagtiikrozés szerepét, azonban kétes esetekben hasznos

segitséget nyujthat a hugyholyagdaganatok utankovetése illetve diagnozisa soran.
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VII Uj megallapitasok

A claudin-4 és Ki-67 expresszio szignifikansan magasabb, mig a claudin-7 expresszio
szignifikdnsan alacsonyabb a high grade tumorokban a low grade tumorokhoz

viszonyitva.

A magas claudin-7 fehérje expresszié rovidebb kitijulas mentes tuléléssel tarsul Ta-T1-

es tumorok esetében.

Az invertdlt papillomdkban talalt szignifikansan magasabb claudin-1 expresszio
segitheti ezen entitas elkiilonitését a klasszikus papillomaktol, PUNLMP-kt6l és a nem

invaziv low grade UCC-ktdl.

Az alacsony claudin-1 expresszi6 PUNLMP-k esetében rovidebb kiujulas mentes

taléléssel tarsul a magas claudin-1 expresszidhoz képest.

A magas claudin-4 expresszio LG-UCC-ben rovidebb kitijjulas mentes tuléléssel tarsul

az alacsony claudin-4 expressziohoz viszonyitva.

Az UroVysion teszt egy megbizhatd diagnosztikus eszkdz, magas szenzitivitassal és
érzekenységgel, azonban egyelore nem képes kivaltani a rendszeres holyagtiikrozés

szerepét az utankovetés soran.
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VIII. Osszefoglalas

A hugyholyagrakok (UCC) el6fordulasa hazankban évrél-évre novekszik. A sikeres
terapia és a tulélés szempontjabodl 1ényeges a korai diagnozis. Jelenleg nem rendelkeziink
olyan 06nall6 markerrel, ami az egyes daganatok biologiai viselkedését eldre jelezné,
valamint helyettesiteni tudna az utankovetés/diagndzis soran a holyagtiikkrozést. Jelen
értekezés célul tlizte ki a hagyholyagrakok 0 prognosztikai €s diagnosztikai markereinek
vizsgalatat. Az 0j diagnosztikus modszerek koziil a FISH alapti UroVysion tesztet, mig a
hugyholyagrak uj, lehetséges prognosztikus markerei koziil a tight junction-6k vazat alkotd
fehérjéket, a claudinokat vizsgaltuk. A claudinok differencial-diagnosztikai és
prognosztikai szerepe szamos human daganatban bizonyitott, sét, ezen fehérjék terapias
célpontok is lehetnek. Kutatasaink sordn a claudinok vizsgélatat kiegészitettiik az irodalmi
adatok alapjan mar ismert prognosztikai és diagnosztikus markerek koziil a low grade, high
grade tumorok esetében a Ki-67, mig a nem invaziv higyhodlyagrakok esetében a Ki-67,
CK-5/6 és CK-20 expresszid vizsgalataval. Az UroVysion teszt a holyagrakok esetében
kivalo szenzitivitassal és specificitassal rendelkez6, nem invaziv diagnosztikai eszkoznek
bizonyult. A high grade hugyholyagrakokban emelkedett claudin-4, Ki-67 és csokkent
claudin-7 expressziot talaltunk a low grade tumorokhoz viszonyitva. A Ta-T1-es
tumorokban az emelkedett claudin-7 expresszi6 rossz prognézissal tarsult. A nem invaziv
hugyholyagrakok vizsgéalata soran az invertalt papilloméak emelkedett claudin-1 expressziot
mutattak a klasszikus papillomékhoz, a PUNMLP-hez és a low grade UCC-hez képest. Az
emelkedett claudin-4 expresszio low grade UCC-ben, mig a csokkent claudin-1 expresszio
PUNLMP-ben rossz prognézissal tarsult. A claudinok hozzajarulhatnak a patologiai
diagndzis pontositasahoz, valamint tovabbi informéciot adhatnak a klinikai lefolyashoz.
Ezek a jellegzetességek segithetik az adott betegnek megfeleld, hatékony terdpia

kivalasztasat.
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IX. Summary

The incidence of bladder cancer (UCC) is increasing year by year in Hungary. Early
diagnosis is important in the aspect of succesfull therapy and survival. Nowadays we don’t
have a single marker, that could predict the biological behaviour of the tumour, and could
replace cystoscopy. This dissertasion aimed to investigate the new potential prognostic and
differential diagnostic markers of human urinary bladder cancer. From the new potential
diagnostic tools the FISH based Urovysion test, while from the new potential prognostic
bladder cancer markers, the tight junction protein claudins were investigated. The
prognostic and differential diagnostic value of claudins is prooved in many human tumours,
moreover, these proteins could be the docking sites for targeted therapy. In our study the
analysis of claudins was completed with the investigation of the expression of well known
prognostic marker Ki-67 in low grade, high grade UCCs, while with Ki-67, CK-5/6 and
CK-20 in non-invasive urothelial neoplasms. Inspite of being a non-invasive method,
UroVysion test revealed to bear with excellent sensitivity and specificity for bladder
cancer. High grade UCCs revealed significantly higher claudin-4 and Ki-67, and
significantly lower claudin-7 expression in comparison to low grade UCCs. Ta-T1 UCCs
strongly expressing claudin-7 were associated with significantly worse recurrence-free
survival in comparison to Ta-T1 UCCs with low claudin-7 expression. In the analysis of
non-invasive urothelial neoplasms inverted papillomas revealed significantly higher
claudin-1 expression when compared with classic papilloma, PUNLMP or low grade UCC.
Increased claudin-4 expression in case of low grade UCCs, while decreased expression of
claudin-1 in case of PUNLMPs is associated with significantly shorter recurrence-free
survival. The analysis of claudin expression might enhance the accuracy of pathologic
diagnosis and might add further information to clinical outcome. These features might help

to select personalized, effective therapy.
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