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Bevezetés

A daganatos betegségek, koztiik a hugyhdlyagdaganatok gyakorisdga hazankban
egyre novekszik. Sajnalatos modon, a testfelszinen lathatd daganatokon és a jol sziirhetd
méhnyak ¢és emlérakon kiviil a daganatok korai felismerése ma is probléma. Nincs olyan
diagnosztikus teszt, amellyel a tumoros elvaltozas koran, gyorsan, kevés koltséggel és a
beteg szamara kis terheléssel kimutathato lenne, és ez a higyuti tumorok esetében is igaz.

Hazankban évente mintegy 2000 1) hugyholyagrakot diagnosztizalnak. A
hagyholyagdaganat gyanujat felvetd leggyakoribb tlinet a vérvizelés. Hajlamosito
tényezOk koziil a dohdnyzés, valamint az aromas vegyiiletekkel valo érintkezés emelhetd
ki.

A hugyholyagtumorok diagnosztizalasa, prognosztikaja valamint a tovabbi terapia
meghatdrozasa hagyomdnyosan a transzurethralis reszekcido (TUR) soran vett minta
meghatarozza a daganat mélységi terjedése: az izominvaziv daganatok (az sszes eset kb.
30%-a) sokkal rosszabb prognézissal rendelkeznek, s ezaltal radikalisabb terapiat
igényelnek, szemben a feliiletes, nem izominvaziv hugyhdlyagrakokkal (az dsszes eset
kb. 70%). Azonban annak ellenére, hogy az esetek nagy részében, mint feliiletes daganat
jelentkezik, e feliiletes tumorok 50-70%-a a kezelés ellenére recidivalni, 10-20%-a
progredialni fog. Kihivast jelent az is, hogy az azonos szdvettani megjelenést mutato,
akar alacsony, akar magas rizikji huigyhdlyag-tumorok koziil is lesz ami ki fog Gjulni, s
lesz ami progredialni fog. Jelenleg nem rendelkeziink olyan 0ndll6 markerrel, ami
onmagaban eldre jelezné a tumor varhatd bioldgiai viselkedését. Kiilonb6zo kutatasok
szamtalan molekularis valtozast irtak le a holyag illetve a fels6 hugyutak urothelsejtes
carcinomajaban; a normal ham tumoros atalakulasanak pontos molekularis Gitja még nincs
kelloképpen feltérképezve.

A TUR-t kiegészitdé nem invaziv, a beteget nem megterhelé modszer, az 1945-6ta
hasznalt vizeletcitologia, mely megfeleld érzékenységgel rendelkezik a rosszul
differencidlt tumorok esetében, azonban szenzitivitasa a jol differencialt tumorok
esetében korlatozza hasznalhatosagat, valamint a negativ eredmény nem zarja ki a tumor

lehetdoségét. A  vizeletcitologia specificitdsa ¢és érzékenysége fokozhaté FISH



(fluoreszcens in situ hibridizacid) vizsgalat segitségével. Jelenleg, tobbek kozott, a
Semmelweis Egyetem I1.sz. Patologiai Intézetében is hasznalt UroVysion Bladder Cancer
Recurrence Kit van forgalomban, amelyet az amerikai FDA (Food and Drug
Administration) is diagnosztikus eszkozként ismer el. Ebben a 3-as, 7-es és 17-es
kromoszomak peri-centromérikus régidit, tovabba a 9p21-es lokuszt detektaldo probak
keveréke taldlhato meg. A modszer specificitdsa és érzékenysége megfelel a
diagnosztikdban elvartaknak, azonban magas koltsége, specifikus szakmai hattérigénye
korlatozza a rutin diagnosztikaban val6 haszndlatanak szélesebb korti elterjedését.

A hugyhodlyagdaganatokon beliil 1ényeges az uj WHO klasszifikacio (2004)
alapjan a papillomék, az alacsony malignus potenciallal rendelkezd papillaris neoplasidk
(PUNLMP-k), a low grade (LG) és a high grade (HG, #208) tumorok elkiilonitése. Az
egyes csoportok eltérd kiujulas mentes taléléssel valamint progresszios rataval
rendelkeznek, s ezért személyre szabottan agresszivabb kezelésre, szorosabb
utankovetésre van szilikség ezen tumorok esetében. Azonban, az 0j szovettani leirasok sok
esetben nem adnak egyértelmi segitséget az egyes entitdsok elkiilonitéséhez: a tumorok
30%-a indokolatlanul keriil a HG csoportba, tovabba a vizsgaldk kozotti és az egyes
vizsgalo leletein beliili eltérés is jelentds. Ezen adatok szintén alatamasztjak a tovabbi
markerek irdnti sziikséget, amelyek segithetnek a hugyholyagradkok pontosabb
szOvettani/prognosztikai besorolasaban, hozzajarulva a megfeleld terapia kivalasztasdhoz,
novelve az €életmindséget, S csokkentve a terapias koltségeket.

Az elmult években szdmos prognosztikai faktort, koztiik sejtciklus
szabalyozokat (p53, pRb), proliferacios markereket (Ki-67, survivin), onkogéneket
(EGFR, FGFR, VEGF) vizsgaltak, azonban jelenleg nem rendelkeziink olyan markerrel,
ami 6nmagaban feliilmilnéd a hagyomanyos szdvettani analizis prognosztikai és prediktiv
értékeét.

A hugyholyag esetében is kiemelten fontos szerepe van a sejtkapcsolod
struktaraknak. A hugyholyag élettani szerepe a vizelet taroldsan, tovabbitasan tul, a
vizelettel kivalasztasra keriilé anyagok szdvetek kozotti térbe, illetve a keringésbe torténd
visszajutasanak megakadalyozasa. Ezen funkcidoban kozponti szereplik van a tight
junction-6knek, melyek vazat a négy transzmembran domainnel rendelkez6 claudinok

alkotjak.



A claudinok prognosztikus és/vagy differencialdiagnosztikus szerepét szamos
humén daganatban leirtdk. A hugyholyakrak és normal urothelium esetében kevés
irodalmi adattal rendelkeziink a claudin expressziorol, valamint annak esetleges
prognosztikai/differencial-diagnosztikai ~ szerepe  nem  ismert.  Fels6  hugyuti
urotheliumban a claudin-1 a basalis/peribasalis, a claudin-3, -4 és -7 pedig a superfitialis
rétegekben volt kimutathat6. A claudin-3 expresszioja szignifikansan Osszefiiggott felso-
hagyuti tumorok novekedési mintdzataval, a stadiummal és a differencialtsaggal, mig a
claudin-1 ¢és -4 expresszio a stadiummal. Boireau és mtsai a tumor koriili hamhoz
viszonyitva nem talaltak lényeges eltérést a hugyholyagdaganatok claudin-1 és -7
expresszidjaban, mig a claudin-4 esetében a 39 vizsgalt esetbél 26 esetben talaltak
szignifikans valtozast. Ebben a tanulméanyban a jol differencialt daganatokban a kornyezo
hamhoz képest dontéen fokozott claudin-4 expressziot a rosszul differencialt
daganatokban dontden csokkent expresszio valtotta fel, mely szignifikdnsan Osszefiiggott
az egy éves tulélésével. Mivel az egyes daganatokat csak a kdrnyezé hamhoz képest
vizsgaltak, a jol és rosszul differencialt tumorok dsszevetésére ez a vizsgalat nem adott

informaciot.



I1. Célkitiizések

A bevezetésben 0sszefoglalt irodalmi adatok tiikrében célkitlizéseinket az alabbi

pontokban fogalmaztuk meg:

. Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 mRNS ¢s fehérje, valamint a Ki-67
fehérje expresszid vizsgalata fiiggetlen, nem tumoros mintdkban ¢€s kiillonb6zd stadiumu

¢s differencialtsagt (low grade és high grade) hugyholyagrakokban.

. Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, CK-5/6, CK-20 és Ki-67 fehérje
expresszid lokalizacigjanak és erdsségének vizsgalata urothelialis papilloméaban (UP),
invertalt urothelialis papillomaban (IUP), PUNLMP-ben és low grade urothelialis
carcinomaban (LG-UCC).

. Vizsgalni kivantuk az egyes fehérjék esetleges differencial-diagnosztikai
szerepét, valamint a fehérje expresszid €s a kiGjulds mentes és a teljes talélés kozotti

Osszefiiggéseket.

. Célunk volt a holyagrak vizeletbdl torténd kimutatasara hasznalatos FISH alapt

in situ hibridizaciés technika fajlagossaganak, érzékenységének vizsgalata.



Anyag és modszer

Low grade/high grade és nem invaziv higyhdélyagdaganatok vizsgalata:

Anyag:

103 sebészileg eltavolitott, formalin-fixalt, paraffinba agyazott human
minta vizsgalata (86 UCC /27 low grade, 59 high grade/, 17 fiiggetlen,
nem tumoros urothelium)

80 TUR-ral eltavolitott szoveti minta vizsgalata (5 fliggetlen /nem

tumoros/ normal, 15 IUP, 20 UP, 20 PUNLMP és 20 LG-UCC)

Modszer:

Ventana ES (claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10, Ki-67) és Benchmark XT
(szoveti multiblokkon claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, CK-5/6, CK-20 és Ki-
67) immunfesté-automata a fehérje expresszié detektalasara (Ventana
Medical System Inc., Tucson, AZ, USA)

Fluoreszcens immunhisztokémia a claudin-4 ¢€s claudin-7 expresszid és
ko-lokalizacio elemzésére

Immunhisztokémia kiértékelése szemi-kvantitativ (score X intenzitas) és
kvantitativ (morfometria) modszerekkel

Teljes RNS izolalast kovetd reverz transzkripcid, majd RT-PCR reakci6 a
claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és -10 mRNS expresszido vizsgalatara

(referencia gén: -aktin)

Holvagrak kimutatasa vizeletbol FISH modszerrel:

55 eset (43 szovettanilag igazolt UCC, 6 gyulladas, 2 hyperplasia, 2
papilloma, 2 eltérés nélkiil) szovettani és vizeletmintdjanak vizsgalata

Vizelet elokészités (Vysis FISH Pretreatment Reagent Kit), FISH
UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit (Vysis, Inc.), kiértékelés az

eldirasoknak megfelelden



Eredmények

Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgalat nem tumoros urotheliumban: Az egyes
claudinok hamon beliili expressziés mintazata és lokalizacidja a vizsgalt csoportok
esetében hasonld volt az irodalomban korabban kozolt adatokhoz. Claudin-1 membran-
pozitivitas foként az urothel basalis rétegeiben jelent meg. A claudin-2 perimembrandzus-
citoplazmatikus granularis reakciot adott a basalis/peribasalis rétegekben. Claudin-3 és -5
gyenge reakciot adott néhany mintaban a ham felsé rétegeiben. Claudin-4 és -7
membran-pozitivitds a hdm felsé rétegeiben volt detektalhatd, jellemzden basalis
iranyban csokkend intenzitassal. Azonban, a claudin-7 pozitivitas néhany esetben a ham
egész terjedelmében megjelent. Claudin-10 nem volt kimutathato. Mind normal, mind a
gyulladdsos hamban elszort Ki-67 pozitivitast taldltunk. A gyulladdsos mintak
szignifikinsan magasabb claudin-2 és claudin-4 fehérje valamint claudin-7 mRNS
expressziot mutattak a nem gyulladdsos mintadkhoz viszonyitva.

Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgdlat tumorokban: Claudin-1, -2, -4 ¢és -7
kimutathaté volt legtobb esetben. Claudin-3 és -5 csak néhany, tobbségében jol
differencialt tumorban volt detektalhatd. Claudin-10 nem volt kimutathatd. A hdm rétegei
szerinti eloszlasa a claudin-1, -2 ,-4 és -7-nek a daganatokon beliil hasonl6 volt a normal
hamban talaltakhoz, azonban a claudin-4 a UCC-k nagy részében a ham egész
terjedelmében megjelent. Invertalt papillomakban kérdéses lehet a szdveti orienticio
megitélése a H&E metszetek alapjan, ezért is fontos lehet a claudinok standard hamon
beliili eloszlésa.

A tumoros mintak csOkkent claudin-1 és emelkedett claudin-2, -4 és -7 valamint Ki-
67 fehérje és emelkedett claudin-1, -2, -4 és -7 mRNS expressziét mutattak a nem-
gyulladéasos kontrollhoz képest.

A HG tumorok szignifikansan magasabb claudin-4 és Ki-67 valamint szignifikansan
alacsonyabb claudin-7 fehérje expressziot mutattak a LG tumorokhoz viszonyitva.
Csokkent claudin-1 és emelkedett claudin-2 és claudin-4 mRNS expressziot talaltunk a
HG-UCC-kben a LG-UCC-khez képest. A HG tumorokban a LG tumorokhoz
viszonyitva szignifikdnsan magasabb volt azoknak a tumoroknak az ardnya, amelyek a

claudin-4-et a tumor egész terjedelmében expresszaltak, mig a LG tumorok inkabb a



normalhoz hasonlé lokalizacioban, azaz a ham felsé rétegeiben expresszaltak a claudin-4-
et.

Fluoreszcens vizsgalatok soran az esetek tobbségében a claudin-4 és claudin-7 ko-
lokalizacioja 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.

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. Claudin-1 és -2 expresszio
alacsonyabb volt a LG-UCC-kben a papillomdkhéz, invertalt papillomakhoz és a
PUNLMP-khez képest. Azonban csak a claudin-1 esetében talaltunk szignifikans eltérést
az egyes csoportok kozott: az invertalt papillomakban szignifikdnsan magasabb volt a
claudin-1 expresszio a klasszikus papillomakhoz, LG-UCC-khez és a PUNLMP-khez
viszonyitva, mind a morfometria, mind a szemi-kvantitativ kiértékelés eredménye
alapjan. Claudin-4 ¢és -7 expresszid nem mutatott jelentds eltérést az egyes csoportok
kozott. Egyik esetben sem taldltunk emelkedett claudin-3 expressziot.

A CK-5/6 a basalis mig a CK-20 pozitivitds az irodalomnak megfeleléen a
superfitialis rétegekben volt kimutathat6. A diszregulalt CK-20 pozitivitds a nem csak
superfitialisan elhelyezkedd pozitivitdis megjelenésében nyilvanult meg a LG-UCC-k
esetében. A PUNLMP-k szignifikdnsan csokkent CK-20 expressziot mutattak a
normalhamhoz ¢és a LG-UCC-khez képest. EQyéb vonatkozdsban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott.

LG-UCC-k szignifikansan magasabban expresszaltak a Ki-67-t a normalhoz, a
papillomakhoz és az invertalt papillomakhoz viszonyitva, valamint a PUNLMP-k az UP-

khez viszonyitva.

Utinkovetéses vizsgalat: Low grade és high grade UCC-K: Az atlagos utankovetési id6
45,96 (2-10) honap volt. A LG paciensek koziil egy sem (0/27), mig a HG betegek koziil
19-en (19/57) hunytak el hugyholyagrak miatt. Ebbdl a 19 esetbdl 17 beteg izominvaziv
hugyhélyagrakban szenvedett, mig ketten T1 stidiumtak voltak. Osszesen 64 Ta/T1

stadiumu tumor bizonyult alkalmasnak az utdnkdvetéses vizsgalatra (27 Lg és 37 HG).



LG esetek koziil 13 (48%) mig a HG esetek koziil 7 (18%) Gjult ki. Az atlagos KMT 38
hénap volt a LG-ben, mig 47 honap a HG-ben.

Azok a Ta/T1-es tumorok, amelyek magasan, azaz a median folott expresszaltak a
claudin-7 fehérjét szignifikansan rovidebb KMT-sel rendelkeznek a claudin-7-et
alacsonyan, a median alatt expresszald tumorokhoz viszonyitva.

HG-bol 3 eset (ebbdl kettd hugyhdlyagrakban halt meg), mig a LG-bdl egy eset

sem progredialt izominvaziv daganatta. A HG tumorok (T2-vel) szignifikansan rosszabb
teljes tuléléssel rendelkeztek a LG tumorokhoz viszonyitva. A nemzetkozi irodalomnak
megfeleléen az izominvaziv (T2) esetek szignifikansan rosszabb tuléléssel rendelkeztek a
feliiletes (Ta/T1) esetekhez viszonyitva. A cisztektomiaval kezelt izominvaziv betegek
tovabb éltek (48 honap viszonyitva 14 honaphoz) az egyéb mddon kezelt izominvaziv
daganatos betegekhez viszonyitva.
Feliiletes hugyholyagdaganatok: Az atlagos utdnkovetési id6 59,79 (3-126) honap volt.
Egy beteg hunyt el, azonban nem uroldgiai okbdl. Két PUNLMP-t leszdmitva az Osszes
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). A papillomak és invertalt papillomak nem
ujultak ki.

A claudin-1-et alacsonyan, azaz a median alatt expresszald6 PUNLMP-k
szignifikansan rovidebb KMT-sel rendelkeznek Kaplan-Meier analizisben a claudin-1-et
magasan, a median folott expresszalo PUNLMP-khez képest. A claudin-4-et magasan, a
median folott expresszaldé LG-UCC-k szignifikansan rovidebb KMT-sel rendelkeznek
Kaplan-Meier analizisben a claudin-4-et alacsonyan, a median alatt expresszald6 LG-
UCC-khez viszonyitva. Claudin-2, -7, CK-5/6, CK-20 ¢és a Ki-67 expresszid nem

mutatott dsszefiiggést a KMT-sel.

Holyagrak kimutatasa vizelethol FISH modszerrel: A vizeletbdl szarmazéd
tumorsejtekben az UroVysion segitségével detektalt specifikus genetikai eltéréseket
hasonlitottuk 6ssze a TUR szdvettani eredményével. Az UroVysion teszt pozitivitasi
kritériumai 34 esetben teljesiiltek, minden esetben szdvettanilag igazolt UCC volt

kimutathaté a hattérben. Negativ eredményt 16 esetben kaptunk, amelybdl 5 eset



bizonyult a késébbi szdvettan eredményeként feliiletes, jol differencidlt tumornak.
Osszességében a FISH vizsgalat fajlagossiga a szovettan alapjan 100%-nak, mig
érzékenysége 87%-nak bizonyult.

Abbol a 12 esetbdl, ahol a reggeli els6 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
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 szignifikdns kiilonbség a reggeli elsd 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 f6 genetikai eltérés
két T1-es valamint két T2-es tumorban (12%). Harminc esetben (88%), ide értve a FISH-
sel pozitivnak bizonyult Ta-s tumort, a 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak felszaporodasa
volt kimutathato. Ezzel szemben, nyolc esetben a 3/7/17-es kromoszoémak
felszaporodaséan til egy azon sejten beliil a 9p21 elvesztése is detektalhatd volt. Osszesen
11 minta mutatott komplett 9p21 deléciot (32%).

A feliiletes (Ta) tumorokban szignifikansan alacsonyabb volt az UroVysion-nel
detektalt genetikai eltérést tartalmazo sejtek aranya a Tl-es és T2-es tumorokhoz
viszonyitva, mig a T1 és T2 kozott nem volt szignifikans eltérés. A G3-as tumorokban
szignifikdnsan magasabb volt a genetikai eltérést mutatd sejtek ardnya a Gl-es

tumorokhoz viszonyitva.



Kovetkeztetések

1. Igazoltuk, hogy a claudin és Ki-67 immunhisztokémia segitséget nyujt a kiilonb6zo
staddiumt és differencidltsdgun hugyholyagdaganatok differencialdiagnosztikajaban,
valamint plusz prognosztikus informaciéval szolgalhat a kiGjulds mentes talélés
tekintetében. A munkank soran hasznalt két értékelési rendszer (szemi-kvantitativ és
kvantitativ) megerdsitette egymast, ami a mindennapi gyakorlatban valé felhasznalas

lehetdségét is alatamasztja.

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

claudin-4 mRNS expresszi6 esetében a hasonld eltérés mRNS szintii szabalyozasra utal.

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

nehezen megitélhetd esetekben a claudinok standard lokalizacidja segitheti a ham

crer

4. Az alacsony claudin-1 expresszi6 PUNLMP esetében, a magas claudin-4 expresszio
LG-UCC-ben, mig a magas claudin-7 fehérje expresszio Ta-T1l-es tumorok esetében
segithet a rosszabb prognodzissal rendelkezd, ezaltal szorosabb utankovetést igényld

esetek kivalasztasaban.

5. Az UroVysion teszt megbizhaté diagnosztikus eszkoznek bizonyult magas
specificitassal és érzékenységgel. Magas koltsége és jelentds hattérigénye miatt egyelore
nem képes kivaltani a rendszeres holyagtiikr6zés szerepét, azonban kétes esetekben
hasznos segitséget nyujthat a hugyholyagdaganatok utankovetése illetve diagnozisa

soran.
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Uj megallapitasok

A claudin-4 ¢és Ki-67 expresszio szignifikinsan magasabb, mig a claudin-7
expresszid szignifikansan alacsonyabb a high grade tumorokban a low grade

tumorokhoz viszonyitva.

A magas claudin-7 fehérje expresszio rovidebb kiGjulas mentes tiléléssel tarsul

Ta-T1-es tumorok esetében.

Az invertalt papillomakban talalt szignifikdnsan magasabb claudin-1 expresszid
segitheti ezen entitas elkiilonitését a klasszikus papillomaktol, PUNLMP-ktél és a

nem invaziv low grade UCC-ktdl.

Az alacsony claudin-1 expresszid6 PUNLMP-k esetében rovidebb kiujulas mentes

tuléléssel tarsul a magas claudin-1 expresszidhoz képest.

A magas claudin-4 expresszié LG-UCC-ben rovidebb kitijjulas mentes taléléssel

tarsul az alacsony claudin-4 expresszidhoz viszonyitva.
Az UroVysion teszt egy megbizhatd diagnosztikus eszkdz, magas szenzitivitassal

¢s ¢érzékenységgel, azonban egyelére nem képes kivaltani a rendszeres

holyagtiikrozeés szerepét az utdnkdvetés soran.
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