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1. BEVEZETES

1.1. Urothelialis daganatok

1.1.1. Az urothelialis tumorok epidemiolégiaja

A rosszindulati daganatos betegségek gyakorisd@gszerte, de hazankban is
novekw tendenciat mutat (1-4). E daganatok kozott szémegeaz urothelialis hambol
kiindulé rosszindulati daganatok is. Az urothefidiam - mely a vesemederigéa
hagycsig béleli a vizelettel érintkéz Uregek belfelszinét - az urothelialis sejtes
carcinoma (UCC) kiindulasi helye. Az UCC incidenaids vilagszerte emelkéd
tendenciat mutat, az urologiai tumorok kozil a nd#sdeggyakrabban éfordulo
daganatféleség. Leggyakrabban hugyhdlyagbdl indulekaz uretherek, a vesemedence
is lehet primer UCC Kkiindulasi helye (5). Az UCCrébp felismerése a betegség
kezelése, a varhato korlefolyas megitélése, a kbetdgek életmifsege szempontjabol
igen fontos. Az UCC leggyakrabban vérvizelés tuneiatti kivizsgalason atesett
betegeknél kerill felismerése. Altalaban transuadithrresectio —TUR - szovettani
vizsgalataval sikerll a rosszindulati daganat jétéhigazolni. Egyéire nem ismert
olyan non-invasiv vizsgalo eljaras, amelynek ségitsel vérvizelées miatt jelentkiez
betegeknél biztonsaggal lehet UCC jelenlétét igazabhgy kizarni. Az UCC szdvettani
képét tekintve low grade ill. high grade csoporsbaolhato. E két csoportnal 1ényeges
kilbnbség mutatkozik a varhaté klinikai lefolyaskitdetében. Ugyan low grade
daganatok recidivara hajlamot mutatnak, csupanrégyik (mintegy 10-20%) mutat
klinikai progressiot — infiltrativ terjedést. Jeleg nem ismert olyan biztonsaggal
hasznalhaté vizsgald mabdszer, amelynek segitségaéketil kistirni a low grade
UCC-k kozul azt a csoportot, amely klinikailag expaivebben viselkedik, igy
erdteljesebb kezelést igényel (1).

Az UCC miatt megbetegedettek szama évente 300kérii, Europaban évente
tébb mint 100000 megbetegedés fordd. étérfiaknal az 6todik, Gknél a negyedik
leggyakoribb hadm eredet rosszindulati daganatféleség. Magyarorszagon eévent
mintegy 2000 Uj megbetegedés fordub.eE daganat miatt csaknem 1000 halaleset

kovetkezik be évente Magyarorszagon (6, 7). E daigamatt megbetegedett férfiaknal
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az indicencia mintegy haromszor magasabboékné (8, 9). Bar az UCC miatt
megbetegedettek gyakran az 50 évesné&dalbek korosztalyabdl keriinek ki, ér
évre csokken e daganatban megbetegedettek atlegksra (6-8).

1.1.2. Predisponal6 ténydik az urothelialis tumorok
kialakulasaban

Az UCC-re predisponal6 faktorok kozul @leelyen emlitend a dohanyzas. A
dohanyzas okozta UCC-hez legalabb 10 év intenzapi(iél-1 doboz cigaretta
elszivasa) dohédnyzas szikséges, azonban ezen alhtery utan tortéd
dohanyzasmentes évek nem csokkentik az UCC kiala&nhk rizikojat (9). Az UCC
kialakulasanak megé&téseében igy efslleges szerepe lenne a dohanyzas
megszintetésének, ill. a fiatalok koérében a doléstgt valo elrettentésnek. A
dohanyzas mellett j6l ismert daganatdiatzd tényedk bizonyos gydgyszerek szedése
(cyclophosphamide, tartés phenacetin kezelés),faljlalkozasi artalom; a dolgoz6
egyének aromas vegytletekkel valé koncentralt légzése (10,11).

Fokozott rizikdcsoportba tartoznak azok a beteggkakik mas kismedencei
szerv rosszindulatl daganata miatt sugartherapiabamesuiltek (prostata, cervix,
endometrium cc.) (12). Feltételezett, de edpeelteljes kbrben még nem bizonyitott a
tulzott kavé, alkohol, mesterséges édmzitrek fogyasztasanak ill. az UCC
kialakulasanak 6sszefliggése (2, 13). Diabetesegdiaiél is fokozott megbetegedési
hajlamot mutatott ki néhany munkacsoport (14). Ayhblyagban kialakul6 lapham
carcinoma okaként a Schistosoma hematobiuméZést ill. chronicus irritatio
egyertelniinek tinik (3, 15). A dohanyzason kivuli oki ténydamél az is egyértelin
hogy fokozott folyadékbevitellel a carcinogének &entracidja csokkenthigtigy az

urotheliumban kialakitott carcinogén hatasuk isdebé érvényesil (11, 16).
1.1.3. Az urothelialis sejtes carcinoma tlinetei
Az UCC kialakuldasat az esetek tulnyomo6 tobbségébmikroszkopos vagy

makroszkoépos haematuria jelzi (17). Haematuriazbkbtermészetesen szamos egyéb

megbetegedés is, azonban a haematuria hatterébd®Gxz mindig ki kell zarni (8).
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Haematuriat okozé egyéb megbetegedések a hugywtdladpasos betegségei,
kovesség, vesebetegség, cardioldgiai megbetegeddiattkalkalmazott alvadasgatlok
alkalmazasa, ill. szdmos haematologiai megbetegetfésvizelés esetén vizelet
cytologiai vizsgalat is végzeadsajnos azonban e vizsgalat csak mintegy 60-70%6-ba
vilagit r4 rosszindulati daganat jelenlétére, ezgyeb kiegésait vizsgalatok is
szilkségesek. Veérvizelés esetén a huagyholyag cy#dlagzsgélata mellett fontos
szerepe van a cystoscopianak, a hasi ultrahangialaeak; a papillaris tumorok
ugyanis - melyek a hdélyag lumenébe emelkednek -iegékzibé vizsgalatokkal
konnyedén felfedezh&tk, azonban gyakran nem jarnak markans cytolodfi@iéssel.

A laposan megjelénin situ carcinoma cystoscopiaval, ill. az ezt st szovettani
vizsgalattal diagnosztizalhato -a vizelet cytologiasgalat mellett-, ugyanis a CIS egy
high grade tumor, melynek levald sejtjei markandignaasi jeleket mutatnak vizelet
cytologiai mintaban) (18). A CIS diagnosztikajabi@mat elédleges szerepe van a
vizelet cytologiai vizsgalatnak, ill. a cystoscama&. Akar bizonytalan klinikai észlelés
esetén, akar rosszindulati daganétedies feltételezése esetén transurethralis resecti
ill. hélyag térképbiopsia alkalmazasa sziksege3.UR mintak, ill. a hdlyagbiopsiak
értékelése a pathologusok mindennapi feladata kézétepel. Ezek pontos megitélését
lasd a késbbi fejezetben. Az imént felsorolt diagnosztikuguglsok mellett a klinikai
stadium megitélésére a tovabbiakban CT vagy MRgeias sziukséges (19, 20). Ezek
segitseégeével a betegseég kiterjedtségét meg lebsiilbg a valasztando idealis therapia
meghatarozasa céljabol. A CT vizsgalatok elterjedss intravénas urographiat, mint

diagnosztikus médszert méara Iényegében kiszori¢otiapi gyakorlatbdl (20, 21).

1.2. A hagyhdlyagdaganatok szovettani tipusai

A hugyhdlyagban megjelén daganatok tulnyomé tobbsége rosszindulatd,
azonban szamolnunk kell a ritkdbbar6fetduld joindulati daganatokkal is. Ezek
leggyakrabban éfordul6 tipusai a papillomak, melyek Aaltaldban }szmyos”
urothelsejtes papillomak, melyek a hagyhdlyag luélen emelkednek, illetve az an.
invertalt papillomak, melyek a felszéitr a subepithelialis szdvetbe tiremked

novekedést mutatnak (lasd alabb).
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1.2.1. Benignus elvaltozasok

Urothelialis Papilloma (UP)

A papilloma papillaris novedék, mely centralis &Glascularis tengellyel
rendelkezik. A fibrovascularis tengelyre normal piarlogiaju, rétegzettségurothel
borul. Nagy nagyitasu latotérben vizsgalva a temgelboruld urothelialis sejtek
morphologidja megkllonboztethetetlen az ép hug@wlhamjatdl. Ez a szdvettani
kritériuma a papilloma diagnézisanak. Ennek elkiigse low grade urothelsejtes
carcinomaktél olykor igen nehéz, ugyanis a papi&on belll is éfordulhat kisfoku
rendezetlenség, vagy monotonia, amely mar a camdko szbvettani képére
emlékeztethet. (A low grade daganatokban altalalzaim. monoton atypia jellerd
Tovabbi fontos szovettani kritériumként emliténdiogy papilla fuzié nincs. Mivel
benignus daganat, infiltrativ terjedést nem mut@tléha invertalt papillomaval
keveredhet.) (22, 23)

Invertalt papilloma (IP)

Az invertalt papilloma morphologiai jegyei azonosal szokvanyos
papillomaéval, azonban itt a papilloma nem a hataglumene felé boltosul, hanem
a falba turemkedik. E jellegzetes mintazat azérszedelmes, mert az invertalt
novekedés technikailag nem megfédal készitett metszeteken megtéuesiahet,
ugyanis infiltrativ terjedést mutat6 urothelsejtegcinomat utadnozhat. Felismerésének
éppen ebben van a jeléaége; az invertalt papilloma sebészi eltavolitdda a beteg
nem igényel tovabbi uroldgiai/onkoldgiai kezeléstg invasiv carcinomaknal ez utébbi
mindenképpen szikséges.

Az invertalt papilloma benignus voltdnak felfedezé&s szdvettani vizsgalattol
varhatd, ami olykor nehézségekbe (tkdozhet (lasd).feAz invertalt papilloma
morphologidja az invertalt mintazatot leszamitvagegyezik a szokvany urothelialis
papillomaéval. Jellegzetesnek mondhatd, hogy allpkpiasisan elhelyezkédsejtek
pallisad allasba rendédnek. Emellett igen jellegzetesek a pseudoglandusauktirak

is, melyek Brunn-fészkekre, cystitis glandularisemlékeztet szoveti képet
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mutathatnak. (Véleményem szerint a cystitis glaadsil és az invertalt papilloma
kialakulasa kdzosstol fakadhat, bar ilyen iranyd adatot az irodalombaak igen régi
kozlemeényekben talaltam (24, 25)). Az invertalt idamak keletkezésének hatterében
HPV infectio nem jatszik szerepet (26). Sokak seagyulladas okozta relative limitalt
hadmproliferacio kovetkeztében alakulnak ki (22).iAzertalt papillomak felszine sima,
igy tapasztalt uroldgusokban mar a resectio satneftilhet, hogy ezzel a betegséggel
kell szamolni. (Amennyiben az uroldgus e benyonsassepel a kétapon, az esetleges
fals-positiv diagnozis konnyebben elkeriiijet Erdemes megjegyezni, hogy az
urothelsejtes carcinomaknakofdrdulhat invertalt nbvekedési mintazata. Ezek s#iov
képe azonban joval polymorphabb az invertalt pamifkénal, ezért ezzel tapasztalt
patholégus nem keverheti 6ssze az invertalt papdla22, 23, 25, 27-38).

Laphampapilloméak

Laphampapilloméak éfordulhatnak a huagyutakban, ezek igen ritkan jeddnn
meg. Jelen ismereteink szerint kialakuldsuknak snikize HPV infectiohoz (26, 39,
40). Szoveti képlik megegyezik a mas testtajakéfoeduld laphampapillomaékkal.

1.2.2. Papilloméakat, papillaris carcinomakat utanzcelvaltozasok

El6fordulhat, hogy gyulladas soran a nyalkahartyalfzszieti redbket vet, ezek
morphologidja olykor mind makroszkoposan, mind mskkoposan papillaris
novedékekre emlékeztethet. A diagnosztikus munkansezek valédi neoplasticus
folyamatoktol valé elkilonitése nehézségekbe UtgtizA gyulladasos atypia igen
komoly diagnosztikus nehézséget jelenthet az urlomintak vizsgalata soran,
ilyenkor kiegésztt immunhistochemiai reakciok (CD44, p53, Ki67, CK2@gzése
szikséges (1. tablazat). Megjegyz&ntiogy még ezek segitségével sem sikerdl
valamennyi esetben biztosan elkiloniteni a daganttiyamatot reaktiv gyulladasos
atypiatol, kulondsen olyan betegek mintaban, akikm¥abbi rosszindulati daganat
kezelése mellett recidiva, vagy a kezelés kovedhket kialakult gyulladasos atypia

lehetisége mertil fel (22).
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1.2.3. Malignus elvaltozasok

1.2.3.1. Carcinoma in situ (CIS)

El6fordulhat 6nmagaban, de papillaris carcinoma ntellst Amennyiben
Onmagaban fordul &] cystitises panaszokat okozhat, éfcaetul, hogy a cystoscopian
sem egyertelften tumor benyomasat kelti (az interstitialis cystiszinte azonos
cystoscopos képet mutathat). Az in situ carcinsmavettani felismerése tipusos
esetekben nem okoz gondot. Olykor azonban gyullad#ketti atypia okozhat hasonlo
szoveti képet. Az in situ carcinomat sulyos dysplasa mai ajanlasok szerint nem kell
elkiloniteni, a sulyos dysplasia mar in situ casoidnak tekinthét Amennyiben
gyulladasos atypiatdl akarjuk elklloniteni, a Ki67CK20, p53, CD44
immunhistochemiai reakcidk nyujthatnak segitségetk pontos kiértékelését lasd az
1. tAblazatban (22).

1. Tablazat. Immunhistochemiai markerek expressidja kilorbdmrothelialis

eltérésekben
Normal urothel Reaktiv atypia Dysplasia CIS
CK20 | Felszini Felszin, + intermediey MENZ1V festdes
L - . valamennyi
hamrétegben sejtrétegek o
sejtrétegben
Basalis sejtrétegben | Basalis sejtrétegben
Ki67 | Fokozott,
Csak a basalis + g|szértan az + elszoértan az i
rétegben i di i di va!arpennyl
sejtrétegekben sejtrétegekben
P53 -1+ Csak basalisan, Fokozott expressio | Intenziv festdes
a basalis rétegbengyengen +, vagy - barmely sejtrétegben va!arpennyl
sejtrétegben
Csak a basalis e o1 Nincs reakcio, vagy
- Diffuz, erdteljes , . .,
CD44 | rétegben van J csak elszoértan, Nincs reakcié
P reakcio . !
reakcio barmely sejtrétegben

10



DOI:10.14753/SE.2013.1820

1. Abra. Az 1. tablazatban jelzett immunhistochemiai maekejellegzetes eloszlasa
high grade, non-invasiv urothelialis carcinomabarC&20, b. p53, c. Ki67 reakcio
(200X)

a.: CK20, b.: P53, c: Ki67 reakcio.

(A CK20 reakciot efteljesen positiv aendezetlenhamban, valtoz6 intensitasd p53 nuclearis pogitvi

szamos sejt magjaban, Ki67 nuclearis positivitdanaannyi sejtréteg jonéhany sejtjében.)

Az in situ carcinoma megjelenhet Brunn-fészkeklserez utdbbi focusokat igen
fontos invasiv carcinomatdl elkiloniteni. Az inwsitarcinoma szévettanilag egy high
grade tumor, melynek 6nmagdban valé megjelenésgnesevasio nincs. Tipusos
esetben a basalis membran felett kifejezetten pmigly nagy maggal, keskeny
cytoplasma szegeéllyel rendelkesejtek alkotnak szabalytalan, rendezetlen sorokat.
Osztodo alakok barmely sejtsorbardfetdulnak - normél hdmban osztédas csak a
basalis sejtsorban mutathatdo ki. Az in situ cangidknak edfordulhatnak olyan
szoOvettani tipusai, melyek felismerése komoly tafadatot igényel. llyen lehet a
kissejtes in situ carcinoma, az 0n. ,denuding” ®@mmattu carcinoma. Ez utdbbi
diagnosztikus nehézségét éppen az adja, hogy ardajiek kdnnyen lesodrédnak a
felszin6l és olykor egyetlen sejtsorba rend@att atypusos sejtek jelzik rosszindulatd

daganat jelenlétét (22, 23).

11
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1.2.3.2. Malignus, papillaris urothelialis tumorok

Valamennyi altipusra jellendztobb-kevesebb papillaris megjelenés. A grade
meghatarozasa a sejtpolymorphia, a mitosisok hedygzama, necrosis jelenléte/hianya

alapjan torténik.

2. Tablazat.Urothelialis daganatok - a jelenleg hasznalatoseratatura, ill. a korabbi
nomenclaturak 6sszevetése

Papillaris tumorok- GRADING, Nomenclatura

Murphy (1994) WHO (1973) WHO/ISUP (20)
Papilloma 3\ Papilloma > Playpila
Grade | > PUNLMP
Low Grade /
\ > low Grade
/ cracel \
High Grade « Grade H > High Grade

1.2.3.2.1. Urothelialis sejtes carcinoma Grade I.

(Papillaris urothelialis neoplasia, low malignant ptential - /PUNLMPY/)

A kordbban grade I-nek nevezett urothelsejtes wancat a jelenlegi
nomenclatura alapjan PUNLMP-nek szokas nevezniil{pap urothelialis neoplasia,
low malignant potential). Az elnevezés igen bonitoés sokak szaméara nevetséges,
varhatéan a kovetkéz években ez az elnevezés modosulni fog. Az elnsvezé
kialakitasaban egyik 6f szempontként szerepelt, hogy a ri#vl carcinoma sz0
hianyozzon, egyik elmélet szerint azért, hogy esedeket ne sokkolja a betegséguk
kapcsan a carcinoma sz0, hiszen ez alacsony ntakgnbetegség, és a varhato klinikai
lefolyas alapjan relative szelid betegségnek feky (alacsony recidiva ill. progressiora

valo esély) (22). Az elvaltozas szoveti képe igeitediesen emlékeztet a papillomara,
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azonban szemben a papillomaknal lathatd, a pagtll@lorito normal urothelsejtes
képpel, un. monoton cytologiai atypia jelletnzhianyzik a normal urothelialis
rétegddés, a sejtmagok a normal sejtek magjainal valagselynagyobbak, de
léenyegében egyformak. Mitosisok e daganat tipugitéan fordulnak e, ha igen,
csupan a papillak basiséan. Invasio nem szokétorulni. (Amennyiben mégis invasio
merdl fel, felveddik, hogy egyes teriileteken a tumor grade-je mdumlsdhet (22, 23)).

1.2.3.2.2. Grade Il. /low grade/ carcinoma

E daganatoknal kis nagyitassal is jol érzékélhasfoku cytologiali, illetve
structurdlis zavar lathaté. A l&#zOvetes sovényeket vaskos sorokba reittez
daganatsejtek boritjak. Papillafizié gyakran fordkil Az osztédasok nem gyakoriak,
illetve low grade tumorok jellegzetességeként asbasfordulnak €, azonban egy-egy
osztodas a magasabb rétegekben is jelen lehet.gBnai@k viszonylag valtozatos
szoveti képet mutathatnak, a legsulyosabb eltétékedend a grade megallapitasakor.
Eléfordul, hogy egy daganat talnyomorészt low gradéveti képet mutat, azonban
egy-egy fokuszban magasabb grade-et mutatdé eltéréglen van, ilyenkor a
legsulyosabb eltérést kell a véggrade meghatarozasanal figyelembe venni.

1.2.3.2.3. Grade Il. /high grade/ carcinoma

A high grade urothelsejtes carcinoma kifejezetblogiali, illetve structuralis
atypiat mutatd eltérés. A daganat magas gradelges@nyan differencialt foka) jol
érzékelhet, itt mar kis nagyitassal is kdningszrevenni a magpolymorphismust, illetve
az osztéddsok nagyobb szamét, valamint utObbialametinyi rétegben tortén
eléfordulasat. Igen gyakran low grade eltérések nteklsebb fokuszokban jelenik meg.
A grade lll. high grade tumortdl azonban elkiloaifiol érzékelhét papillaris mintazat
megrzott volta. E daganatok mar gyakran invasiv tergdmutathatnak, azonban
eléfordul, hogy csak apré fokuszokban, sorozatmetazeddik egyértelnivé az invasio

— microinvasio — jelenléte (22).
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1.2.3.2.4. Grade lll. /high grade/ carcinoma

Jol érzékelhét structuralis és cytologiai atypiaval jar. Papiéaitidés nem,
vagy csak jelzetten észlelliettipusos, illetve atipusos osztédasok minden eazint
eléfordulnak. E daganat igen gyakran kifejezett irdiliiv terjedést mutat, gyakran a
hélyagfal mélyebb rétegeiben is egyértéém megfigyelhéiek az invasiv gocok.
Gyakran fordul €l kiterjedt necrosis is a daganaton beldl. A tumanfiguratiojat, ill.
terjedési mintazatat is meg kell hatarozni a lelesesoran. Az an. infiltrativ mintazata
invasiot mutaté daganatot hordozé betegség kétheeebb klinikai lefolyassal jar,
mint a trabecularis ill. nodularis invasiot mutatg&ganattipus (22, 23).
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2. Abra. Kiilonbds urothelialis daganatok jellegzetes mikroszkopaseké

a. Urothelialis papilloma (H&E, 100X)

b. Urothelialis sejtes carcinoma Gr I. (PUNLMPX(E, 100X)

c. Urothelialis sejtes carcinoma Gr Il. low gragi&E, 200X)

d. Urothelialis sejtes carcinoma Gr Il. high grédepapilla kotszovetes
tengelyének két oldalan kulontscdifferentialtsagi UCC lathaté) (H&E, 200X)

e. Urothelialis sejtes carcinoma Gr Ill. high grdd&E, 200X)
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1.3. Az urothelialis daganatok osztalyozasi rendsee (differentialtsag,

daganat stadium)

1.3.1. Urothelialis sejtes carcinoma - osztalyozadiferentialtsag

Az urothelsejtes carcinomak szdvettani osztalyozakdt esetben igen komoly
diagnosztikus nehézségekbe itkézhet. A WHO 1978satdlyozasa hosszu ideig a
nemzetkozi standard alappillérének volt tekintheEnnek alapjan a benignusnak
tekintett urothelialis papilloma mellett 1., ILll.I grade#, vagyis fokozatu urothelsejtes
carcinomat kulonboztettek meg. A WHO 2004-es ogat@sa a korabbitol valamelyest
eltér; (a korabbi sztvettani ismertetés mar az &Q\kritériumok alapjan irédott) a
korabban grade I. differencialtsagu TCC-nek nevataganatokat ,illették” az alabbi Uj
névvel: papillaris urothelialis neoplasia, low ngalant potential (azaz alacsony
malignitasi potenciallal rendelkéz - PUNLMP (22, 23, 41). E daganatféleség
kilonleges megnevezésének indoka azon alapszik; éatpganatok recidivahajlama
igen alacsony, a betegek carcinomaval valé megheése foloésleges aggodalmat okoz
(val6jdban vélhéen biztositasi Ugyek elkerllése volt azédleges cél). Az (j
osztalyozas legbb ebnyének az tarthatd, hogy a korabban grade Il-nekezeit
daganatok békésebb szoveti képet mutatd tagjaib@ded-be lehet sorolni. (A korabbi
osztalyozas szerinti grade Il. daganatokat a @aitl boritd sorok vaskossaga,
emelkedett sejtsor szama miatt nem lehetett graxgd hevezni a szabalyok szerint). A
papillaris jelledi, de igen kifejezett cytologiai atypiat mutat6é daatk a grade Il. high
grade, némelyikik a grade lll. jelZéssoportba kerlltek. A jelenleg érvénybendlév
ajanlas alapjan hugyholyagdaganatok diagnosztakéésmind a WHO 1973, mind a
WHO 2004. évi osztdlyozasat fel kell tuntetni aetben a két grading szisztéma
statisztikai 0sszevethiégének koénnyebbé tétele miatt (19, 20). Nyugadpair
orszagokban a betegek kezelése annak alapjanikjiégy a daganat low grade, vagy
high grade tipusba tartozik-e. Magyarorszagon & bgigde daganatok kozul csupan a
grade lll. tumorokat kezelik agressziven, a gradeigh grade, ill. a grade Il. low grade
tumorok kezelési stratégidja azonos a jelenledid@sk szerint (20, 42, 43).
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1.3.2. Urothelialis sejtes carcinoma — stadium bentas (staging)

3. Tablazat.A hagyhdlyagrakok 2009-es TNM beosztasa (TNM7)

T- Primer tumor

TX nem értékelhéta primer tumor
TO nincs igazolhatd primer tumor
Ta nem-invasiv papillaris carcinoma
Tis carcinoma in situ: "lapos tumor”
T1 tumor bet6ér a ham alatti szovetbe
T2 tumor betdr az izomrétegbe
T2a tumor a fellletes izomrétegbe tor bestbig!)
T2b tumor a mély izomreétegbe tor be (Kifls)
T3 tumor a holyag koruli szévetekbe tor
T3a mikroszkoposan
T3b makroszképosan (holyagon kivili tomeg)
tumor a kovetkedkbol legalabb egyet bese prostata, vagina,
T méh, medencefal, hasfal
T4a tumor beszi a prostatét, a vaginat vagy a méhet
T4b tumor besi a medencefalat vagy a hasfalat

N- nyirokcsomo

NX regionalis nyirokcsomodk nem értéekelbeit
NO nincs regiondlis nyirokcsomo attét
N1 egyetlen kismedencei nyirokcsomé attét (hypogasiriobturator,
kulso iliacalis vagy presacralis)
tobb kismedencei nyirokcsomo attét, mely> 2 cm Bsny vagy
N tobb nyirokcsomo érintett, melgbegyik sem> 5cm
N3 nyirokcsomo attét, mely> 5cm

M - tavoli attét

MX nem értékelhéta tavoli attét
MO nincs tavoli attét
M1 van tavoli attét
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A TNM 2009. évi kiadasa alapjan a 3. tablazat isetea stadiumbeosztast.
Intézetiinkben a transurethralis resecatumok staggratarozasa az urolégus
kollégakkal valo k6zds megegyezés alapjan ugy niktéhogy a stage szama elé
odateszlink egy ,minimum” megjel6lést. Ugyanis anydmen a TUR minta tartalmaz
holyagfali izomszovetet, és a daganat izominvasiotat, a T-meghatarozas T2 lenne,
de mivel nem zéarhaté ki, hogy a betegnek hdlyagfat&dis daganata van, ami a
mintavétel természete miatt nem Aallapithatd meg, Taneghatarozas csak
hozzaveileges lehet (44). A fals T meghatarozasat - heagidl alacsony T-
meghatarozast - elkerllehdzerepel leleteinken a minimum-T megjel6lés. (§y e
.nNazi szabdaly”, az irodalomban konkrét hasonl6 rekggsre nem talaltam adatot,
csupan arra vonatkozoan, hogy a grade/stage meghasa cystectomiadt gyakran
pontatlan lehet (44, 45)). Ez az urologus kollégkkmagyobb segitséget jelent a
therapia megvélasztdsaban, mintha a mintavételésmmte miatt Tx szerepelne a
leleten. A hagyhdlyagban zsirszovet a subepithgligérben is élfordulhat, igy

zsirsejtek kozaotti infiltratio nem jelenti feltétlél T3-as daganat jelenlétét (22).

1.4. Az urothelialis sejtes carcinoma lefolyasa

A felszines, ill. a minimalisan invasiv (T1) stadia daganatok 5 éves tulélése
mintegy 95%. Amennyiben a daganat invasivva, izeasivva valik, az 5 éves tulélés
mar csupan 50%. Felszines daganatok esetén isgyihe20% az esélye a daganat
progressiojanak, vagyis adott esetben egy Ta stadidaganat Tl-es, majd a
késsbbiekben T2 stadiumuva valo fé&jlésének. Mindezek miatt a betegek kezelése, ill.
a recidivak minél hamarabbi felfedezése elengetlbateAmennyiben a resecatumban
holyagfali izomrostok jelenlétét szovettani vizagtdl igazolni nem lehet, 6 héttel a
resectio utan re-resectio szilkséges. A recidivialkigasanak esélyét noveli a daganat
tobb gbécban valé egyidejmegjelenése, ill. a magasabb grade jelenlétemiataakar
minimalis invasio. Amennyiben a daganat izominditfiot is mutat, cystectomia, ill.
chemotherapia alkalmazasa esetén is kell szamolnomitastasisok kialakulasanak
mintegy 50%-0s esélyével, mely a regionalis nyisgknok mellett leggyakrabban a
ttdében, majban, csontokban varhato (19, 20, 42).
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1.5. A daganatos betegek utankdvetése

Az utankovetésnek alappillére a cystoscopos viasgdll. a rutinszeien
elvégzett cytologiai mintavétel. A TUR utan 3 hopal rutinszefien cystoscopos
vizsgalatot kell végezni, emellett vizelet cytolaigvizsgalat sziikséges. Idealisan 3
egymast kovét napon holyagirités utani 8lsvizelet vizsgélata sziikséges, mely
cytospinnel val6 centrifugalas utan Papanicolatéfkoveben torténik.

Low grade tumorok esetén, amennyiben a beteg panesmsas és az éSTUR
utan veégzett cystoscopos vizsgalat, ill. a cyt@ognintak is negativak, fél éves
kontrollok elégségesek.

High grade tumor esetén tiinetek megjelenése né&kBl havonta sziikséges
cystoscopiat, ill. vizelet cytologiai vizsgalatotgezni. Ez utébbi megitélését nehézzé
teheti a kezelések miatt kialakult kifejezett dystijelenléte, ugyanis a gyulladasos
sejtek ,lefedhetik” a diagnosztikus hdmsejteket.

Residualis tumor, ill. recidiva esetén high gradedroknal a mar emlitett 3
egymast koveét minta alapjan nagy valésziseggel sikeril a tumor recidivat kimutatni.
Izominvasiv daganatoknal az emlitett modszerek etteCT, ill. MR vizsgalatokat is
sziikséges végezni a lehetséges tavoli attételsl&gkorabbi kimutatasa ceéljabol (19,
20, 42, 46-48).

1.6. Az urothelialis sejtes carcinoma molecularisidgnosztikaja

A vizelet cytologiai vizsgalatok nem Kkielégitérzékenysége miatt szamos
molecularis bioldgiai teszt kifejlesztésére iramyukisérlet zajlik. A molecularis
biologiai tesztek a hamsejtekben leggyakrabban nigé genetikai eltérések
kimutatasara iranyulnak. Ennek kovetkeztében elhatdd hogy e tesztek
erzekenysége bar igen kifejezett, specificitasubnban elmarad a vizelet cytologiai
mintakétol, ugyanis gyakran eltérést mutatnak kyaol sejtekben is, amelyek
morphologidja nem utal daganat jelenlétére. Vagys olyan stddiumban mutatnak ki
karosodast, amikor a betegnek még nenddéft ki a daganata. Emiatt, ill. kifejezett

koltség- valamint szakember igénytk miatt jelentegg nem terjedtek el. (A Il. sz.
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Pathologiai Intézetben az UROVYSION elnevédzésszt kiprobalasa tortént az elmalt
években. Ez egy fluorescens in situ hybridisatidmp@d vizsgalat, mely a 9-es
chromosoma részleges vagy teljes elvesztésénekdti@sara iranyul. Emellett a 3., 7.
és 17. chromosomak pericentromericus regidinakésé#t célozza meg (49, 50). Az
eredmények a tobbi tesztéhez hasonloak: a tul magasitivitas miatt a klinikai
alkalmazhat6sdga elmarad a hagyomanyos cystoscapiat cytologiai vizsgalat
effectivitasatél (51, 52)).

1.7. A rutin diagnosztikdban alkalmazott immunhistachemiai
markerek (CK/5-6, CK20, CD44, Ki67)

A CK/5-6 mas szervek hamjaihoz hasonléan, az uliatteehamban a basalis
rétegben megjelénmagas molekula-sulyl cytokeratin. Egyes alacsordifiarentialt
urothelialis daganatokban magasan expressaléd)k (53

A CK20 normal urotheliumban az eseéngejtekben mutathato ki (54). Koros
expressidja high grade urothelialis daganatokbaaufel. Segitségével a differencial-
diagnosztikailag hasonld képet mutatd entitasok kilégpboztethdiek: gyulladasos
atypia vs. CIS. (22) (lasd 1. tablazat) (Sajat sateatom alapjan ez utébbi megallapitas
a napi gyakorlatban sajnos nem minden esetben) igaz.

A CD44 sejtfelszinen megjelénsejt-sejt ill. sejt-matrix communicatiéban
résztvevy molekula, mely igen sokféle szdvetben kimutathaiExpressiojanak
valtozatossaga szintén a gyulladasos atypia/carzndifferencial-diagnosztikajaban
jatszik szerepet (22, 55). (lasd 1. tablazat)

A Ki67 proliferatios marker normal hamban csupdmaalis sejtréteg sejtjeiben
mutathato ki (a nem GO fazisban désejteket kimutatd proliferatios marker). A basalis
sejtrétegil eltérs localisatioban megjelén expressioja malignus ill. premalignus
allapotokban fordul él(22).
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1.8. Prognosticai markerek

Szamos prognosticai marker (lasd a koveikBgezetek) vizsgalata tortént az
elmualt években, e vizsgalatok eredményei egymasswiszor ellentmondodak. Az
eredmények azt mutatjadk, hogy kombinalt hasznalarddményesebb a daganatok
prognosticajanak meghatarozasaban, mint egyes @stigai markerek kulon-kulon
tortérd vizsgalata (56-58). Nehézséget jelent az értéketésaz a tény is, hogy a
hagyhdlyagdaganatok diagnosztizalasa sordn a dagatadium, ill. grade
meghatarozasa szintjén is igen magas az interadllintra observer variabilitas (59).
Valamennyi prognosticai marker vizsgalat szovettdisignozison alapul, igy false
grade, ill. stage meghatarozasok esetén maguksgalaok is helytelen eredményre

vezethetnek.

1.8.1. OncogenekEGFR - Epidermal growth factor receptor,
FGFRS3 - fibroblast growth factor receptor 3, BCL-2, VEGF —
vascularis endothel growth factor)

Az EGFR-hez tyrosine-kinase aktivitAsi novekedési receptorartoznak,
melyek szerepét a sejttenyészetekben a sejtek fgpatidjaban, talélésében,
motilitasaban, ill. differentialodasaban mutattak(&0, 61). Overexpressiojuk magas
stage esetén kimutathatd. Az EGFR elleni kezelé@pites célpontként szerepelhet, bar
az irodalmi adatok ellentmondbak: egyes <derszerint az EGFR magas IH-
kimutathatésaga nem jar egyitt az EGFR exonok mjdaal (62), mig mas szeik
tapasztalatai alapjan sunitinib kezelés theragdiaecter hodlyagtumorok esetén
effectivnek bizonyult.

Az FGFR3 - fibroblast growth factor receptor 3 - az FGFRilédba tartozo
fehérje, melynek egy transmembran regidja vanatetiularis domenje tyrosine-kinase
activitassal rendelkezik. 48 isoformjat ismerjukz RGFR3 szerepét a sejtproliferatio,
differentiatio, ill. érkép#deés kialakitasaban talaltdk. Az FGFR3 magas expjagebb

prognosissal fligg dssze (alacsony recidiva ardhystadium progressio (63-69)). Az
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FGFR3 csokkent kimutathatosdga fokozott recidivahanal jart low grade tumorok
esetén (70).

Radiotherapia soran a fokoz&€CL-2 expressio a daganat sugarresistentiajaval,
ill. a daganat fokozott étehaladasaval jar egyutt (71).

A VEGF fokozott expressidja 0sszefiigg a daganétebhladott staddiumaval
(72-74). E gén polymorphismusa esetén emelkedeats@ye UCC kialakulasanak (72).
VEGF gatlé chemotherapias szerek kiprobalasa jetgisl zajlik (75).

1.8.2. Tumorsupressor gének (p53, pl16, p27/kipl, BR

A p53 tumorsupressor gén (mely a chrl7pl13.1 locusbaihtb) mutatioja
mintegy 15 éve prognosticai markerként szerepelmesa daganat szovettani
diagnosztikgjaban (pl.: efdarcinoma) (76). Vad tipusa nem mutathaté ki IH
reakcioval, ugyanis igen hamar elbomlik. Amennyibegy daganaton belul p53
pozitivitas észlelhét az altalaban p53 mutatidra utal, melyet rosszatugnosissal
hoznak Osszefliggésbe. Hélyagdaganatok esetébendasmb3 egyes szék szerint
magasabb halalozasi rataval, illetve kordbbi reéidal jar egyitt (46, 77), masok
szerint nincs ilyen 6sszefliggése a prognosissgl @&16 fehérjét kodold INK4A
supressor gén - mely a chr9P21-en talalhato - egmj@nak elvesztése korai recidiva
megjelenéssel fugg 6ssze (79).pA7/kipl cyclin-dependens kinase-inhibitor, locusa:
chrl2pl13. Low grade, felliletes papillaris carcinkb@ magas az expressidja, mint az
alacsonyabban differentialt daganatokban. A p27sztés soran cstkken
kimutathatosaga, mely a recidivahajlam emelked#is@igg 0ssze. Egyes székz
szerint dnmagaban is prognosticai faktor UCC-k éasdi80-82). A retinoblastoma
tumorsupressofPRB) génnek a programozott sejthalal szabalyozas&maeri szerepe
(83). Locusa: 13q14.3. Alacsony expressioja higidg tumorokban nyilvanvalo (84).

A diagnosztikaban nem alkalmazzak rutinfeer (85, 86).

1.8.3. Proliferatios markerek (Ki67, Aurora A/ISTK15, Survivin)

A p53 kimutatds mellett a rutin diagnosztikdban atkalmazott Ki67
proliferatios marker (kinase gatld nuclearis pnotef87, 88) fokozott expressidja a
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mitoticusan aktiv high grade tumorokban egyértelrAmennyiben kérdéses a
szOvettani vizsgalat soran, hogy egy daganat inkdtlvy vagy high grade
differencialtsagu csoportba tartozik-e, a magas7Kigdex segitségul hivhatd (89).
Hdélyagcarcinomak esetén prognosticai markernektie&b (87, 88, 90-92).

Az Aurora A/STK15 kimutathatésaga disorban low grade tumorok kidjulasi
esélyének megbecslésére alkalmas (93). High graderbk esetén a daganat invasiv
hajlamaval ill. attétkegzkepességeével fligg 6ssze (94).

A Survivinnek a programozott sejthalal gatlasaban van szerepellett az
osztédast ill. érkégmlést szabalyozza (95). Normal urothelben nem matidathxi.
Magasabb expressidja rosszabb prognosissal tdkstdyidebb a varhaté tulélés (96).

1.8.4.Gyulladasos markerek (Cytotoxicus sejtek,

Cyclooxygenase /COX2/)

Cytotoxicus sejtek - jol megfigyelhed, hogy azon UCC esetekben, ahol a
daganatsejtek kortl fokozott lymphoid sejtes irdiiio latszik, a prognosis varhatbéan
jobb. Ennek szép példaja az un. lymphoepitheliakedarcinoma (LELC), melyben a
differentialatlan daganatsejtek koril fokozott Iymopd sejtes besrédés van, és e
daganatok prognosisa kifejezetten kedvazaratsagtalan szoveti kép ellenére (22, 97,
98).

Cyclooxygenase (COX2) 6l ismert, hogy chronicus cystitisek mellett adott
esetben carcinoma alakul ki (20). Localis gyulladhsan a COX2-nek igen fontos
szerep jut (99, 100). A COX2 izominvasiv daganaswkimagasabb koncentracioban
mutathatdé ki (88, 99-102). Kisérletekben UC&-bszd&rmaz6 sejtvonalakban a
sejtproliferatiot COX2-gatlokkal sikertlt megalliig102).
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1.8.5.Adhaesios molekulak, E-cadherin

Az E-cadherin egy, a Cadherinek csoportjaba tartaza@jtek adhaesiojanak
fontos fehérjéje. Kodolasa a 16-0s chromosoma lddsmzan torténik (16922.1). A
hamsejtek felszinén talalhatd, az un. zonula adiseakkotoeleme. A sejten belil actin
filamentumokhoz kapcsolddik, Gdependens. Egyes székzalacsony expressiojat
alacsony daganat-differenciatioval, ill. fokozotbgressioval hozzak 6sszefliggésbe
(103, 104). (E tényt sajat kisérleteinkben nemrsikeeprodukalni, lasd agredmeények
fejezetben (105)).

1.9. Sejtkapcsolo struktarak

A hamsejtek a szoveti szendglés fenntartdsaban egyrészt a szovetek
kilvilagtol vald, ill. a szovetek egymastol valdv@dlasztasaban jatszanak szerepet. A
hagyutakban a vizeletben talalhatd, a szervezanh&ma mérgaz anyagok szdévetek
kozé valb visszajutasat akadalyozzak meg (106)amdejtek kozotti kapcsolatok tébb
tipusuak lehetnek, ezek kdzil a legszorosabb kégios@ zonula occludens tipusu -
mas néven tight junction - jelenti. E mellett létek Uun. zonula adherens tipusu
kapcsolatok, ill. hemidesmosomak, valamint Un. gapction tipusu kapcsolédasok.
Mindezek a sejtek kdzotti kommunikacidban jatszasederepet (107). A tight junction
vazat transmembran doménnel rendelkeiehérjék alkotjdk (occludin, claudin,
junctionalis adhaesios fehérjék, tricellulin). Ezstkuktlraja dinamikusan valtozik a
sejtek pillanatnyi igényei alapjan (54, 108). Traesnbran ill. corticalis fehérjék
vannak jelen, melyek kozo6tt transcriptios factortikfumorsupressor fehérjék egyarant
kimutathatoak.

1.9.1. Claudinok

A tight junctionok gerincét alkoté fehérjék csakitdjnevezik igy (109).
Kimutatdsa 1998-ban tortént. Jelen ismereteinkj@a@7 altipusa ismert (110). A
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claudinok egyes tipusai szovet- ill. szervspecsidu A 4 transmembran régié kodzul
elsdsorban a két kozéfisen mutatkozik kilonbség az egyes claudin tipusidok. A
claudinok szerepe a sejt névekedéseben, ill. aszéjteti differentiatio szabalyozasaban
is ismert. A claudinokat kodolé génszakaszok kudmb chromosomakon
helyezkednek el - 7., 13., 16.,17., 21., 22. - J1Elfehérjemolekuldk a transmembran
domének mellett extracellularis hurkokat is tar@mak (112). Az extracellularis
hurkok kozul az ets un. intercellularis zippzart alakit ki. Intercddus kapcsolataikban
a claudinok homo- ill. heterodimereket alkotnak,othdesetben trimereket is
létrehozhatnak (113). Szereplik a sejtkdzotti idin,fehérje transportban van (114).
Legnagyobb valtozatossagot az extracellularis hu@kermindlisa mutatja, ezzel
kapcsolodik kulonbaz extracellularisan elhelyezkédehérjekhez (115-117). Mivel a
claudinokat a kérokozoOk receptorként hasznaljakligdbeacter pylori, Clostridium
perfringens) a joében terapias célpontként is szerepelhetnek (11&infettel azon
tényre, hogy kulonbdz szervek rosszindulatl daganatainak sejtjeiben zioto ill.
csokkent az expressiojuk, szamos vizsgalat célpiorsj claudin fehérjek. Az

alabbiakban azon claudinokat mutatjuk be, melyakessidja sajat vizsgalatainknak is

targya.
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3. Abra. A claudinok (jelen esetben Claudin-7) sejten beklelyezkedése, és
kapcsolata egyéb sejtkapcsolé struktirakkal (119)
Schematic representation of the claudin-7

A claudinok ,hurkokat vetnek” a sejtmembranon ketéks C-és N-terminalis végik a
cytoplasmaban helyezkedik el. A C-terminalis végdsmlodik a tight junction-ok

egyeb fehérjéivel.

Claudin-1

Génje a 3. chromosoman talalhat6 (3928-g29). Fakezpressiodjat kimutattak
tobbféle szerv daganataban kimutattak: cervicaligaepithelialis neoplasia (119),
nyelbcsy laphamcarcinoma (120, 121), papillaris pajzsmoayginoma (122).
Expressidja csokkent a hepatoblastomak embryogalisponensében (123). A HCV
majsejtekbe valé bejutasanak is fontos receptof#l)(1A vastagbélcarcinomakban

csokkent expressidja tumorprogressioval figg 66528).

Claudin-2

A kbédolé gén az Xg22.3-23 locusban van. A sejtmembn kisebb
behuzédasokat mutat, nem folytonosan jelenik mdgésBrban nagyobb atere§zt
képességgel rendelkehamban (vese proximalis tubulusai, plexus choeiog) tinik
fel (126, 127). Amennyiben expressi6ja fokozottlonoadenocarcinoma esetében a
betegség prognosisa rosszabb (125). Hepatoblast@mddtryonalis componensében

expressidja alacsonyabb, mint e daganatok foetsideteiben (123).

Claudin-3

A 7. chromosoma 7qll régiojdban koédolt fehérje.cR=masban az endocrin
differentiatio markere (128). A maj regeneracidssgalatai soran a zonula occludens 1
proteinnel egydtt kimutattdk szerepét a regenebacio A Clostiridium perfringens

toxinjanak egyik receptorakeént is ismert (129).
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Claudin-4

A 7. chromosoma 7q11.23 locusaban kédolt fehérj€lauidin-3-hoz hasonléan
CPE receptor potencidllal rendelkezik. Az epidermgemal componense (130), ugyanis
a csOkkent ateresépesséy ham alkotoeleme (112). Fokozott expressiojat
kedvedtlen prognosisu pancreas (128), prostata (113, ,18%arium (132), ill.
emibcarcinomékban mutattak ki (133-136), mig gyomoricammakban csokkent
expressidja rossz prognosissal figg ossze (137)}adWédicus fej-nyak tumorokban
szintén csokkent expressiojat észleltek (138). Au@in-4 kimutatasa az alacsonyan
differentialt cholangiocellularis carcinomak hepaltularis carcinomatol valé
elkulonitésében segithet (139).

Claudin-5

A fehérjét kédold gén a 22g11.21. locusban taldlhBhdothelsejtek valamint a
vér-agy gat tight junction sejtjeinek alkot6é résZ@&40, 141). A podocytak
membranjaban, ill. mesenchymalis sejtekben mutathid (142). Kimutatasa
tudédaganatok differencial-diagnosztikajaban alkalm&Zhaugyanis a pulmonalis
eredett adenocarcinomaban expressalodik, mig laphamcanéban nem (143).
Leginkabb azonban vascularis daganatokban expodisél44).

Claudin-7

A 17. chromosoman kodolt fehérje. Hamerédeiaganatokban kimutathato
(144), azonban er# uterus, fej-nyak, colorectalis tumorokban csoklaenexpressidja
(112, 134, 145-149). Normdl korulmények kozoétt asevgproximalis tubulusaiban
mutathato ki (126).

Claudin-10

A 13. chromosoma q31-g34. locusan kodolt fehérjehol@ngiocellularis
carcinomakban a normal méaj Claudin-10 expressigaképest csokken a reakcio
erdssége (150). Hepatocellularis carcinomak eseténresgipjanak mértéke a

daganatrecidivaval figg 6ssze(151).
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1.9.2. Occludin

A tight junctionok kozul ezt a fehérjét mutattak édbszor (152). Gén locus:
5913.1. A zonula occludens fehérjéihez ik, ezeken Kkeresztil actin
filamentumokkal tarsul. Fokozott expressio esetBara atereséképessége csokken. A
vér-agy gat nélkulozhetetlen alkotéeleme (153).o&zludin a HCV receptorakeént is
ismert (154).

1.9.3. Tricellulin

Az occludinhoz hasonl6 fehérje, mely 3 sejt talakg pontjanal jelenik meg
(155). A kodolé génje a 5q13.2 locusban talalh&dehérjét kodold gén mutatioja
sulketséget okoz (156). Hianyaban a ham aténesztalik (157). Pancreas exocrin
sejtjeiben, ill. daganataiban kimutathatd, mig adexhans-szigetekben, ill. endocrin
daganataiban nem (158).

Prognosticai meghatarozas molecularis modszerekkel

Tekintettel arra, hogy az UCC szdvettani osztalgazaind a differentialtsag,
mind a stadium meghatarozas szempontjabél igegaiagigd a korabban emlitett
nehézségek miatt, szamos kisérlet iranyult arrgy kajon molecularis bioldgiai
modszerekkel sikeril-e kivalasztani azt a betegmgop akiknek azonos morphologiai
jegyek mellett varhatéan agresszivebben visélkizdjanata van, vagyis agresszivebb
onkologiai kezelést igényel mar a betegség indutrs& gy holland munkacsoport egy
viszonylag egyszésitett, immunhistochemiai €s molecularis biologiasgalatokat
egyesid modszerrel 2 csoportra osztotta e betegségek@}. (¥Blemeényik szerint e
kombinalt mddszerrel viszonylag nagy biztonsdggét\slik az agresszivebben
kezelend, ill. a varhatdéan szelidebb therapia mellett isdzabban progressio-mentes
betegcsoport. Eredményeik alapjan az FGFR3 mut@ganatot hordozok esélye igen
alacsony a progressio szempontjabol, mig az FGHR3tim szempontjabdl negativ,
p53, Ki67 overexpressiot mutatdé daganatoknal kmmagressiora kell szamitani.
Mindezek alapjan egy un. molecularis osztalyozésiszer is bevezetlédenne,
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aminek a betegek kezelésében a szdvettani parakéeghatarozasa mellett szintén
igen komoly szerepjutna. Molecularis alapokon tiifteecidivahajlam meghatérozas,
ill. az un. gén-osztalyozo rendszer - 50-80 dagapetificus gén - meghatarozasa, a

jelen ismeretes vizsgalatok alapjan azonban meagkeesegtet tal sok reménnyel.

1.10. Az urothelialis sejtes carcinoma therapiaja

Felszines urothelialis sejtes carcinoma (TA)

Transurethralis resectio soran - amennyiben Klitdgaaz UCC feltételezése
igen megalapozott -, azonnali chemo-instillatiadéiik. A chemotherapias szerek kozil
a doxorubicin, epirubicin, ill. mitomycin C szerdpek. Grade lll. daganatok (CIS)
esetén 6 hétig heti egy BCG instillacio torténik, @ tovabbi therapia szilkségessége

tekintetében nincs konszenzus (19, 20).

Invasiv urothelialis sejtes carcinoma (T1, ill. mgasabb T)

Egyértelntien invasiv holyagdaganatok esetén, amennyiben eg batalanos
allapota lehdivé teszi, a chemotherapiaval (cysplatin alapu) Koalb cystectomia
ajanlott. Emellett a Kkiterjedt, tbbb goclu in sit@r@noma esetén is ajanlott a
cystectomia. Mindezen therapia megvalasztasabaetegdkkel valé konzultacio, a

betegek beleegyezése sziikséges (19, 20, 42, 160).
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2.CELKIT UZESEK

Munkacsoportunk célkizése az volt, hogy a kilénkHzipusu urothelsejtes
carcinomak, ill. papillomak eseteiben megvizsgaljukn-e kilénbség a kulonhéz
sejtkapcsolo strukturak — alkotd fehérjék - expgmémak kimutathatosagaban, ill.
mintdzataban. Vizsgalataink arra iranyultak, hoggrsil-e kimutatni olyan kilénbséget
a claudin expressidban, melynek alapjan diagnasztikehézséget add esetekben a
claudin expressiot vizsgalva konnyebben lehet niegiéhni az adott daganat megfélel

szOvettani tipusat?

2.1. Az E-cadherin expressio grade-stage, ill. progsticai
osszefliggéseinek meghatarozasa immunhistochemiai
modszerekkel

E-cadherin expressio immunhistochemiai kimutatdsawagaltuk, hogy van-e
0sszefliggés az E-cadherin expressidos mintazatamidl a daganat stadiuma, ill.
grade-je kozott, ill. a varhatd recidiva bekdeatiének esélye, ill. a tulélési mutatok
megbecslése lehetséges-e.

2.2. Low grade ill. high grade urothelialis sejtesarcinomak Claudin

expressiojanak vizsgalata

A Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 fehérjék masger RNS és fehérje sziint
valamint Ki67 proliferatios marker expressiojat sgaltuk low ill. high grade
daganatokban abbdl a szempontbol, hogy

A: van-e lényeges killdnbség az expressidban, ill.

B.: amennyiben van, ez prognosticai jeteéi-e.
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2.3. Claudinok, Cytokeratinok ill.  Ki67  expressiojanak
0sszehasonlitisa nem malignus, ill. low grade uratlsejtes
daganatokban

A Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, cytokeratin/5-6ytakeratin 20, ill. Ki67 fehérje
expressiojat hasonlitottuk 6ssze hagyholyag papékban, invertalt papilloméakban,
PUNLMP ill. low grade UCC-kben rutin diagnosztilsaiempontbdl, ill. a recidiva-esély

lehetséges megbecslésének szempontjabal.
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3. ANYAG ES MODSZER

Human, huagyholyagbdl szarmazd szovetmintakat viasgg melyek a
Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikajan gyogyitdtetegekbl szarmaznak (283
eset). A vizsgalatokat az Egyetem Etikai Bizottsenaengedélyével (E.sz.:1/2005)
végeztik. A vizsgalatok soran a szovetminték patjial diagndzisdnak Ujraértékelését,
az immunhistochemiai reakciok analysisét, valam@t eredmények 0Osszegzéseét
végeztem, mig a betegkdvetési vizsgalatokat DrsRReter, a molecularis bioldgiai
vizsgélatokat, valamint a morfometrids vizsgalatdBa Torzsok Péter és munkatarsai

végezték.

3.1. E-cadherin expressio vizsgalata urothelialiseges carcinomaban

1996. januar 1. és 1997. februar 1. kozott a SOTHIAdiai Klinikdjan
transurethralis resection atesett primer UCC-sdadeszdvettani mintdiban vizsgaltuk
az E-cadherin expressioésségét. A transurethralis holyagtumor-resectiostakat
Gjravizsgaltuk.

A korabbi szdvettani diagndzisoknak megfélgtade, stage eseteket hasznaltuk.
(A grade meghatarozas ezen esetekben az 1973-as Mébi€2tas szerint tortént). A
vizsgélatra kivalasztott betegek anyagaibdl a legfelelbbbnek kinalkoz6 H&E festett
metszethez tartozé blokkbdl immunhistochemiai dtaga keszilt kilén metszeteken
végeztik a reakciot. Az antigén feltaras mikrohullastbben tortént, forrasig valo
melegités utdn 30 percig 200 watton. Feltard oltstlarget Retrieval ph6-os DAKO
oldatot hasznaltunk. A 3-5m vastag silanizalt metszeteken monoclonalis aumtidn
E-cadherin antitestet hasznaltunk (NLH 38, Dakoo@wtion Glostrup, Denmark,
higitas: 1:100). Semiquantitativ médszerekkel véitsk az E-cadherin elleni antitesttel
detektalhato reakcio ésségét.

4 csoportot hataroztunk meg: negativ, +/- (bizolaytal értékelhét reakcid), +,

- a sejtek 10-50 %-ban gyenge, ill. ++ - a sejt@klB0 %-ban diteljes reakcio. A

vizsgalat eredményét contingentia analysissel éitilk Az adatok végleges
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kiértékelése 2004-ben, a primer resectio utan &lédrtént. A recidiva hajlam, ill. az
E-cadherin expressio fliggvényében vizsgaltuk a tngeatokat. Harom csoportot
alakitottunk ki 6nkényesen:

- 1. csoport: rovidebb, mint 5 évet t@kl

- 2. csoport: 5-8 év évet tutd

- 3. csoport: 8 év, ill. annal hosszabban tiKél

A kivalasztott betegek adatait, valamint az immstdghemiai reakcidk
eredmeényét a 4. tabldzatban tiuntettik fel. ErextptdO beteget vizsgaltunk. Az 50
beteg kdzil csupan 40-nél volt a tovabbi kiértékdédhetséges, a tovabbi tiz, az eredeti
vizsgalatokban szereplbetegél tovabbi informacié nem volt nyertieta retrospectiv
analysis soran.

A recidivakészség kialakuldsanak tekintetében Oyd®en 4 csoportot
alakitottunk ki:

A. recidiva 2 éven belul,
B. recidiva 2-4 év kozott,
C. 4 évnél késbbi recidiva, ill.

D. recidivamentes kategoéria.
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4. Tablazat. A tumor grade, a betegek neme, TNM stadium, az dihean (E-cad)
expressio dérssége, a tulélési és recidiva-kategoria, ill. aepek kora a vizsgalat

kezdetén (a vegskiértékelésben részt vév0 beteg adatai)

Beteg Nem Tulélési Recidiva A beteg kora
Grade ) TNM E-cad . )
sorszama (ffi, n 6) kategoria kategoria 1996-ban
1 | F TX + 3 D 59
2 I N Ta - 3 B 50
3 | F Ta + 1 D 75
4 I F Tx + 3 D 66
5 1] N T1 + 2 B 73
7 1] N Ta ++ 3 B 59
8 | F Ta + 3 D 54
10 I N T1 - 3 D 82
11 1] N Tx ++ 3 D 71
12 I N Ta + 3 D 69
13 | N TX - 3 B 71
14 I F Ta + 3 D 50
15 | F TX + 1 D 73
18 I F T1 + 1 D 81
19 | F Ta - 1 D 87
20 IP F Tx + 3 D 29
21 1] F T1 + 1 A 57
22 I N T1 ++ 2 A 86
25 | F Ta - 3 D 69
27 1] N T1 ++ 1 D 70
28 1] F T1 - 3 D 75
29 I F Ta - 3 D 55
30 IP F Ta + 1 D 49
31 I F Tx - 1 B 76
32 | N Ta + 1 D 63
33 I F T1 - 1 B 50
34 | N Ta - 2 D 76
35 I F T1 - 3 D 72
36 1] F T1 + 3 A 70
38 I F T1 - 3 D 40
39 | F Ta - 2 D 75
40 I F Ta +- 3 D 51
41 | F Ta + 3 D 40
43 I F Ta + 1 B 66
44 11l F T1 + 2 D 67
45 1] N Tis + 3 C 57
46 11l N Tis +/- 3 D 50
48 I N Ta + 3 D 61
49 1] F Ta ++ 1 D 64
50 1] N Ta + 1 D 71
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A vizsgalatot 2012-ben Gjabb mintakon validaltdkven Gjabb UCC esetet
valasztottunk ki, melyek kozott kulonbdzgrade-t (Grl-111.) ill. stage-t (min.Ta-
min.T2) mutatd holyagtumorbol szarmazo anyagbanekgytink az E-cadherin

expressiés mintazatat kimutatni.

3.2. Low/high grade urothelialis sejtes carcinomakizsgalata

3.2.1. Beteganyag

Szazharom, urologus altal vett, TUR, ill. térkégisia soran nyert szévetmintat
vizsgéltunk. Kozuluk 86 szarmazott UCGBHomig 17 control mintat értékeltiink, e
control mintak olyan betege&bszarmaztak, akiknek UCC az anamnézisikben nem
szerepelt. A 17 beteg kozul 7 benignus prostatetpyasiaban szenvedett, 2 betegnek
visszatéb gyulladasai szerepeltek az anamnézisben. Hatmak wézelet megjelenése
miatt tortént biopsia, 1 beteg szenvedett hélyagkéggben, 1-nek pedig vesico-cutan
fistulaja volt. Az 6sszesitett adatokat az alaéblgzatban tiintettuk fel.
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5. Tablazat. A daganatos betegek adatai, az eltavolitott daggnade ill. stage

beosztasa
ucc HG

Betegek kliniko- T2 nélkul T2 LG HG (T2 nélkil)
patolégiai adatai (TaTl)
Betegszam 86 o o 0 0 0
(100%) 64 (74%) 22 (26%) 27 (31%) 59 (69%) 37 (43%)
Low Grade (LG) 27164 (42%) 0 - - -
High Grade (HG) |37/64 (58%) | 22/22 (100%4) - -
Nicotin 29/64 (45%) | 12/22 (55%) 14/27 (52%) 27/59 (46%) 59525%)

. : ) . : . 44:15 . :
Nem (fi: ) 50:14 (3.57:1) | 14:8 (1.75:1) 20:7 (2.85:1) (2.93:1) 30:7 (4.3:1)
Betegek kora (év) |65.38 (46-91) | 67.59 (43-9]62.89 (47-81) 67.34 (43-9167.18 (46-91
Multifocalis tumor | 28/64 (44%) | 6/22 (27.3%) 11/27 (41%) 23/59 (39%) /59729%)
Solid mintazatd | .g/61 (15 506y | 9722 (41%) | 2127 (7.4%) 15/59 (25%) 94(B%)

tumor

Chemotherapia -
intravesicalis

14/64 (22%)

2/22 (9%)

7127 (26%)

9/59 (15%

7/52%0)

Intravesicalis BCG |21/64 (33%) 0 1/27 (4%) 20/59 (34%)) 20/59 (34%)
Chemotherapia - 5/22 o

systhemas 0 (22.72%) 0 5/59 (8%) 0
Cystectomia 2/64 (3%) 7122 (32%) | O 9/59 (15%)| 7/59 (12%

Tumor recidiva 20/64 (31%) | 3/22 (14%) | 13/27 (48%) 10/59 (17%)  1/B2%)
Tumor progressio | 3/64 (5%) 0 0 3/59 (5%) 0
Recidiva-mentes

{I8lés (honap) 43.98 (4-110) | 29.75 (4-55] 38.04 (4-79) 47.03 (8)1%5.39 (4-110
(Theg‘r?aspt)”'e'es 54.62 (10-120)| 28.27 (4-54] 57.75 (10-120) 45.310) | 49.15 (4-110
Exitus 12 (10%) 19 (29 2 (29 2 9(10%) 10 (8%)

(LG - low grade, HG - high grade)
Progressio: Ta-T1 stadium T2-re ,ugrott” — a dagar@minvasiv lett.

Multifocalitas: A klinikai adatok alapjan a reseaat tobb ponton megjelérdaganatbol

szarmazott.

A daganatok szovettani kiértékelése sordn a saiiettiagnozis a 2004-es

WHO classificatio alapjan tortént. A betegeknékdifné arany 2,9:1, atlag életkoruk
66,5 év volt (a legfiatalabb 43, a legsbb 91 éves volt). Az utankdvetésh idtlaga

kereken 46 honap volt. A teljes tulélés a kezd&guozistdl a beteg halalaig, ill. a

vizsgalat lezarasaig elteltddek felelt meg, mig a kiGjulas-mentes tulélés actstdl a

recidiva megjelenéséig tartott.

Amennyiben a betegnél tobb alkalommal tértént TWR,a nitéti anyagok

szovettani eredménye eltért, véglegesnek ali@sresectio szdvettani eredményét

tekintettik.
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6. Tablazat. Control, nem daganat miatt vizsgalt betegek mifmtai 7)

Mintavételi indikacié  |Histologiai eredmény

NIC (7) IC (10)
Recurral6 gyulladas - 2
Haematuria - 6
Prostata hyperplasia 7 -
Calculosis - 1
Fistula - 1

NIC: control mintak inflammatoricus eltérés nélki@; inflammatoricus control mintak

A transurethralis resectio sordn, amennyibenigensoran perforatidt, vérzést
nem észleltek, a betegek ditétet koved 6 6ran beldl intravesicalis chemotherapiaban
részestiltek. Ot esetben — kdtiw grade, ill. harom high grade tumort hordozéegeél
- a chemo-instillatio nem volt kivitelezlietr fenti szo6dmeények bekdvetkezte miatt.
Azon betegeknél, akiknél a korai intravesicalisrobénstillatio nem volt kivitelezhét
kesii intravesicalis chemotherapiat alkalmaztak.

BCG kezelést high grade — grade llI, ill. in sitar@nomas betegek kaptak,
valamint olyan betegek, akiknek recidiv, theramaistens daganata volt (pT1 grade I-
Il. daganatot hordoz6 betegek). A BCG kezeléstritetegy alkalommal végezték 5
héten at, majd a betegek fenntartd kezelést kap#ken keresztil. Huszonkgizom
invasiv esetbl 7 betegnél tortént radicalis cystectomia, mig &ely systhemas

chemotherapiaban részesitilt.

3.2.2. Szbvettani vizsgalat, immunhistochemia

A resecalt szoveteket 1 napon at 4%-os pufferath&dinban fixaltuk a rutin
eljarasoknak megfeléén. Az ezutdn szokasos beagyazasi modszerek utmilke
haematoxylin eosin festett metszetek alapjan delleta diagndzisok. Az
immunhistochemiai reakcidk soran hasonld, 3pn vastagsagu metszeteket
hasznaltunk. A deparaffinalas utdn a mosas PBSévemt, 7,4 pH értéken. Az antigén
feltaras mikrohullamu séiben tortént: 3 percen at 850 W teljesitmény melkett utan

tortént az antigén feltaré oldatban (Target Re#ieSolution/Dako Glostrup Denmark)
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30 percen at 170 W-on. Az immunhistochemiai redkdiéntana ES immun-automata
gépben késziiltek (Ventana Medical System Inc. Tucg@, USA). A festékanyag
diamino-benzidin volt a gyart6 @rasainak megfeléen (I wiev DAB detection kit
Ventana). Az eljaras avidin-biotin peroxidase tekéwal tortént. A kovetkez (7.)
tabldzatban olvashatdak a gyarté altal ajanlotitiposontrolok, a kilonbo& antitestek,
ill. higitdsaik. Negativ controlt is hasznaltunkinper antitest hozzdadasa nélkul.

7. Tabladzat.Az IH reakcidkhoz hasznalt reagensek, ill. a gyattal ajanlott controlok

Antitest Higitas Pozitiv Gyartdé  Antitesttipus Lot szam Pozitivitas
control helye

Ki67 1:100 nyirokcsom6 DAKO egér monoclonalis 00070375 mag

CLDN-1  1:80 Br Zymed nyul polyclonalis  624568A membran

CLDN-2 1:80 vastagbél Zymed egér monoclonalis 787052A  cytoplasma
CLDN-3 1:80 vastagbél Zymed nydl polyclonalis ~ 760684A membran
CLDN-4 1:100  vastagbél Zymed egér monoclonalis 716863A membran

CLDN-5 1:120  endothel Zymed egér monoclonalis 425681A membran
CLDN-7 1:100 end Zymed nydl polyclonalis  673366A membran
CLDN10 1:60 vese Zymed nydl polyclonalis  432094A membran

3.2.3. Molecularis biolégiai vizsgalatok
(quantitativ valos idéj PCR vizsgalat — primerek, ill. PCR reakciok)

RNS izolalas

A mintak kozil 70 UCC-8l szarmazott, a 8 control kdzul 4 cystitbsb4
normal, nem gyulladt urothel-szdvétbszarmazott. A mintdk macrodissectidja is
megtortént a daganatos, ill. nem tisztan dagartatétetek vizsgalata céljabol. Minden
esetben 55°C-on 16 Ora volt azuB vastagsagu metszetek proteinase-K emeésztésére
forditott idd (Proteasel (0.38 mg/ml) Ventana Ref: 760-2018, C6R21)).

A paraffinba agyazott szovetella teljes RNS-t High Pure RNA Paraffin Kittel
izolaltdk, mely a gyartasi protokollnak megféleh tértént. (Roche, Indianapolis, IN,
USA).
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Reverse transcriptio RNS

Telles RNS atiras tortént (dg) 20 pl-es reakcio elegyben, ez a gyartd
eléirdsainak megfeléen tortént - High Capacity RNA-to-cDNA kit, Applied
Biosystems — ABI Foster City, CA, USA-.

Real time quantitativ RT-PCR

A real time PCR reakciok elvégzése duplikdtumokhkérnént a B-actin
referencia gén, valamint a Claudin-1, -5, -7, -1€lgének esetében. A cDNS
reakcionként 100 ng volt, a végtérfogat a teljexkeed esetében 2pl (SYBR Green
PCR Master Mix ABI, AB4309155). A primer sequentfila 8. tdblazatban tlntettik
fel. A real time PCR reakcidk a kovetkdéZppen torténtek: kezdeti denaturalas 95°C
fok - 2 perc.; ciklusok (40X): 95°C 20s, 60°C 30&°C 60s, terminalas: 72°C 5 perc.
A reakciokhoz ABI Prism 7000 sequence detectingragtet alkalmaztunk. (Applied
Biosystems). Az adatok kiértékeléséhez az alahiieket hasznaltuk: e23" (ACT=CT

referencia gén — CT célgen). A szamolas a duplikétuatlag CT értékével tortént.

8. Tablazat.Primer sequentiak - Claudinok, iB-actin expressio vizsgélata soran

Gén 3-5’ 553

B-actin cct ggc acc cag cac aat ggg ccg gac tcgtca
Claudin-1 | gtg cga tat ttc ttc ttg cag gtq  ttc gtaggc att gac tgg
Claudin-2 | ctc cc tgg cct gca tta tct ¢ acc tgooge cac tct gt
Claudin-3 | ctg ctc tgc tgc tcg tgt cc tta gac gadt gcg gtc gta g
Claudin-4 | ggc tgc ttt gct gca act gtc gag ccg gt ac acg
Claudin-5 | ttc ctg aag tgg tgt cac ctg aac tgg ¢agoa atc ttc aca g
Claudin-7 | cat cgt gg cag gtc ttg cc gat ggc aggagecctc ata ¢
Claudin-10| tgg atg ttc cct ata tgc aaa caqa aaa cag agc gtmadc a
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3.2.4. Immunhistochemiai kiértékelés

Semiquantitativ score analysis

A semiquantitativ analysist harom fliggetlen vizégakgezte (Dr. Torzsok
Péter, Dr. Székely Eszter, Dr. Kiss Andras). AZketés soran a reakcio localisatioja,
ill. er6ssége volt meghatarozé. Az egyes metszetek pdkeéri@aptak az alabbiak
szerint: a reakcio intenzitasat a terilet szazalgdaritivitasaval szoroztuk. A reakcid
erdsségéenek meghatarozasa 0-3 skalan mozgott: 0 s reakcio; 1 pont — gyenge; 2
pont — kdzepes, 3 pont —6erreakciot jelentett. A reakcio terlletszazalékost@rtékeit
az alabbiakban hataroztuk meg:

5 pont: 76 — 100%
4 pont: 51 — 75%
3 pont: 26 — 50%
2 pont: 6 — 25%

1 pont: 0 — 5%.

A reakcio ebsségének szamat a pozitivitas aranyara adott szbésseeszoroztuk. A

maximalis pontérték 15, a minimalis 0 volt.

Morphometria

Valamennyi metszeait 60-as objektivvel Olympus BX50 mikroszkoppal
(Olympus Co. Tokyo, Japan) fényképeket készitettimintanként 10 at nem féd
képet. E képek kiértékelése quantitativamént. A quantitativ kiertékeléshez
hasznalt softver Leica Qwin V3-as morphometriaitvaaf volt (Leica Microsystems
Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK). A metszeteka mintavétel technikajabol
fakadd nem értékelhgterileteket nem vizsgaltuk. Az immunhistochemesikciokkal
pozitiv terliletek szazalékos aranyat a teljes \altsgriletekhez viszonyitva adtuk meg.
A statisztikai analysis soran az egyes esétdaszilt 10 foton mért adatok atlagértéket
szamoltuk (161).
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Ki67 proliferatios marker elleni antitesttel végzet reakcio

értékelése

60-as objektivvel vizsgalt metszeten 10 egymastnémn fed latdétérben
vizsgaltuk a pozitiv sejtek aranyat az 0sszeshazowiyitva, ennek atlagat vettik

figyelembe (ugyanazon mikroszkop).

3.2.5. Statisztikai analysis

Mann-Whitney U teszttel 6sszehasonlitottuk a nenusSaloszlast kovét
valtozokat. Fisher-féle egzakt tesztet, ill. EHet hasznaltunk a kategorikus valtozok
vizsgélatara. Kaplan-Meier-modszert alkalmazturikljs tulélés, ill. a recidivamentes
tulélés  vizsgalataihoz.  Logrank-tesztet  haszndltunk  talélési  gorbék
0sszehasonlitasahoz. Cox regressziés modellel geflég prognosticai faktorok
vizsgalata tortént. Significans valosa$egi érteknek a <49.05-6t fogadtuk el.
Valamennyi statisztikai analysis a Statisztika frogrammal tortént (Statsoft Inc.,
Tulsa OK, USA).

3.3. Felszines — nem invasiv urothelialis tumorokizsgalata

A claudin expressiés mintazatat vizsgaltuk 80 twaethralis resectidval
eltavolitott, valamilyen urothelialis daganatbédspazé szdvetmintan, valamint 5 nem
daganatos betefbszarmazé mintan. Ezek kdzott 15 invertalt uradiisl papilloma, 20
urothelialis papilloma, 20 grade I. (PUNLMP), ilO0 Grade II. (low grade) UCC eset
szerepelt. A nem daganatos mintak olyan beteieldzdrmaztak, akik sosem
szenvedtek urothelsejtes carcinomaban.

Invertalt papillomak: 15,5 év leforgasa alatt (1994brilis - 2010. december
kozott a Il. sz. Pathologiai Intézetben — a szagép@s nyilvantartas adatai alapjan 30
invertalt papilloma diagnozis szlletett. Ezek kd3ubetegnél az invertalt papilloma
mellett urothelialis sejtes carcinoma is jelen vAlt esetek Ujraértékelése utan 15 olyan
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mintat taldltunk, mely immunhistochemiai vizsgalkatovégzésére alkalmasnak
bizonyult. A betegek atlagéletkora 60,8 év voltegfiatalabb 9, a legitbebb 91 éves
volt. A férfi-né arany 1.5:1. A recidivamentes tulélés a mintayédlelaz el$ recidiva

kozott eltelt idt jelentette.

3.3.1. Immunhistochemiai vizsgalatok

A szévetmintak fixaldsa 1 teljes napon at 4%-odquaft formalinban tortént. A
metszetek a szokvany szovettani laboratériumokdialnaazott paraffin-agyazasos
technikaval készlltek. A szovettani diagnozisokahaematoxylin eosinnal festett
metszetek alapjan allapitottuk meg. Immunhistochemiizsgalatok végzéséhez
silanizalt targylemezre helyezett, 3t vastag metszeteket alkalmaztunk mind a teljes
blokkbdl szarmazd metszetek esetén, mind a TMA Kakkd6l szarmaz6 metszetek
esetén. Az immunhistochemiai reakciok végzése at@y@anlasai alapjan valasztott
reagensekkel, BenchMark XP immunfesiutomata segitségével tortént (UltraView
Universal DAB Detection Kit Ventana Tucson, AZ, USAlegativ controlok esetén az
antitest elhagyasa mellett antitest solutiont atlkeedtunk, a negativ controlok negativ
eredményt mutattak. A higitasi paraméterek, valamipozitiv controlok az alabbi (9.)

tablazatban olvashatéak.

9. Tablazat. A kisérletben vizsgalt antitestek, higitasaik, d@l.vizsgalatban szerépl
pozitiv controlként szereplszévetek tipusai

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

Antitest |Higitas Positiv Gyartdo | Antitest tipus Lot szam Pozitivitas
control helye

Ki67 1:100 | nyirokcsompDAKO egér monoclonalig 000703y81ag
CK/5-6 | 1:2000| nyirokcsom@DAKO egér monoclonali§ 0003308aytoplasma
CK20 | 1:600 X%Séagbe' DAKO  |egér monoclonali§ 00032648Y10PIaSMa
CLDN-1 |1:100 | I6r Invitrogen| nydl polyclonalis | 6245684 membran
CLDN-2 [ 1:50 vastagbél Invitroggegér monoclonalis 787052/cytoplasma
CLDN-3 |1:80 | vastagbél Invitrogemyul polyclonalis | 7606844 membran
CLDN-4 | 1:200 | vastagbél Invitrogeegér monoclonali§ 716863Amembran
CLDN-7 [1:100 | emd Invitrogen| nydl polyclonalis | 673366A membran
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3.3.1.1. Tissue microarray

A vizsgalanddé mintakbol tissue microarray vizsgalagésetenként 2-2 mm-es
szovethengereket szartunk ki a paraffinos blokkakidalamennyi szévettani tipushoz
tartoz6 csoportbdl 3-3 véletlenstien kivalasztott esetben teljes blokkbdl szarmazé
,SZokvany” metszetet is megvizsgaltunk. Az immutdgiemiai reakciok kiértekelése
kétféleképpen tortént: semiquantitativ. médon podéssal, ill. morphometriai
programmal (mind a szokvany, mind a TMA metszetsén). Az immunhistochemiai
reakciok eredménye mind a teljes metszeten, mindMV# metszeteken azonos

eredményt mutatott.

3.3.1.2. Az immunhistochemiai reakciok kiértékelése

Semiquantitativ analysis: a kiértékelést egymagigpetlenil 4 orvos végezte
(Dr. Torzsok Péter, Dr. Kiss Andras, Dr. SzékelymiBa, Dr. Székely Eszter). Ennek
soran a reakci0 é&ssége mellett a reakci6 szoveten bellli localig#tios
meghataroztak. Az egyes esetek pontozasos értékaldgvetkedképpen tortént a
reakcio eéssége alapjan:

0 — nincs reakci6; 1 pont — gyenge; 2 pont — kégefepont — dis reakciot
jelzett.

A metszetek digitalizadlasahoz Mirax Midi metszetarswet rendszert
hasznaltunk (3D Histech, Budapest, Hungary). Vatamgeesetben 15 at nem feéép
készult (Claudinok, CK/5-6, ill. CK20 reakcidk). guantitativ morphometria tertlet
szazalékos pozitivithsa Leica Qwin V3 morphometszoftverrel toértént (Leica
Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UKA kiértékelés soran a
daganatmentes terileteket figyelmen kivil hagyfuKi67, proliferatios marker elleni
antitesttel végzett reakcio esetén a nuclearistipitdst mutatd sejtek mennyiségének
valamennyi sejthez valo viszonyitasa tortént. Aisttkai analysis soran esetenként 15

érték atlagat 6sszegeztik.
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3.3.1.3. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai vizsgalatok Statistiva V8.0 (Statsdfc., Tulsa, OK, USA)
programmal torténtek. Tekintettel azon tényre, hagynintak nem normal eloszlast
kovettek, az expresszids értékek 6sszehasonligsaparametrikus ANOVA teszttel
(Kruskal-Wallis) tortént nem daganatos esetekbatgmint invertalt, ill. nem invertalt
papillomak, ill. a két tipusu urothelialis carcinankdz6tt. Kaplan-Meier-médszerrel
vizsgéltuk a recidiva mentes tulélést. A modszerkétz csoportra kellett osztani az
eseteket valamennyi kategoérian belll annak telébtet, hogy a claudinok, a Ki67, a
CK20, ill. a CK/5-6 reakciok éssége a median folott vagy alatt mutatkozott-e.-Log
Rank-teszttel hasonlitottuk 6ssze a tulélési gabékpearman-féle correlatios teszttel a
semiquantitativ, ill. quantitativ vizsgalat soraryent eredményeket vetettik ossze.
Significansnak a €0.05 értéket fogadtuk el.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az E-cadherin expressio grade-stage, ill. progsticai
osszeflggéseinek meghatarozasa immunhistochemiai
modszerekkel

4.1.1. E-cadherin expressio 6sszefliggése a tumomrde-del, ill.

stadiummal

A 40 betegbl 13 esetében (33%) az E-cadherin reakcié negatibizonyult.
Huszono6t betegnél (63%) +, ill. ++6sséd eredmény sziletett. A reakcidéssége
vagy megegyezett a normal urotheliummal, vagy andburothelhez képest valamivel
gyengébbnek bizonyult. Két esetben észleltiink kétséexpressiot. Az E-cadherin
expressio mindkét, a revisio soran invert papilloaiabizonyult esetben igendeeljes
volt. A kiértékelés soran a 38 urothelsejtes cantia grade-je, ill. a stage nem mutatott
significans 0sszefliggést az E-cadherin expressigségével - negativ eredményt
mutattak nem-invasiv, alacsony gratlelaganatok, mig 8teljes positivitast mutattak
alacsonyan differentialt, invasiv daganatok (1@k)vizsgalat eredményével ellenkez
megallapitasra jutottak mas munkacsoportok (158,1¥sdMegbeszéléfejezet). Két
olyan esetet talaltunk, ahol a korabban invasivaunak diagnosztizalt eset a revisio
soran invertalt papillomanak bizonyult.

A 2012-ben megismételt E-cadherin IH vizsgalatokederényei a
kovetkedképpen alakultak: valamennyi daganatban kimutattakto bizonyult a
reakcid. Az 50 vizsgalt esé€tb45-nél ++ ebssed, 5-nél + ebsséd reakciot talaltunk.
Sem negativ, sem bizonytalan eredmény nem szlletettintettel arra, hogy a
bevalasztott esetek kdzott low grade, high grasesiv, nem-invasiv UCC-k egyarant
szerepeltek, ill. hogy az infiltrativ daganatok tében az infiltrativ componens
lényegében a felszinen lathatdé daganattal azoneszitasu reakciét mutatott, korabbi
eredményeinket — vagyis azt, hogy az E-cadherinressps mintazatanak az
urothelialis daganatokban nincs 6sszefiiggése artgrade-del ill. stage-el - tovabbra

is fenntarthaténak, megalapozottnak tekintjuk ptaa
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A reakciok a kulonbdz tipusu daganatokban +/++ 6esédi positivitast
mutattak.

A HG eset igen intensiv positivitdsa alapjan néimikk megalapozottnak az a
nemzetkozileg sokak altal evidencianak tekintelitad, mely szerint az alacsonyan
differentialt UCC-ban a tumorsejtek E-cadherin esgidja csokken. (A PUNLMP, ill.
a low grade UCC eset T min.a stadiuma, mig a HG WS€t T min.2 stadiumu
mintabol szarmazott.)
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4.1.2. E-cadherin expressio prognosticai szerepe

A 2004-ben lezart recidiva adatok vizsgalata sdrhesetben talaltunk recidiva
kialakulast, melynek soran contingentia analysisggl E-cadherin expressios
mintdzataval Iényeges 6sszefliggés nem mutatkdZeénnyolc beteg a transurethralis
resectiot kovedt 8 éven belll exitalt, 13 kozlluk 5 éven belil haktg. Ezen 18 beteg
kozul 13 esetében az E-cadherin expressioémégnek bizonyult, 5 esetben nem
taldltunk expressiot, vagy csokkent expressio rkottt. Az E-cadherin reakcio
erossegenek mertéke, ill. az atlagos tulélés kozatt raddltunk 6sszefliggeést (105).

A 2012-ben megismételt E-cadherin vizsgalatokassfrszovettani eseteken
(2011-2012-ben operalt daganatok) végeztik, igyliregtalélés vizsgalatok még nem

végezhaiek, ezeket a kébbiekben tervezzik.

4.2. Low, ill. high grade urothelsejtes carcinomak Claudin

expressiojanak vizsgalata

4.2.1. Nem daganatos, ill. daganatos urothel immumtochemiai,

ill. Real Time PCR eredményei

Nem daganatbdl szarmazé urothelben Claudin-1 edlstitesttel a hdm basalis
rétegében detectaltunk pozitiv reakciot, mely ansenbranokon jelent meg. Ezzel
ellentéetesen a Claudin-4, ill. -7 reakcidkkal —n$szhn membran positivitas volt
észlelhed — a ham fel$ sejtsoraiban volt regisztralhaté a pozitivitas.eAkcio eéssége
a basalis sejtrétegek felé csokéentenzitast mutatott. Egy-egy esetben a Claudin-7
elleni antitesttel a ham teljes rétegében azontenzitdsu efs reakcidt észleltlink.
Claudin-3, ill. -5 elleni antitestekkel néhany ndban gyenge felszini reakcio volt
megfigyelhed. A Claudin-5 - melyet egyéb vizsgalatok soran isésorban
mesenchymalis sejtekben észleltek positivhak - ammmtainkban is elssorban az
érendothelben mutatott pozitivitast. Claudin-1@millantitesttel egyetlen esetben sem

észleltink pozitiv reakciét. Ki67 proliferatios rkar elleni antitesttel elvétve
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mutatkozott pozitiv sejt. Azon mintak, melyek ctistts hdlyagbol szarmaztak,
significansan magasabb Claudin-2, ill. -7 poziésit mutattak a nem cystitises
holyagbol szarmazé mintakhoz képest (Claudin-2ébsgt morphometria: P = 0,0007,
claudin-7: P = 0,047). Cystitises holyagbdl szamnaintakban Claudin-2 az eseény
sejtekben is kimutathatonak bizonyult. Ugyanezejtelsenem cystitises holyagbol
szarmaz6 mintakban negativnak bizonyultak e reakti§P= 0.034)

A daganatos mintakban Claudin-1, -2, -4 ill. -7esil antitestekkel legtobb
esetben pozitivitast észleltiink. Claudin-3, ill. eBeni antitestekkel csupan néhany,
javarészt magasan differencialt daganatban ésalelfiozitiv reakciét. Claudin-10
pozitivitdst — hasonldéan a normal, ill. gyulladiniidan észlelthez — nem észleltiink. Az
urothelsejtes carcinomak Claudin-1, -2 ill. -7 piviasa a kulonbdz sejtrétegekben
hasonloképpen alakult ahhoz, amit normal hambarelészk, vagyis Claudin-1
pozitivitast el§sorban a basalis rétegekben észleltiink, Claudin-Z ielleni antitesttel
elsbsorban a ham fedsrétegeiben észleltiink pozitivitast. Claudin-4 mllantitesttel a
ham teljes szélességében pozitiv reakciot észleltiin

A daganatos esetekben a Claudin-1 expressio csiblkebizonyult (P=0.01), a
Claudin-2, -4, ill. -7 azonban emelkedést mutataittid fehérje, mind messenger RNS
szinten a controlként hasznalt gyulladdsos mintdkBazlelthez képest. A Ki67
proliferatios marker — fehérje - szintén fokozddtitast mutatott (5, 6. abra).

Osszehasonlitottuk a low grade ill. high grade thdbszarmazé eseteket: az
izom invaziv esetek figyelembe vétele hasonlo stikiai eredményt mutatott, mint
amikor kivontuk a csoportbdl az izom invaziv tuniab

High grade tumorok esetén (P*=0.037 — T2 daganatfiggelembe véve -
P**=0.011 T2 daganatokat a csoportbdl kivonva) audin-4 expressio emelkedett
voltat tapasztaltuk, emellett a Ki67 pozitivitakifejezettebbnek bizonyult. E mellett a
Claudin-1 expressio - P**=0.035, a Claudin-7 P*Zh0 P**<0.001 — alacsonyabb
expressiot mutatott fehérje szinten is. Semiquatintitvizsgalatot is végeztink: az
eredmény hasonloképpen significans kulonbségettottutakét csoportban. A Claudin-
1 expressio csokkent, a Claudin-2 expressio emetieek bizonyult: (P*=0.025,
P**=0.017) (P*0.002, P**=0.009, Claudin-4 expressizsgalataval P*<0.001;
P**<0.001) volt RNS expressio szinten (high gradatca low grade UCC).

a7



DOI:10.14753/SE.2013.1820

Low grade tumorok esetén tobb mintdban Claudingfessio inkabb csupan a
ham fel$ rétegében mutatkozott, mely hasonlonak bizonyulhcamal hamban
megfigyeltekhez (CHlteszt P*<0.001; P**<0.001) (161).

85 )
# 3’"1""54',,,.,:"
5. Abra. H&E, ill. IH reakciok: Claudin-4, -7 ill. Ki67 expressio nagirurothelben (1.
oszlop, a, d, g, j képek) ), low grade UCC-ben,d&lop, b, e, h, k képek), ill. high
grade UCC-ben (3. oszlop, ¢, f, j, | képek) (200X)

Az 4bra képei azonos nagyitasuak ill. beallitdskm-es lépték.

A high grade UCC-k significansan magasabb Ki67 §&01, Claudin-4 p=0.037 ill.
significansan csokkent Claudin-7 p<0.0001 fehénpressiét mutattak a low grade
tumorokhoz viszonyitva. A Claudin-4, ill. Claudin-dontten membran positivitast

mutat, Ki67 positivitds a magokban lathato.
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10. T&blazat. Control ill. UCC mintak Ki67 fehérje, claudin fel@r ill. mRNS
expressiojanak statisztikai analysise

NGYC vs GYC |NGYC vs UCC |GYCvs UCC |LG vs HG*|LG vs HG**
Ki67 IH 1(0.245) 1(0.076) 1(0.196) 1(<0.001) | 1(<0.001)
Claudin-1 IH 1 (0.386) 1(0.014) 1(0.001) 1(0.078) |1(0.035)
Claudin-2 IH 1 (0.007) 1(0.489) 1(0.001) 1(0.913) |1(0.337)
Claudin-4 IH 1 (0.039) 1(0.125) 1(0.082) 1(0.037) |1(0.011)
Claudin-7 IH 1 (0.791) 1(0.115) 1(0.062) 1(<0.001) |1 (0.001)
Claudin-1 mRNS| | (0.624) 1(0.101) 1(0.117) 1(0.025) |1(0.0173
Claudin-2 mRNS| 1 (0.624) 1(0.037) 1(0.727) 1(0.002) |1 (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) 1(0.720) ]1(0.819)

11. Téblazat. Claudin fehérje expressiojanak statisztikai ansé/scontrol ill. UCC

mintakban

NGYC vs GYC |[NGYC vs UCC |GYCvs UCC|LG vs HG* |LG vs HG**
Claudin-1 IH 1 (0.337) 1(0.047) 1(0.003) 1(0.914) 1(0.049)
Claudin-2 IH 1 (0.034) 1(0.279) 1(<0.001) |[1(0.810) 1(0.337)
Claudin-4 IHK |t (0.014) 1(0.075) 1(0.062) 1(0.011) 1(0.042)
Claudin-7 IH 1 (0.637) 1(0.373) 1(0.081) 1(0.014) 1 (0.024)

* T2-vel ;** T2 nélkal,
IH: immunhistochemia; GYC: gyulladdsos control; NGY control gyulladas nélkal; A

significans eltérések vastagon szedve; vs= /ver&iét/ egymastol fuggetlen csoport kdzotti
kilbnbség vizsgalatara (TaTl vs T2; LG vs HG) Mavhitney U tesztet hasznaltuk; A nem
aldhdzottan jelzett csoportokat viszonyitottuk ldhézassal jelzett — referencia - csoportokhoz.
t A nem alahuzottan jelzett csoportok magasabb egjfremutattak a referencia csoporthoz

képest.

L A nem aldhuzottan jelzett csoportok alacsonyalgvessiot mutattak a referencia csoporthoz

képest.

(): P-értékek a zargjelben feltiintetve
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6. Abra. IH reakciok: Claudin-1, (a, b, c, d), -3, (e, f,3, -5 (i, j, k, I) és -10 (m, n, o,
p) expressio (vizszintes soroklimormentesirothelben, low ill. high grade UCC-ben,
valamint positiv control mintakban (200X)

1. sor - Claudin-1,2. sor -Claudin-3,3. sor -Claudin-5,4. sor -Claudin-10.
Az abra képei azonos nagyitasuak ill. beallitdskm-es Iépték.

Az egységes fotok elérése érdekében kizarolag ifigatis valtoztatasokat tettink —
Lorightness/contrast” , ill. ,color-balance” gombak.
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4.2.2. A Claudin-7 prognosticai szerepe

Low grade tumort hordoz6 betegeknél haldleset ageiat lezartdig nem tortént
(4-120 hénap alatt). High grade tumort hordozé d¢petaél azonban a paciensek 1/3-a
UCC kovetkeztében halt meg (P<0.01; Fischer-félmkigteszt, 7/a dbra). A 19 UCC
miatti halalt szenvedett beteg kdzul 17-en T2 stddi UCC-ban szenvedtek. Két beteg
megallapitott T stadiuma T1-nek bizonyult. 64 betegikerllt utdnkdvetni: 27 low
grade, ill. 37 high grade tumort hordoz6 beteg .valtiow grade daganatot hordozo
betegek 48%-anal — 13 beteg -, a high grade tunwwdozo betegek 18%-anal — 7 beteg
— alakult ki recidiva. A recidivamentes tulélésoavigrade tumort hordozék esetében
atlagosan 38 hoénap, mig high grade tumort hordozedtében 47 hdénap volt. A
révidebb recidivamentes tulélést mutatd betegetébsa a tumor Claudin-7 expressiodja
magasabbnak bizonyult — median felett expressaléda tobbi daganathoz képest
(P=0.029; (7/b. abra)).

A low grade daganatok egyike sem Iépett a recidoran magasabb T stadiumba a
vizsgélati idszak alatt, mig a high grade tumort hordozéknal eedp tumora
progressiot mutatott T stadium tekintetében. Ezéetgg kdzul 2 UCC miatt exitalt. A
tulélés tekintetében a high grade tumort hordozgkificansan rosszabb mutatokkal
rendelkeznek a low grade tumort hordoz6 betegekiépest (Kaplan-Meier-analysis
P<0.001); (7/a. abra). E megallapitds egyezik a zetkiizi irodalmi adatokban
foglaltakkal, a kozlemények alapjan is rosszablélést mutatnak az izom invaziv
esetek a felszinesebb daganattal rendélketegekhez képest (Kaplan-Meier-analysis
P<0.001); (7/c. &bra). Megjegyzeénchogy azon betegek, akik a szovettani vizsgalat
utén cystectomian estek at, significansan hosstidélési adatokat mutattak (48 hénap
kontra 14 hoénap — 14 honapos atlagos tulélést a ayatectomiaval kezelt betegek
mutattak). (Kaplan-Meier-analysis P=0.0155); (7&bra). A rendelkezésre allo
adatokbol multivaridns analysis nem volt vége&hagyanis low grade tumoru betegek
kozul egy sem exitalt, mig high grade tumort hoddozozil 19 exitus volt
regisztralhato lasd 4. tablazat (a vizsgalt UCGwegek adatai, az eltavolitott daganat
grade, stage beosztasa) (161).

51



DOI:10.14753/SE.2013.1820

7. Abra. UCC-s betegek talélési adatainak elemzése a dagesmd-je, stage-e, ill.
a Claudin-7 fehérje expressiojanak alapjan

a — Low grade ----- High grade b — Claudin-7 alacsony ----- Claudin-7 magas
_____ oComplett + Censor /TaT1 UCC/
10 ° Complett + Censor
O o -
o O
(%+ 1,0 =
IR 2 0l %
%] O+ c o
$s 4 p<0.001 5 sl S
= 3 & 4
» )7 % S 7 o
2 o =] e snie, X P= 0.029
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>4 G- = 2 Py
57 Gt = e e e + %ﬂv})} &,
=S g 3 Ot 4= e mememnenenn +
£)5 0=y,
o ¢ 20 a0 60 B0 200 A0 o 0 20 40 60 80 100 120 140
f Idé (hénap) 1d6 (hénap)
T2 ----- TaTl q - @ Cystectomia ...Cystectomia
c ° Complett + Censor | M2 Ucc/
e . : . S ° Complett + Censor
L e o D e e - = o e oo et Lo P
0,9 g 09
g% 20
@ 07 » 06
3 06 p<0.001 858
3 05 L o4
T 04 -% 03
= 03 S 02
8 02 g 0,1
> O 00
gOJ 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
0.0 1d6 (ho
© 0 20 40 60 80 100 120 140 8 (honap)
1d6 (honap)

7/a. abraA high grade UCC-t hordoz6 betegeknificansn rovidebb teljes tulélést mutattak
a low grade tumort hordoz6 tarsaikhoz viszonyitva.

7/b. dbra A median alatti Claudin-7 fehérje expressignificangn hosszabb recidivamentes
tuléléssel tarsult a median folotti Claudin-7 fe@érxpressiohoz viszonyitva Ta/T1-es tumoros
esetekben.

7/c. dbraT2-es stadiumu daganatot hordozdgnificansanovidebb teljes tulélést mutattak a
Ta/T1-es tumort hordozokhoz viszonyitva.

7/d. &bra Cystectomiaval kezelt T2 stadiumi daganatot hoddbetegeksignificansa
hosszabb teljes tulélési adatokat mutattak a nelvaizssan kezelt hasonlé stadiuma UCC-ben
szenved tarsaikhoz viszonyitva.

Complett esemény: a beteg meghalt vagy a dagacidivét.

Cenzoralt esemény: a beteg nem UCC kovetkeztébenmeghalt, vagy veéget ért az
utdnkovetési idiszak.
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4.3. Felszines urothelsejtes carcinomak vizsgalata

4.3.1. Immunhistochemiai értékelés

Valamennyi vizsgalt Claudin hamon beldli kimutatisfiga, mintazata
megegyezett a kordbbi kozleményekben megéllapkiata (178., 179., 209).
Tekintettel azon tényre, hogy invertalt papillongdetén az 6sszeprashtt papillakon
belil a basalis, ill. felszini réteg elkulonitésgen nehézkes lehet, a Claudinok
expressiés mintazatanak hamon bellli localisatidja,ennek ismerete segithet a
szovettani kép megitélésében misdiagnosisok eksdben. Mint kordbban mar
ismertettlik, a Claudin-1 a basalis réteg sejtjeibgoressalodik, a Claudin-4 inkabb a
ham fel$ soraiban mutathato ki. Hasonlo pozitivitas ésa@liClaudin-7 esetében, bar
a reakcié d¥ssége joval gyengébb. A Claudin-2 elleni antitéstggzett reakcio
granularis jelled, mely a ham basalis rétegében mutat kifejezetpeiditivitast. Egy-
egy invertalt papilloman belll azonban az esésejtek is mutattak pozitiv reakciot.

Claudin-3 esetében ésorban az esertigejtek mutattak gyenge pozitiv reakciot.

8. Abra. H&E, Claudin-1 és -4 (vizszintes sorok) jellegsetxpressidja felszines
UCC-ban

Normal urothel (a, f, k), urothelialis papilloma RY (b, g, 1), invertalt urothelialis
papilloma (IUP) (c, h, m), Grade I. urothelsejtascinoma (PUNLMP)(d,i,n), ill. low
grade urothelsejtes carcinoma (LG-UCC)(e, j, o)teddeen — (fUgfleges sorok a
felsorolas sorrendjében) (200X)

Az 4bra képei azonos nagyitasuak ill. beallitdst@km-es lépték.

Az egységes fotok elérese érdekében kizarolagin®atis valtoztatasokat tettliink —
.brightness/contrast”, ill. ,color-balance” gombakk
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9. Abra. Claudin-3, Ki67, CK/5-6 és CK20 expressio norméditbelben, benignus, ill.
low grade urothelialis daganatokban

Claudin-3, Ki67, CK/5-6 és CK20 expressio (vizszagorok)normal urothelben (a, f,
k,p), papilloméban (b, g, 1,9), invertalt papilloba (c, h, m,r) , PUNLMP-ben (d, i, n,s) és LG-
UCC-ben (e, j, o,tffliggdleges oszlopok a felsorolas sorrendjében) (200X)

Claudin-3 positivitas nem mutatkozott, ill. egy-egsetben nagyon gyenge positivitast
észleltink. Ki67 positiviths a normal urothelberrothelialis papillomaban ill. invertalt
urothelialis papillomaban alacsony szazalékbanasalis sejtréteg tertletén volt kimutathato,
mig PUNLMP, ill. low grade UCC-ben emelkedett exgsiét észleltiink, positivitAs a ham
barmely pontjan — nem csupén a basalis rétegbenutéthato volt.

CK/5-6 reakci6é a ham basalis, mig a CK20 posé&/ia hdm legfesrétegében jelent
meg. (Ez az elrendédés megfelel az irodalmi adatoknak.) CK20 pozitisit G-UCC-k esetén
nem csupan a basalis rétegben mutatkozott, megjeeimtermedier rétegekben is az esetek
egy részeben (212).
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12. T4blazat Claudin expressio morphometriai eredmémggimal urothelben, benignus,

ill. low grade urothelialis daganatokban

Krus.kal- Vs Vs
Reakci6| Csoport | Atlag | St.Hiba :’;’;"‘Z”t's vs UP 1 vsIUP  byNLMP | LG-Uce
Pérték | peérték peértek p érték p érték

Normal [13.45 | 1.82 1.000 |0.040* [1.000 1.000
< |uP 20.21 | 2.09 0.006* |1.000 1.000
S |IUP 34.95 | 3.74 |0.001* 0.047* 0.002*
3 |PUNLMP|22.74 | 3.14 1.000
O |LG-UCC [18.65 [3.46

Normal [0.44 | 0.15 1.000 | 1.000| 1.000 1.000
“ |UP 1.27 | 0.29 1.000 | 1.000 0.057
S |IUP 121 | 056 |0.104 1.000 1.000
@ |PUNLMP|0.81 [0.29 1.000
O |LG-ucC |0.33 [0.08

Normal [2.56 | 1.20 1.000 | 1.000| 1.000 1.000
< |UP 4.77 | 0.77 1.000 | 1.000 1.000
= |IUP 3.92 [1.02 |0.631 1.000 1.000
2 |PUNLMP|4.11 [0.51 1.000
O |LG-UCC [4.03 |0.66

Normal [0.284 | 0.094 1.000| 1.000| 1.000 [0.620
"~ |uP 0.15 | 0.06 1.000 | 1.000 1.000
S |IUP 0.24 |0.10 |0.162 1.000 1.000
@ |PUNLMP|0.21 [0.09 0.720
O |LG-ucC |0.07 [0.05

A fenti tabldzatban atlag és standard hiba (St)H#gEkeket tlntettiink fel az egyes csoportok
kozotti fehérje expressio 6sszehasonlitasagglitt(normal, UP, IUP, PUNLMP ill. LG-UCC).

A vizszintes csoportok expressiojat ill. a fapges csoportok expressiojat Kruskal-Wallis-
teszttel hasonlitottuk 6ssze. A P értékeket a rakiéan tuntettuk fel. A significans valtozasokat
(p<0.05) vastagon szedtuk, ill. csillaggal (*)oj&ik. Azonos jeldlések al3, 14., ill. 15.
tablazatban is.
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13. Tablazat. A semiquantitativ vizsgalat eredményei (score kenmitas)normal
urothelben, benignus, ill. low grade urothelialegednatokban .

Krulslkal- Vs VS
. . Wallis- |[vs UP | vs IUP LG-
Egak Csoport | Atlag | St.Hiba teszt PUNLMP UCC
P érték | p értekl p értek p érték p értek
Normal |6.00 | 1.155 1.000|0.047* | 1.000 1.000
= |UP 8.68 | 0.75 0.039* | 1.000 1.000
S |IUP 11.63 | 0.97 |0.002* 0.027* 0.006*
3 |PUNLMP|8.82 |0.85 1.000
O |LG-uCcC |7.50 |0.98
Normal | 2.4 0.65 1.000| 1.000, 1.000 1.000
A Jup 3.52 | 0.59 1.000 | 1.000 1.000
S |IUP 3.36 | 0.76 |0.567 1.000 1.000
T |PUNLMP|3.83 [0.73 1.000
O |LG-UCC |2.79 |0.52
Normal |3.00 | 0.58 1.000| 1.000, 1.000 1.000
Y |UP 3.75 | 0.49 1.000 | 1.000 1.000
S |IUP 4.27 [0.73 |0.459 1.000 1.000
I |PUNLMP|3.62 [0.47 1.000
O |LG-UCC [4.89 [0.62
Normal | 1.67 | 0.33 1.000| 1.000f 1.000 |0.164
" |UP 0.83 | 0.26 1.000 | 1.000 1.000
S |IUP 133 |0.66 |0.096 1.000 1.000
3 |PUNLMP|0.59 [0.17 0.651
O |LG-uCC |0.37 |0.15

14. Tablazat.Ki67 reakcié morphometriai értékei normal urothelpleenignus, ill. low

grade urothelialis daganatokban

Kruskal- Vs
Reakci6| Csoport | Atlag | St.Hiba Y::z”tls- vs UP | vs IUP1 vs PUNLMF & yce
p érték | p értékp érték | p érték p érték
Normal |2.10| 1.05 1.000 1.000 0.323 <0.001*
uUpP 3.27 | 0.41 1.000 |0.038* <0.001*
~ IUP 5.37 | 1.55 |<0.001* 0.223 <0.001*
© PUNLMP|9.27 | 1.87 0.621
< |LG-UCC |17.88|2.87
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15. Tablazat. A CK/5-6 és CK20 reakciok morfometria elemzésémekdményei

normal urothelben, benignus, ill. low grade uratdid daganatokban

Kruskal-
Reakcio| Csoport | Atlag ﬁ;HI Ygsz”tls ve UPlvs 1UP |PUNLMP Le-Uce
p érték |pérték|p értek |p értek p érték
CK/5-6 |Normal |1.12 | 0.30 1.000 | 1.000 1.000 1.00(d
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
CK20 [Normal [1.69 | 0.07 0.281 | 0.549 |0.004 * 1.000
UupP 1.71 | 0.72 1.000 0.712 1.000
IUP 0.31 | 0.20 {0.024 * 1.000 1.000
PUNLMP|0.47 |0.37 0.016 *
LG-UCC [|4.34 |2.09
Significans eltérés csupan a Claudin-1 esetébenatkazott: invertalt

papillomakban magasabb volt a Claudin-1 expressidhbdi daganathoz képest. E
megallapitasok nem csupan a semiquantitativ édskebran mutatkoztak meg, a
morphometrids vizsgélatok is ezt mutattak (12.4aé). Emellett a Claudin-1, ill. 2 low
grade UCC eseteinkben csokkent expressiot mutatotbbbi vizsgalt daganathoz
viszonyitva. Nem mutatkozott jeléist eltérés az egyes alcsoportok kozétt sem a
Claudin-4, sem a Claudin-7 expressioban (12. tabjaz

Jél ismert irodalmi adatok alapjan a basalis sejgréejtjei CK/5-6 pozitivitast
mutatnak, mig normal hamban — urothelben - a CK®bressio csupéan a felszini
rétegben mutathato ki (53). A CK20 reakciét maidéje hasznaljuk diagnosztikus
dilemma esetén: fokozott expressioja tumor jelenlétellett regisztralhato (22).
Vizsgélatainkban csupén a low grade UCC esetekbtremelkedett CK20 expressio,
mig a tobbi vizsgalt csoportban nem észleltink fokbexpressiot (15. Tablazat). A
CK/5-6 expressidban nem mutatkozott lényeges slt@riglilonboé vizsgalt csoportok
kozott. Ez a megfigyelésiink némiképp ellentmond maskacsoport altal jelzett, az
irodalomban megjelent adatoknak (162). A Ki67 gevitios marker — mely a CK20
mellett szintén rutinszéen hasznalt antitest a tumordiagnosztikaban —é&zifitkozott
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expressiot mutatott low grade UCC tumor eseteinkhasonldéképpen a CK20 fokozott
expressiojahoz. E megallapitasokat mind semiguaintit analysissel, mind
morphometriai vizsgalattal is sikerilt meggiteni (Spearman-féle correlatio; R=0.75, p
<0.05) (12-15. tablazat) (212).

a  Claudin-1 (morfometria) b  Claudin-1 (score x intenzitss)  C Ki-67
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10. Abra. Claudin-1 morphometria, score x intenzitas és Ki67plot

10. a. abra:Claudin-1 dot plot, morphometria alapjan

10. b. bra: Claudin-1 dot plot, score x intensitas alapjan

10. c. abra:Ki67 dot plot

IUP-k significansan emelkedett Claudin-1 expressiaitattak a tobbi vizsgalt csoporthoz
viszonyitva. A LG-UCC-k significansan magasabb K&épressiot mutattak a normalhoz, UP-
khoz és IUP-khez képest. A PUNLMP-k significansarelkedett Ki67 expressiot mutattak az
UP-khez viszonyitva. * = p<0.0& morphometria eredménysignificansancorrelalt a

semiguantitativ analysis eredmeényével (Spearmanei@relatio; r=0.75, p <0.05).
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4.3.2. A vizsgélt markerek prognosticai szerepe noral

urothelben, benignus, ill. low grade urothelialis @ganatokban

Betegeink utankovetési ideje atlagosan 60 honapg ®126 hodnap). A
vizsgélati idszak alatt 1 exitus tortént, ez azonban nem UCQGt rkiavetkezett be.
Csaknem valamennyi esetben a vizsgalt daganat prakebizonyult — két esetben
diagnosztizalt PUNLMP recidiv tumorként érkezetttahkovetésre 73 eset volt
alkalmas: 20 low grade UCC, 20 PUNLMP, 15 inverapilloma, ill. 18 urothelialis
papilloma. Recidiva 10 low grade UCC esetben6ilIPUNLMP esetben alakult ki. A
recidivamentes tulélés atlaga 21 hénapnak bizoryuB0 honap). Nem regisztraltunk
recidivat invertalt papilloma, ill. papilloma esetle koz6tt.

Korai intravesicalis chemotherapiaban — Mytomycimstillatioban - két beteg
részesult — (low grade UCC esetek). A tovabbi, kenai holyagoblitéses therapiat 13
beteg kapta, kozilik 2 PUNLMP, 11 pedig low gradeddben szenvedett. Tovabbi 5
beteg (2 PUNLMP, 3 low grade UCC) Pharmorubicirrdpeban részesult. Azoknal a
betegeknél, akiknek papillomat, ill. invertalt pidgnat allapitott meg a szoOvettani
vizsgélat, nitét utdni chemotherapiat nem alkalmaztak. Signicaorrelatiot nem
sikerllt kimutatni a therapia tipusa, ill. a regaiténye kozott, a kdzvetlentibdt utani
chemo-instillatioban részesllt betegek azonban Zabss recidivamentes tulélést
mutattak: 22 contra 16 honap. A median alatti Gladdexpressioét mutato6 PUNLMP
eseteink rovidebb recidivamentes tulélést mutat&aplan-Meier-analysis soran (Log-
Rank-teszt, P=0.0.289). A magas Claudin-1 expresé®bben kialakul6 recidivaval
jart. Ezzel ellenkedeg, rovidebb recidivamentes tulélés magasabb Glau@éxpressio
mellett volt megfigyelhét A tovabbi vizsgalt antitestek expressidja, ill.recidiva

ténye, megjelenése kozott significans 6sszefiggésvolt kimutathato (212).
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11. a-f. Abrak. A recidiva mentes talélés vizsgalata Claudin-1,6és4Ki67 alapjan
PUNLMP ill. LG-UCC eseteinkben

11. a., b abradk: Recidiva mentes tulélés analysis Claudin-1 alapRidNLMP-ben;
morphometria, score X intenzitas

11. c., d abrék: Recidiva mentes tulélés analysis Claudin-4 alapid&s-UCC-ben;
morphometria, score X intenzitas

11. e, f. 4brak: A recidiva mentes tulélés elemzése PUNLMP- és L@:=Uesetekben Ki67
expressio alapjan
Komplett esemény: a beteg meghalt vagy a dagaadivalt.

Cenzoralt esemény: a beteg mas betegségben halvawggvéget ért az utdnkovetésisdak.

Azon PUNLMP daganatot hordoz6 betegek, akiknek taiman a Claudin-1 expressiot
a median alatt talaltuk, significansan révidebhidi@amentes tulélést mutattak a Claudin-1-et a
median felett expressalo PUNLMP daganatos betegekBpest (Kaplan-Meier-analysis; a.:
morfometria, p=0.0289; b.: score x intenzitas, P366).

Ezzel ellentétesen, a Claudin-4 esetében azon LG-UBordoz6 betegek mutattak
significansan révidebb recidivamentes tuléléstkradk daganata a median folott expressalta e
Ki67
PUNLMP

fehérjét. (Kaplan-Meier-analysis, p=0.0063, c.: fooretria; d.: score X intenzitas).
expressidval ilyen 0Osszefliggés nem mutatkozott I@fapleier-analysis, e.:

p=0.4701; f.: LG-UCC p=0.7910).
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5. MEGBESZELES

Az urothelsejtes carcinoma vilagszerte novelalsfordulastu daganatféleség.
Mig Magyarorszagon csaknem 2000, addig Eurépabamtegy 120000 Uj
megbetegedést észlelnek évente (7). E daganatoka7f®szines, azonban mintegy
50%-uk recidival, 15% pedig magasabb stadiumu dattgawalik a recidivak soran. A
holyagfali izomrostok invasiéjat mutatd daganatairdozé betegek significansan
rosszabb tulélési aranyt mutatnak. A felszineidaiiveti réteget infiltrald, ill. nem
invasiv daganatok 5 éves tulélése 95%, mig izonsiovstadiumaban méar csak 50%-0s
5 éves tulélés varhato (47).

A daganat korai felfedezése a tulélés szempontjélodl jelentsédi. Az
urothelsejtes carcinomak altalaban haematuria fidgimaa jelentkeznek. Tekintettel
arra, hogy a haematuria daganatos megbeteged&n d@sespontan $nhet, egyéb
urologiai betegségekkel 6sszekeveshet pl. haemorrhagias cystitissel. Mindezek
alapjan haematuria esetén UCC lékégét ki kell zarni. Bar a vizelet cytologiai
vizsgalat szenzitivitasa nem kielggitennek ellenére vérvizelés esetén cytologiai
vizsgalatot kell végezni, ugyanis pozitiv esetbednsos egyéb vizsgalat végzéseét
szilkségtelenné teheti. E modszert csaknem 70 égéddit vizsgalatként alkalmazzéak
(8).

Szamos kiegészit molecularis biolégiai alapu teszt latott napvdt@z utébbi
évtizedekben, azonban egyik sem kiel&gipecificitasi, ezért ma még nem
alkalmazhatoak rutin eljarasként (163). A korabkamor miatt transurethralis
resection atesett betegeknél a cytologidiréz utankovei - vizsgalatok mellett a
cystoscopia a tovabbi lehetséges, a beteg koveté&ziokasos vizsgalat. A cystoscopia
mellett sziikség esetén szdvettani vizsgalat isahefe

Daganat esetén a daganat jelenlétének megallapi@gaggade, ill. a stage
meghatarozasa mellett ma mar prognosticai markeémsgalatara is lehéség nyilik.
Sajnos az eddig vizsgalt markerek - oncogénekkeltciklus-szabalyozokkal,
proliferatids markerekkel torténvizsgalatok eredményei - nem nyujtottak komoly

segitséget az egyes daganatok valddi prognosisaegkatarozasaban (46, 55, 83, 90,
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93, 103, 104, 164), a sztvettani grade, stage-at@kbnyabb prognosis-becslés eddig
még nem ismert.

Az urolégiai daganatok szoOvettani osztalyozasarilbgen komoly inter, ill.
intra (') observer eltérés mutatkozhat (45). Tediel a viszonylag nehéz
reprodukélhatésagra, a daganatok grade-jét nemansa®004-es WHO osztalyozas
alapjan kell megnevezni egy-egy leletben, hanerm%8-as WHO kategoriak alapjan
is (22, 23, 45, 165). Mindezt annak érdekében taihi, hogy az egyes statisztikai
vizsgalatok meta-analysise soran a régebbi, ill.Gggbb cikkekben szerepleset
feldolgozasokat kénnyebb legyen 0sszehasonlitardg Mell talalni ugyanis azt a
betegcsoportot, - azokat a betegeket - akiknektagbége — hasonld szovettani kép
esetén is — intenzivebb kezelést igényel.

Mind az invasiv tumorokat, mind a nem-invasiv tuoiat low, ill. high grade
csoportba soroljuk a szovettani megjelenés alapg@amos olyan eset forduléel
azonban, amelyeknél még a grade meghatarozas&nsnighézkes. E nehéz esetek
megoldasara szikség lenne olyan markerek segitségeétyekkel objektivebben meg
lehet itélni egy daganat low vagy high grade voltat

Mivel a sejtkapcsolé struktardk -nevikh6z hiven- sejtek kozotti
O0sszekottetésben, kommunikacidban jatszanak kiemsedrepet (109, 130, 166),
expressidjuk mennyisége alapjan logikus lenne amtdglni, hogy e struktarak
koncentracidjanak csokkenése esetén magasabb igradenvasio szempontjabol
komolyabb klinikai kockazatot jelefit daganattal kell szamolnunk.

Az E-cadherin egy Cdependens sejtadhaesiés molekula, ill. tumor
suppressorként szamon tartott fehérje. Szerepe gandt attétek kialakulasadban
ellentmondasos, hiszen a sejtadhaesioban betdititkcidja folytan logikusan
gondolhatd, hogy csokkent expressidja esetén aasiovkialakulasa kénnyebben
kovetkezik be. Mindez a metastasis képzésben tgtilEed lehet, hiszen a tumorsejtek
metastaticus gdécokba vald kitapadasanak is fedtedesejtek adhesiojanak néezptt
képessége. (Az efhldaganatainak diagnosztikajaban igen lényeges [sejatszik,
ugyanis az endl tavoli metastasist gyakran add daganataban, daledwarcinomaban
pl. nem expressalddik (167), e fehérjét a rutigdasztikaban is hasznaljak (168)).

Az E-cadherinek tumorprogressioban betdltott szgreggamos munkacsoport

vizsgalta mar, azonban valamelyest éltéredmények szllettek. Expressiojat szamos
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mas szerv daganataiban is kutattdk: prostata (Id&&9pphagus (170), etn171),
gyomor (172, 173). Az E-cadherin fehérje elvesztEsgiti a daganatsejtek vandorlasat.
Tavoli metastasisok kialakulasat is Osszeflggésbetak a csokkent E-cadherin
expressioval (169, 170, 174). Egyes munkacsopdaitpkificans 6sszefliggést talaltak a
csokkent E-cadherin expressio, illetve a daganatsahy grade-je, ill. éfehaladott
stadiuma tekintetében (174-176). Ezen munkacsdpodtabnyire arr6l szamolnak be,
hogy a csokkent E-cadherin expressiérathaladottabb stadiumd, ill. alacsonyabban
differencialt daganatok esetén mutathatd ki. (Epesgallapitas logikusnakirtik,
ugyanis a daganatsejtek cohesiojat biztositjak jtkagesold struktirak, melyek
elvesztésére szilkség van ahhoz, hogy a daganagddsptabadulva’ tarsaitol, a
kotészoveti rostok felé terjedhessen). A daganatséjtielkvasioja esetén azonban a vér
vagy nyirokaramban valéo vandorlas utan is szikseéq sejtfelszini kapcsolo
struktarakra - az érfalra valdé kitapadaskor, ill. raetastaticus gocban vald
megtapadaskor - az Uj, metastaticus helyen valdapadashoz.

Az E-cadherin fehérjének kodolé génje a 16. chramas hosszu karjan
talalhatd (22.1 locus). Az expressio elvesztésBbftiie genetikai ok magyarazhatja:
deletio, pontmutatio, ill. a gén promoterének hypetilatidja. Ez utébbi jelenség
mellett az E-cadherin abnormalis expressioja dsetelurothelialis daganatokban, ami
egyes szelk szerint a szOvettani eltérést nem mutatd urotitelsoen is kimutathatd.
Ennek segitségével a korai recidiva bekodvetkeztgjdgaelhato (177).

Mivel az E-cadherin egy sejtadhaesidos molekulaételezhet, hogy minél
invasivabb egy hagyholyag carcinoma, annal kevéstpéessalodik a sejtek felszinén
(104).

Sajat kutatasaink szerint az E-cadherin expressitbozdsa nem mutatott
semmiféle ¢sszefiiggést sem az UCC grade-del, sst@ddaimmal, ill. a hosszu tavu
tulélés tekintetében sem volt kimutathaté 6sszedg@yenge, vagy negativ reakciot
észleltink szdmos low grade, nem-invasiv tumor éeseill. ebteljesebb reakciot
invasiv, alacsonyabban differencialt daganatbazsdalataink eredményéhez hasonlot
a nemzetkozi irodalomban csak elvétve talaltunkkiftettel arra a tényre, hogy
.eredeti” E-cadherin vizsgalatunk még abban azébéh tortént, amikor
immunhistochemiai laborunk még nem automatizaltegkpl mikodott, és felmerdilt,

hogy kovetkeztetéseinket nem teljesen standardizglhhibas reakcié-sorozatra
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alapoztuk, megismételtiik a vizsgalatainkat. Mivelasedeti E-cadherin vizsgalatkor
hasznalt blokkokbol az anyag elfogyott, Gjabb betetakon végeztik az ujabb IH
vizsgalatokat. Bar jelen alkalommal az E-cadherpressio tekintetében a korabbitdl
eltés eredmény szilletett; valamennyi daganditedies, vagy kifejezett positivitast
mutatott (+ ill. ++), - az eredeti megallapitds méérvényes maradt: az E-cadherin
expressio figgetlennek bizonyult a daganat grédakt stage-6l, ugyanis egyforman
erdteljes volt az E-cadherin expressio low grade, newasiv tumorokban, valamint
invasiv, high grade daganatokban egyarant. Néeh&mnaset is szerepelt az Ujabb E-
cadherin vizsgalatban, amely a TUR soran eltauvblitintdban egy daganat low grade,
felszines részlete mellett a jéval differentialadlbb, holyagfali izomrostok kozo6tt
infiltral6 részletét is tartalmazta. llyen esetlsem mutatkozott killénbség a tumorsejtek
E-cadherin expressios mintazataban.

Kisérleteinkhez részben hasonlé eredménsgdmol be egy kinai munkacsoport
(178). Szoévettani mintdn immunhistochemiai reakaipvil. vizeletmintdban ELISA
maodszerrel a solubilis E-cadherin szintet vizsdaliredményeik alapjan a szovettani
mintan az E-cadherin expressio ugyan mutatott fisggést a tumor grade ill. stage-el,
azonban a tumor mérettel, ill. a daganatos focust@maval nem volt kimutathatd
0sszefuiggés. A solubilis E-cadherin vizsgalattanigneglep eredményt észleltek:
primer hélyagdaganatok esetén viszonylag magasamkxpressio (magasabb, mint
normal control hélyagokban (!!!), ill. a benignuslyagbetegségekben szenged
betegek mintain), significans cstkkenés azonbak cecidiva esetén volt kimutathato.
Egy japdn munkacsoport (179) cystectomidn atesetegek anyagat elemezte
multivarians analysisben (grade, stage, nyirokcsostetus, tulélés). Nem talalt
0sszeflggést a tulélési mutatok ill. az E-cadhesipressio, ill. egyéb kapcsol6do
molekulak (beta, gamma-cathenin) tekintetében;sate& 60%-ban normal E-cadherin
expressiot talaltak! Eredményeik alapjan az egyedffognosticus markerként
hasznalhaté molekuldnak aa-cathenin bizonyult. Mindezek alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy az E-cadherin elvesztésénekepeeaz urothelialis daganatok
progressiojaban korantsem annyira biztos, mint azagabiztos kézlemények alapjan
tinik. Tovabbi kutatasok, ill. az E-cadherin-cathecimplex egyéb 0Osszet@mek
tovabbi vizsgalata sziikséges, hogy megalapozottkéxrtetéseket vonhassunk le.
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A claudinok expressiojat szamos szerv normal &Bam, ill. szdmos szeréb
kiindul6 daganatban vizsgaltak mar, részben diagias, részben prognosticus
szempontbdl. Ismert tény, hogy cervixben a Claddifiekozottan expressalodik
intraepithelialis neoplasia esetén (180). A ClatMiexpressio a nyétssbol kiinduld
lapham carcinomak esetében viszont csokkent expsesaintdzatot mutat (120).
Emelkedett Claudin-1, ill. -2 expressio colorecatidenocarcinomakban kedi#ean
prognosisu esetekben figyeltaheg (181-183). Mivel a Claudin-4, ill. a Claudina3
Clostridium perfringens baktérium enterotoxinjanag&ceptoraként is funkcional,
emelkedett expressio esetén target therapia c@dpdeiet (ovarium, ill. prostata
carcinoma) (131, 184, 185 sotkkent Claudin-7 expressiot mutattak ki invasil,
nem-invasiv endl carcinomakban (133), fej-nyak ereileprostata, ill. colorectalis
adenocarcinoma esetekben (145-147). Hepatocefiudarcinoméak esetén a Claudin-10
expressio fokozodasa révidebb tuléléssel mutassrefliggést (186). Egyes claudinok
diagnosztikus segitséget is nyujtanak: & tédenocarcinomainak lapham carcinoméatél
vald elkilonitését teszi leliee a Claudin-5 expressiojanak kimutatasa:
adenocarcinomakban Claudin-5 kimutathatd, mig lapbarcinomakban nem (143).

Amellett, hogy a claudinok kimutatdsa mar szdmosrvden megtortént, a
hagyhdlyagban, ill. annak daganataiban még visamnykevés kutatasi adat Aall
rendelkezésre e téren. Munkankban a Claudin-1;3;2;5, -7 és -10 kimutathatésagat
vizsgaltuk normal urothelben, ill. urothelsejtesrar@aomakban. A nem daganatos
mintaink teljesen ép urothédih ill. cystitisbél szarmazé mintak voltak. A cystitises
mintakban fokozott Claudin-2 expressio volt kimbhtt, mely vélhéen a gyulladasos
folyamat jelenlétével magyarazhatd. Ismert tény,gyhoa Claudin-2 a ham
permeabilitasanak fontos ténygz (187-189), ezek alapjan nem megi&p hogy
urocystitisl®l szarmazo mintakban a Claudin-2 fokozott exprgaswlt kimutathato.
Claudin-2 fokozott expressiojat mas szerv gyulladasegbetegedésében is kimutattak:
gyulladasos bél betegségekben mas munkacsoportola i€laudin-2 expressio
fokozodasat eészleltek (190-192). Mindezt az interie 13 indukcidjanak
eredményeképpen magyaraztak. Emellett a ClaudiekZ2GFR transactivatios hatasat
is leirtdk (193). Vélhéen ez a magyardzata a colorectalis adenocarcin@nakdld
fokozott kimutathatésdganak. Vizsgélatainkban abitéBlaudinnak a gyulladdsos

folyamatokban nem volt kimutathato szerepe (Claddif8, -5, -10).
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A Claudin-3 expressio tekintetében vizsgalatairkpgn mind a low, mind a
high grade tumorok csupan elszort, gyenge intesisitéeakciét mutattak. Mas
munkacsoportok vizsgalata alapjan gyenge, ill. iegdaudin expressiot talaltak (187,
188). A Claudin-1, -4, ill. -7 tekintetében megfedhett volt, hogy igen ,8ri”,
Osszeprésétiott daganatos papillakbél felépuldaganatok esetén az expressios
mintdzat segitett az 0sszeprédékt papilldkon elhelyezkédsejtek orientacidjanak
megitélésében, ugyanis low grade daganatok eset@&xpressios mintazat néegte
az eredeti localisatiét (Claudin-1 - basalis sgjt@laudin-4, -7 - felszines sejtek).

Claudin-4 tekintetében a high grade tumorok al@tamtenziv, a ham teljes
szélességére localisalodé mintazatot mutattak,tveegizzel a daganat high grade
fokozatanak megallapitasat kétes esetekben.

A Claudin-5 tekintetében nem észleltink jetenteltérést a kilénbéz
differencialtsagu daganatok kozott.

A Claudin-1 csokkent expressiojat figyeltik meg loyvade urothelsejtes
carcinomakban (benignus, ill. PUNLMP tumorokkal Zigsasonlitva), mely adott
esetben differencial-diagnosztikai segitség lerRUAILMP, ill. a teljesen benignusnak
tarthaté papillomaktél valé elkuldnitésben. (Urdumbgiai esetek diagnosztizalasaban
kevésbé jartas olvasd szemében keveéssé @tdiadt e nehézség, hiszen szavakban igen
élesen elkulonidl kategoridkrél van sz4. Valojaban azonban kisebitakielemzésekor
nap mint nap felmeril, hogy egy klinikailag dagawét tin6 elvaltozas daganat-e
egyaltalan, és ha daganatnak gondoljuk, milyenedizéni altipusba soroljuk).

A Ki67 expressio emelkedett volta szintén diagrnikestsegitségként szolgalhat
kétes esetekben (194) (low grade tumorokban isladett az expressidos mintazata az
alacsony malignitasu PUNLMP, ill. a benignus papmilakhoz képest). Az elkilonités a
diagnosztikai szempontok mellett a beteg tovablis&oilleben is igen Iényeges,
ugyanis a papillomas betegeket nem kell postopekaizelésben részesiteni (a primer
PUNLMP-t mutatd betegeket sem). E stratégia indskght igazolia az a
megfigyelésiink is, hogy a papilloma esetek rectdivédm mutattak, mig az UCC
esetekben viszonylag magas recidiva arany mutatkozo

Vizsgalataink alapjan reménykedtink, hogy sikeréptalalni azt a csoportot is
az UCC eseteken belll, amelyeknél ugyan morphdl@ifiérés nem lathatd, azonban

korai recidiva jelent meg. A Ki67 expressios mitidian Iényeges eltérés a PUNLMP,
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ill. a low grade UCC esetek kdzott nem mutatkozsiiber munkacsoportja significans
kilbnbséget mutatott ki Ki67 expressio tekintetébennvertalt ndvekedési mintazatu
UCC, ill. az invertalt papillomak kdzott (195). Bz eredmény nem meglepiszen az
invertalt mintazatd UCC malignus tumor, gyakranhhgyade UCC-kban fordul &le
mintdzat, mig az invertalt papilloma benignus dagafVéleményem szerint a napi
rutinban e két daganatféleség elkllonitése nemntjeleehézséget gyakorld
uropatholégusok szamara). Sajat vizsgalataink ahejg emelkedettnek bizonyult a
Ki67 expressio high grade UCC-k esetében. Mas nusdysort correlatiot talalt a Ki67
expressios mintazat, a teljes talélés, valamine@adiva mentes tulélés kdzott (194).
Sajat vizsgélatainkban nem talaltunk ilyen 6sszgdégga statisztikai analysis soran.

A CK/5-6 vizsgéalat alapjan nem mutatkozott kilorgpssz UCC csoportok
kozott. Mas kozlemények ellentmond6 adatokrol szédatobe: a CK/5-6, ill. CK20
esetében is olvashato fokozott, ill. csokkent esgieUCC-kben (22, 23, 53, 162, 194).
Vizsgélatainkban valamennyi csoportban ingadozékéket észleltiink CK/5-6, ill.
CK20 tekintetében. Low grade UCC-k esetében azorgyakrabban volt fokozott
CK20 expressio kimutathat6 a tébbi csoporthoz \ngitva.

A kilonbdd Claudinok expressios mintazata low, ill. high gramimorban
valtozatos; mig a Claudin-1, -2 alacsonyabban whffgalt UCC-k esetében cstkkent,
addig a Claudin-4 fokozott expressiét mutatott endtokban. Mindezek alapjan
feltételezhei tovabbra is, hogy a daganat progressio folyamatabtaght junction-ok
atrendeédése fontos téenyézehet. Ennek ellenére high grade UCC-k esetébenase
Claudin-7 expressio csokkenése, sem a Claudin-fessip fokozédasa nem mutatott
0sszefliggést az izom invasio jelenlétével.

A fokozott Claudin-7 expressio, ill. a révid resid mentes tulélés correlatiot
mutattak. A Ki67 proliferatiés markerrel észleltsgtoritas emelkedése nem jart hasonlé
Osszefliggés kimutathatdésagaval. Bar vizsgalatamkb@laudin-7 expressio a recidiva
mentes tuléléssel dsszefliggést mutatott, semnifdelatio nem mutatkozott a high
grade tumorok postoperativ therapiaja, ill. recaientes tulélése kozott (BCG vagy
chemotherapia, Cf)i Az az észlelésiink, ill. latszélagos ellentmondasly szerint az
alacsonyabban differencialt UCC-k alacsonyabb Giraddpositivitast mutattak, és
mégis, a Claudin-7 magasabb expressioja jart kord@eidivaval, vélheten a low ill.

high grade daganatok kezelése kdzotti markans kakgyel fligg 0ssze.
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A Claudin-7 expressio valtozasa a kilénb&zervek laphamcarcinomai esetén
nem egyforman befolyasoljak a prognosist: a nylvaz oesophagus carcinomaiban a
Claudin-7 expressio medgsrese Osszeflggést mutatott az invasiv hajlammald min
sejtvonalon, mind a tiéti preparatumokon végzett vizsgalatok alapjan6(1897).
Ezzel ellentétesen, ovarium carcinomakban a foko@bhudin-7 termeéldés mutat
correlatiot a kedvéitlen prognosissal (198).

A nem-invasiv, low grade urothelialis carcinomakbaizsgalatunk alapjan
csOkkenésével mutatott correlatiot.

Vizsgalatainkban a PUNLMP tipust daganatokban auddal expressio
csokkenése mutatott hasonlo correlatiot. Emelletinaertalt papillomak esetében is
emelkedett Claudin-1 expressiot észleltiink a tdlalgianathoz viszonyitva. A Claudin-1
expressio csotkkenését korabban mas szervek turakraibvidebb recidivamentes
tulélésével hoztdk osszefliggésbe (bg=icarcinoma, valamint HCC (120, 199)). A
prostata, ill. enticarcinomakban rosszabb prognosissal a Claudin-fessip fokozott
megjelenését hoztak dsszefiiggésbe (135, 136, ROGdbbi vizsgalatokkal csdkkent
Claudin-1 expressiét bizonyos szervek carcinomainaggalata soran (et prostata,
colon) figyeltek meg (134, 183, 201). Ezen észkiltksl ellentétben mas
kutatocsoportok vizsgélatai szerint a Claudin-1ofakt expressidja a colon tumor
carcinogenesisében jatszik szerepet (202). Az eliath vizsgalata soran Nakanishi
munkacsoportja fokozott Claudin-1, -3, -4 expressitatott ki az urothelium feds
szakaszdnak daganataiban (187). Vizsgéalatuk alagian emelkedett expressio
kedveztlen prognosissal mutatott 6sszefliggeést.

Jelen vizsgéalatainkban a low grade UCC esetekbeaci@ivamentes tulélés
révidebbnek bizonyult a high grade tumorokban diekaél. (Mas munkacsoportok
vizsgalataiban még magasabb recidiva ratat észldibev grade daganatokban:
Miyamoto és mtsainal 50%-ndl is magasabb volt idinarata low grade daganatok
esetén (203). Ennek oka feltételezéseink szerird kehet, hogy a high grade daganatos
betegek agresszivebb therapiaban részesilnek, bedflylyassal lehet a recidiva
megjelenésének idejére). Egyes munkacsoportokrn@cigiva hajlam magasabbnak
bizonyult high grade daganatokban, mint a low grd@<-k esetén (204). Megint mas

munkacsoportok vizsgalata alapjan a high grade tokncecidiva rataja 35%-0s volt
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BCG therapia utan (205). A sajat vizsgalatainkbszle#t magasabb recidiva rata low
grade tumorokban a therapia megvalasztasaval igarehato; a high grade daganatos
betegeknél gyakrabban alkalmaztak BCG kezelésty méls kdzlemények alapjan is
hosszabb recidiva mentes tuléléssel jart. E meeglégjink ellenére a statisztikai
vizsgélatok alapjan nem sikerllt 6sszefliggést igazo BCG kezelés, ill. a recidiva
mentes tulélés kozott.

Jelen tanulmanyban a high grade UCC tumorokban zfutkoClaudin-4
expressiot észleltink. A fokozott Claudin-4 expm@shigh grade tumorokban
messenger RNS, ill. fehérje szinten is kimutathakdnizonyult, de a low grade UCC-k
esetén is rovidebb recidiva mentes tuléléssel Itargu Clostridium perfringens
enterotoxinja Claudin-3, ill. -4-en keresztll, migceptoron keresztil hat a sejtekre
(206). Hatasara a carcinoma sejtvonalakon dozisfiegtplysis jon Iétre (207), melyet
allatkisérletekben is sikertlt kimutatni (208).Jivo allatkisérletben Claudin-4 positiv
daganatsejtek metastasis-képzését sikerilt meggétgy cytotoxicus fuzids fehérjével
(206-210). Ovarium eredetarcinomakban a Claudin-3, ill. -4 fokozottan niioédd Ki
(132). Xenograft egerekkel végzett kiserletekbedl@stridium perfringens a daganat
progressiojara gatlé hatassal volt (208).

Pancreas carcinomékban a Claudin-4 expressio ededthek bizonyult (128).
Hasonlé eredményeket egyéb gastrointestinalis skarumnoraiban is kimutattak (177,
211). E daganatok kezelésében szintén dozisfUgyggotoxicus hatas mutatkozott
Clostridium perfringens enterotoxin hatasara (Z18). Fentiek alapjan ennek urothel
sejtes carcinomék esetén is komoly jededge lehet.

Sajat vizsgalatainkban is fény derilt a kulortboelaudinok expressios
mintazatanak kulonbségére. Ezen eredmények isligdatszanak azt a feltételezést,
hogy a daganatos progresszié soran a sejtkapcdnl&tisak megvaltoznak. Az
expressio Vvaltozdsa azonban a kilégbostadiumokban mas és mas. A
legsignificansabb eltérést Claudin-4 esetében &$zlanely a high grade tumorokban
konzisztensen fokozott emelkedést mutatott. Emeliinban a Claudin-7 expressionak
csokkenését is észleltiik. A Claudin-4 esetében enges RNS szinten is sikertlt
igazolni az expressio emelkedését. Bar a Claudisetében messenger RNS szinten is
csokkent expressiét észleltiink, a low grade, ifhigrade csoportok kdzott significans

eltérées nem mutatkozott. Erre magyarazatot adhathagy posttranslatios szinten
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kilénbség van a claudin expressidban, ill. micro SR is szerepet jatszanak a
szabalyozasban.

A Claudin-4 expressio fokozédasat mutattak ki @tastarcinoma magas (113,
131) stadiumu eseteiben, valamint keditknebb prognosissal jar6 RCC esetekben is
(118). Jelen vizsgalatban észlelt fokozott clavepressidval ellentétben Boireau és
mtsai az alacsonyan differencialt UCC-ben a Claddaxpressio csokkenését észlelték.

Munkajukban a Claudin-4 expressio fokozédasa aasey differentialt, nem-
invasiv UCC-kben jelent meg (188). Azvizsgéalataikban azonban az 6sszehasonlitas
nem a kilénbdx differencialtsagi daganatos mintak kozoétt tértéahem valamennyi
tumor atlagos claudin expressigjat viszonyitottélaganat melletti, morphologiailag ép
hamhoz. E vizsgalatok eredményének kilonbsége wlhd@dzirileg abban rejlik, hogy
nem ,valodi” ép hamot hasonlitottak 6ssze a dadpamaészlelt expressioval - hiszen a
daganatok kornyékén jelen l&vmorphologiailag tumormentes hamban mar olyan
genetikai eltérések mutatkozhatnak, melyek ugyarphwogiai eltérésekkel még nem
jarnak, azonban genetikai valtozas mar megtortétthéflindez a claudin-expressios
mintazatban (fokozddasban ill. csokkenésben) isnyiegnulhat.

Vizsgalataink szerint egyéb claudinok: 3, 5, 10he&en nem vesznek részt a
carcinogenesisben — az UCC érehaladott &llapotainak kialakitasaban, ill.
fenntartasaban.

A claudinok bizonyos tipusai tehat az urothelsetascinomakban jellegzetes
expressiods valtozason mehetnek keresztil, melyegiksegeével a kilénbézzovettani
tipusok konnyebben elkilonitidek. Emellett prognosticai faktorként is hasznalbkto
a jowben. A claudinok hasznalata mellett a hagyomanydsestani vizsgalat nem
keriilhet el, azonban segitségikkel a mai napig subjectataby®zas kdonnyebben

kivitelezhet) nehéz esetekben.
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6. UJ MEGALLAPITASOK, KOVETKEZTETESEK

1. A korabbiakban megallapitottakkal ellentétbemiathelialis sejtes daganatok
esetében nincs 6sszefliggés a tumorsejtek E-cadhgmiassidja, ill. a daganat grade-je,

stadiuma, valamint a betegség tulélési mutatéi k6z06

2. Bar a Claudin-4, a Claudin-7, ill. a Ki67 etisek statisztikailag significansak
low ill. high grade urothelialis carcinoméak esetfiow grade UCC-ban a Ki67, ill. a
Claudin-4 expressio alacsonyabb, a Claudin-7 mdpasa high grade UCC-ban
kimutathatonal), az eltérések mértéke alapjan examkerek napi rutinban vald

alkalmazhatosaga kérdeéses.

3. Amennyiben a Claudin-4 expressio low grade U@G-bemelkedett,
megfeleb statisztikai analysist valasztva rovidebb recidieates tulélési adatok
varhatdéak, azonban a tovabbiakban ezt nagyobb drgtagon kell megvizsgalni annak

megallapitasara, hogy a napi rutinban is alkalmiazba

4. Amennyiben a morphologiai kép alapjan felmedilP jelenlétének gyanuja,

a Claudin-1 expressio vizsgalata segithet a patitgg10zis megallapitasaban.

5. A Claudin-4 localisatioja segithet az urothéiglapilloma diagnozisanak
megallapitasaban.

71



DOI:10.14753/SE.2013.1820

7. OSSZEFOGLALAS

Az urothelsejtes carcinoma (UCC) vilagszerte novetfiifordulasi daganat.
Korai felfedezése, a grade, ill. a stage korreldghatarozasa a megféleherapia
megvalasztasa miatt is dénelentsédi. E mellett prognosticai markerek vizsgalatara
is szUkség van, ugyanis hasonlé szovettani jelteggégek mellett eli@klinikai
lefolydsu esetek lehetségesek.

Az E-cadherin a Ca-fudgsejtadhézidés molekula csalad tagja, mely a hondatip
sejtkapcsolatok kialakitasaért félel A hamsejtek felszinén talalhatd, az un. zonula
adherens alkotéeleme. Egyes s#ékrzalacsony expressiojat alacsony daganat-
differenciatiéval, ill. fokozott progressioval haaz 6sszefliggésbe.

Az E-cadherint immunhistochemiai (IH) reakciokkaksgaltuk, kerestik az
0sszefuggést az IH reacti®sseége, ill. a daganat grade-stage, ill. prognddizétt.

Vizsgalatainkban az E-cadherin immunhistochemiamutatasa alapjan a
korabbiakban megéallapitottakkal ellentétben nineszéfliggés az UCC-k grade-je,
stage-je, ill. a betegségmentes tulélés tekintatébe

Tovabbi vizsgalatainkban UCC esetekben a claudmqgiessios mintazataval
foglalkoztunk. A claudinokat mar szamos egyéb szemoraiban kutattak, kiilénbéz
munkacsoportok egymassal ellentétes eredményrétgkitalelen vizsgélatok alapjan
megallapitottuk, hogy high grade UCC-kben a Clauddfokozottan expressalodik, mig
a Claudin-7 kimutathatésaga csokken a low grade UKHT 6sszevetve. Emellett sajat
vizsgalatainkban is igazoltuk a nemzetk6zi irodddammar ismert tényt, mely szerint a
Ki67 expressio fokozodasa észlethbigh grade tumorokban.

A Claudinok prognosissal valé dsszefliggését a kéwékben allapitottuk meg:

a Claudin-4 expressio fokozédasa, ill. a Claudirvdlamint a Claudin-7 expressio
csokkenése rovidebb recidivamentes tuléléssel Malamennyi, a claudinok

vizsgalataval kapcsolatos eredmény dsszevetés@mlapndezek koziul a Claudin-4
fokozott expressioja lehet figyelemre méltd, de ywmddp beteganyag vizsgalata
szliikséges e potencialis prognosticai marker megtiighganak megssitéséhez.

A nem-invasiv UCC-khez képest invertalt papillomakiemelkedett Claudin-1

expressiot is kimutattunk. E marker kérdéses ebetela positivitds éssége, ill.
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basalis sejtes localisatioja alapjan segitheturmhelialis papilloma diagnézisanak
megallapitasat.

Ehhez hasonldéan a Claudin-4 felszines localigatiapjan kénnyebbé teszi a
siri szoveéd papillomakban a sejtek orientaciéjanak megallagitaigy a papilloma
rétegeinek meghatarozasét, ezzel adott esetbguilbbpa diagnézisanak meghozatalét.

Fenti kovetkeztetések a jalven remélhéleg a diagnosztikus munka, ill. a
prognosis meghatarozasanak - egyben a megfete@ddon alkalmazott, hatékony

therapia - segitségére lesznek.
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8. SUMMARY

The incidence of urothelial cell carcinoma (UCC)ridwide increases. Early
and correct histological diagnosis, grading andistpare indispenseble for appropriate
treatment. There is a need for finding of progrwstarkers as well, since the clinical
course of patients having tumors showing similatdiogical features might show basic
difference.

E-cadherin is a member of Ca-dependent cell surfaogein family, which
plays important role in homotypic cellular commuation. It can be found on the
cellular surface, making part of the zonula adheréccording to certain authors it's
loss is associated with tumor progression and gfarentiation.

We investigated urothelial carcinoma cases with a#herin
immunohistochemistry and -as opposed to previdaserments-, we found no
association between low or no E-cadherin exprassfothe tumor cells with stage,
grade, or overall survival in our cases.

In our study, we examined the expression of claudinurothelial cell tumors.
Claudins have already been examined in the tumoather organs. Different groups
found different results. In the present study wenfibthat the expression of Claudin-4 is
higher , and Claudin-7 is lower in high grade UCEsmpared to low grade UCC-s. We
found the same results as in the literature comgrki67; the higher grade the tumor
is, the higher is the expression rate of Ki67. @latl expression is higher in inverted
papillomas than in non-invasive UCC-s. The basadlisation of Claudin-4 can help in
difficult cases in the diagnosis of urothelial gigpnas. Concerning claudin expression
and prognosis, the following statements can be wlréve higher the Claudin-4, and the
lower the Claudin-7 expression of urothelial caooas, the shorter is the disease-free
survival.

Hopefully these findings might help in the futuretib in the diagnosis of
different urothelial tumors, and estimating the gorosis — and the selection of the

proper treatment - of the patient.
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Kdszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném kifejezni kdszbnetemet mindazokraddik az értekezeés
elkészitésében segitségemre voltak. Intézetewetk, témavezéimnek Prof. Dr.
Timar Jozsefnek aki szakmai Utmutatasai mellett folyamatosan fitétid nehezebb,
elkeseredett pillanatokbanSchaff Zsuzsa Professzor asszonynakaki szintén
mindvégig tamogatta, egyengette e munka létrejdttékorabbi szakmai vezémnként
a kezdetekdl fogva unszolt ésbatoritott, hogy e nagy munkanak nekikezdjcadar
Anna Professzor asszonyngkaki még korabbi szakmai veéetként biztatott egy
PHD munka elkészitésér&iss Andras, ill. Lotz Gabor Docens uraknak, akik a
kisérletek megvalasztasaban ill. véghez vitelébarok kiértékelésében, ill. a
tudomanyos kozlemények megirdsaban folyamatos ssggit nyujtottak. Kovacs
Margit Docens asszonynakaki szintén folyamatosan biztatott e munka megfeges
mind emberileg, mind szakmailag folyamatosan eggt#agutamat barmilyen k&6zds
munka soranTorok Viragnak, akivel a dolgozat egyik alaptémajanak kisérleteinz
elss lépéseket egyitt tettikSzékely Tamasnak aki a munka kezdetén még
.gyerekként” - hallgatoként — vett részt a kis@kdten, és kész szakorvosként ad
tanacsot a munka elkészultekdrorzsok Péternek akivel egyutt vagtunk neki a
kisérleteknek, és a vizsgalat-sorozatok ill. a ekkrasa soran rengeteget dolgoztunk
kozosen.Riesz Péternek aki az egyik kisérlet-sorozatban pétolhatatlagitséget
nyujtott, és az évek soran végig batoritotta ésadita e dolgozat Iétrejottét.
Romics Imre Professzor Urnak, és az Uroldgiai Klinika mindesosanak a szakmai
kérdésekben nyujtott segitségéRekar Zoltanné Magdinak, aki a molekuléaris
biologiai €s immunhisztokémiai vizsgalatok elvegtin segitett, ill.Sklanitzné
Samodai Erikanak, Azumah Francisnének és Gregor Viktoridnak az
immunhisztokémiai vizsgalatok végzéseéért. A Il.Batholdgiai Intézet valamennyi
asszisztensénekTordainé Szabd Hedvignek, Szabd Gabornénak, Hadasc
Zsuzsanak, Bakotay Katalinnak, Podluzsanszky Angéfréak, Jacz6 Csillanak,
Borsos Mariannak, akik kozil valamennyil kértem és kaptam segitséget a
kisérletsorozatok, fotok szamara elkészitett széfszetek formajabarseres Janosné
Maranak, aki a dolgozat gépelésében adott poétolhatatlayitssget. Gittingerné
Balogh Lenkénekill. Kenessey Istvannakaki a dolgozat végsformaba ontése soran

adott komoly segitséget.
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Rigdné Kalé Elvirdnak a forditdsok, palyazatok, az adminisztrativ té&nd
soran nyujott segitségéfzirtes lidikonak, aki a gépelési hibak kigyomlalasaban
bizonyult nélkilézhetetlennelschodnfeld Tibornak, aki a kozleményekben megjeten
tablazatok, statisztikai abrakl). a dolgozat technikai problémainak megoldasaban
segitettBorka Katalinnak, Gy érffy Hajnalkanak akik a hazi védésen opponenskeént
alaposan atnézték a dolgozatot, éségpitaslataikkal hozzgjarultak hibak
elkertléséhez. A Il. sz. Patholdgiai Intézet orviosla, Fintha Attilanak, Glasz
Tibornak, Halasz Juditnak, Hargitai Doranak, Istok Rolandnak, Jaray Balazsnak,
Kardos Magdolnanak, Kovacs Attilanak, Kovacs Istvamak, Prof. Kulka
Janinanak, Madaras Lillanak, Somoracz Aronnak, Szas Marcellnak, akiknek
biztatdsa, szeretete szintén komoly I6kést adaitileka elkésziléséheZsaladomnak;
edesapamnalerof. Dr. Székely Jozsefnekédesanyamnakr. Székely J6zsefnének
akik munkam soran biztatasukkal, szeretetiikkel batak el. FérjemnelRalos
Gyodrgynek, gyermekeimnek Gergének, Hannanak, Péternek és Katanakakik
biztatdsuk mellett sok-sok tiirelemmel és megénessiek tudomasul, hogy e munka
miatt a csaladi élet sokszor hattérbe szorult.e&@rék kdszonetet mondani
mindazoknak, akik a név szerinti felsorolasbol kiackiak, de akar szakmai, akar
emberi segitséglikkel szintén hozzajarultak e metkésziltéhez.
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