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Bevezetés

Az urothel sejtes carcinoma (UCC) incidencidjagstéerte emelkeédtendenciat
mutat, az uroldgiai tumorok kézll a masodik legggdban efordulé daganat.
Leggyakrabban hugyhdélyagbdl indul ki. Az UCC kdedismerése a betegség kezelése,
varhatoé korlefolyds megitélése, a kezelt betegetkmdhisége szempontjabdl igen fontos.
Az UCC leggyakrabban vérvizelés tlinete miatti lIsgalason atesett betegeknél kerl
felismerése. Altalaban transurethralis resectio RTEkzdvettani vizsgalataval sikeriil a
rosszindulati daganat jelenlétét igazolni. Egseehem ismert olyan non-invaziv vizsgald
eljaras, amelynek segitségével vérvizelés miahjkes betegeknél a cystoscopia 90-95
%-0s sensitivitasat megkdzéliviztonsaggal lehet UCC jelenlétét igazolni, vagpakni.

Az UCC szovettani képét tekintve low grade ilgihigrade csoportba sorolhato.

E két csoportnal Iényeges kilonbség mutatkozikrhata klinikai lefolyas tekintetében :
a low grade daganatok hosszu ideig non-invasiliagos talélésik TA stadiumu
betegeknél 120 hénapnal tébb, mig a high gradaragdagk gyakran infiltrativ terjedést
mutatnak; izom invaziv tumorban szen§dxktegeknél az atlagos tulélés csupan 33
honap.

Ugyan low grade daganatok recidiva hajlamot mutatosupan egy részik
(mintegy 10-20%) mutat klinikai progressiot illetvdiltrativ terjedést. Jelenleg nem
ismert biztonsaggal hasznalhat6 olyan vizsgalo merdismelynek segitségével siker(l
kiszirni a low grade UCC-k kozil azt a csoportot, andilyikailag agresszivebben
viselkedik, igy efteljesebb kezelést igényel.

Szamos prognosticai marker vizsgalata tortént amilelévekben, e vizsgélatok
eredményei egymasnak sokszor ellentmonddak. Aznenegek azt mutatjak, hogy
kombindlt hasznalatuk eredményesebb a daganatgk@sticajanak meghatarozasaban,
mint egyes prognosticai markerek kilon-kulon totétkalmazéasa. Nehézséget jelent az
értékelésben az a tény is, hogy a hugyhdélyagdagjanidignosztizaldsa soran a daganat
stadium, ill. grade meghatarozasa szintjén is ig@agas az inter- ill. az intra-observer
variabilitas. Valamennyi prognosticai marker vidzsj&zovettani diagnozison alapul, igy
false grade, ill. stage meghatarozasok esetén magukizsgalatok is helytelen

eredményre vezethetnek.



Az E-cadherin a Ca-fuggsejtadhéziés molekula csalad tagja, mely a hondgstip
sejtkapcsolatok kialakitdsaért félel A hamsejtek felszinén talalhatd, az an. zonula
adherens alkotéelemeEgyes szekk alacsony expressiojat alacsony daganat-
differenciatioval, ill. fokozott progressiéval haaz 6sszefliggésbe.

A hamsejtek a szoveti szendetes fenntartasdban egyrészt a szévetek kulvilagtol
valg, ill. a szovetek egymastdl val6 elvalasztasghtszanak szerepet. A hagyutakban a
vizeletben talalhatdé, a szervezet szamara mérgmzyagok szovetek kozé vald
visszajutasat akadalyozzak meg. A hamsejtek kogéicsolatok tdbb tipusuak lehetnek,
ezek kozul a legszorosabb kapcsolatot a zonulaudeok tipust - mas néven tight
junction - jelenti. E mellett léteznek Un. zonuldharens tipusu kapcsolatok, ill.
hemidesmosomak, valamint an. gap junction tipugicéalodasok. Mindezek a sejtek
kozoétti kommunikacioban jatszanak szerepet. A tighiction vazat transmembran
doménnel rendelkéz fehérjek alkotjak (occludin, claudin, junctionaliadhaesios
fehérjék, tricellulin). Ezek strukturgja dinamikaseadltozik a sejtek pillanatnyi igényei
alapjan. Transmembran ill. corticalis fehérjék vakgelen, melyek kdzo6tt transcriptiés
factorok, ill. tumorsupressor fehérjék egyarant iiathatdak. A tight junctionok gerincét
alkoto fehérjék csaladjat claudinoknak nevezik. Wiatasa 1998-ban tortént. Jelen
ismereteink alapjan 27 altipusa ismert. A claudinegyes tipusai szovet- ill.
szervspecifikusak. A 4 transmembran régid koziuléselshan a két kozéfisen
mutatkozik kilénbség az egyes claudin tipusok kozéit claudinok szerepe a sejt
novekedéseében, ill. a sejt-szdveti differentiativalglyozasdban is ismert, ill. a
sejtkozotti ion, ill. fehérje transportban van. begyobb valtozatossagot az
extracellularis  hurok C-termindlisa mutatja, ezzekapcsolddik kulonbdy
extracellularisan elhelyezkéd fehérjékhez. Mivel a claudinokat a korokozék
receptorként hasznaljak (Helicobacter pylori, Gidaim perfringens) a jédben terapias
célpontként is szerepelhetnek. Tekintettel azonyr&n hogy kulonbdE szervek
rosszindulati daganatainak sejtjeiben fokozott, diokkent az expressi6juk, szamos
vizsgalat célpontjai a claudin fehérjék.



Ceélkitiizések

Munkacsoportunk célkizése az volt, hogy a kulonkbzipusa urothelsejtes
carcinomak, ill. papilloméak eseteiben megvizsgaljwian-e kilonbség a kilénhiz
sejtkapcsold  strukturdkat alkotd fehérjek expreégémak kimutathatésagaban, ill.
mintazatdban. Vizsgalataink arra irdnyultak, hoipersil-e kimutatni olyan kiulonbséget
a claudin expressioban, melynek alapjan diagnasztikehézséget ado esetekben a
claudin expressiot vizsgalva konnyebben lehet-e haggozni az adott daganat

szOvettani tipusat vagy varhato viselkedését.

1. Az E-cadherin expressio grade-stage, ill. progsztikai 6sszefiiggéseinek
meghatarozdsa immunhistochemiai modszerekkel

E-cadherin expressio immunhistochemiai kimutatdssizsgaltuk, hogy van-e
0sszefliggés az E-cadherin expressios mintdzatamint a daganat stadiuma, ill. grade-
je kozoétt ill.  varhatdé recidiva bekdvetkezténekélye, ill. a tulélési mutatok

megbecslése lehetséges-e.

2. Low grade ill. high grade UCC-k Claudin expres®janak vizsgalata

A Claudin-1,-2,-3,-4,-5,-7,-10 fehérjék messengBiSRes fehérje szifif valamint
Ki 67 proliferatios marker expressiojat vizsgéaltow ill. high grade daganatokban abbol
a szempontbdl, hogy

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

B.: amennyiben van, ez prognosztikai jeteeéti-e.

3. Claudinok, cytokeratinok ill. Ki67 expressiojarak dsszehasonlitasa nem
malignus, ill. low grade urothelsejtes daganatokban
A Claudin -1,-2,-4,-7, cytokeratin 5/6, cytokerat#0, ill. Ki67 fehérje expressiot
hasonlitottuk 6ssze hugyhdlyag papillomakban, id@epapillomakban, PUNLMP ill.
low grade UCC-kben rutin diagnosztikai szemponthldl,a recidiva-esély lehetséges

megbecslésének szempontjabdl.



Anyag és modszer

1. E-cadherin expressio vizsgalata UCC-ban

1996. januar 1. és 1997. februar 1. kozott a SOTBIAdiai Klinikdjan
transurethralis resection atesett primer UCC- sde szdvettani mintaiban vizsgaltuk az
E-cadherin expressio dsségét. A transurethralis holyagtumor-resectios takat
Gjravizsgéltuk. A koradbbi szovettani diagnozisoknalegfeleb grade, stage eseteket
hasznéltuk. (A grade meghatarozas ezen esetekbd978as WHO beosztas szerint
tortént). A vizsgalatra kivalasztott betegek anyladgla a legmegfelélbbnek kinalkozé
H&E festett metszethez tartoz6 blokkbol immuntasemiai vizsgélatra készilt kilon
metszeteken végeztik a reakcidt. Semiquantitatidgszérekkel vizsgaltuk az E-cadherin
elleni antitesttel detektalhatd reakcicsseget. A recidiva hajlam, ill. az E-cadherin
expressio fluggvényében vizsgaltuk a nyert adatoKakintettel azon tényre, hogy
eredményeink az irodalmi adatokkal homlokegyendiginke iranyba mutattak, a
vizsgalatot 2012-ben Ujabb mintakon validaltuk. (B&@bb UCC esetet valasztottunk ki,
melyek kozott kialonbdz grade (Grl-1l) ill. stage-t (min. TA- min.T2) ntato
holyagtumorbdl szarmazé anyagban igyekeztiink @adherin expressios mintazatat

kimutatni.

2. Low/ high grade UCC-k dsszhasonlitasa

Szazharom transurethralis resection (TUR), ill.ké@biopszia soran nyert
szovetmintat vizsgaltunk melyek kdzll 86 szarmald@C-bsl, mig 17 olyan betegekb
szarmazo control minta volt, ahol az anamnéziséten szerepelt UCC. Munkankban
nem malignus, valamint low ill high grade urothBliadaganatok claudin expressiojat
hasonlitottuk 6ssze. Az expressiot immunhistocherakciokkal, szokvany metszeteken
semiquantitaivan ill. photometrias vizsgalattal ékeitiik, valamint a claudinok
tekintetében a mMRNS kimutatdsat reverse transoviglti végeztik. A statisztikai
vizsgalatok Statistiva V8.0 (Statsoft Inc., Tul€aK, USA) programmal toérténtek. Az
expressios értékek 6sszehasonlitdsa nem paranse&MOVA teszttel (Kruskal-Wallis)
tortént. Kaplan-Meier médszerrel vizsgaltuk a ra@ementes tulélést. Log-Rank teszttel

hasonlitottuk 0ssze a tulélési gorbéket. Spearmlen-fcorrelatios teszttel a



semiquantitativ, ill. quantitativ vizsgalat soraryent eredményeket vetettik 0Ossze.
Significansnak a €0.05 értéket fogadtuk el.

3. Nem malignus, ill. low grade, nem invasiv urothieejtes daganatok vizsgalata

A Claudin-1,-2,-4,-7 protein expressios mintaza@@attransurethralis resectioval
eltavolitott, valamilyen urothelialis daganatbohsnaz6 szévetmintan, valamint 5 nem
daganatos bete@b szarmazé mintan vizsgaltuk. Ezek kozott 15 indédertrothelialis
papilloma (IP), 20 urothelialis papilloma (UP), 8tade I. (PUNLMP), ill. 20 Grade II.
(low grade) UCC eset szerepelt. A nem daganatosakiivlyan betegekih szarmaztak,
akik sosem szenvedtek urothel sejtes carcinomd@mimmunhistochemiai vizsgalatokat
szokvany metszeteken ill. tissue microarray modekekészilt blokkok metszetein
végeztik. Az analizis semiquantitaiv modszerekkebgymastol figgetlen orvos) ill.
morphometriaval tortént. Az eredményeket a teljdslés, valamint a betegségmentes
(recidiva mentes) periodusok hosszanak fuggvényebagkeltik. A statisztikai
kiértekelés modszerei a ,low/ high grade UCC-k gé&lata” pontban leirtak szerint

tortént.



Eredmények

1. E-cadherin protein expressio vizsgalata

A 40 betegbBl 13 esetében (33%) az E-cadherin reakcié neg&tinizonyult.
Huszon6t betegnél (63%) +, ill. ++ésséd eredmény szliletett. A reakci@ssége vagy
megegyezett a normal urotheliummal, vagy a normdéthelhez képest valamivel
gyengébbnek bizonyult. A kiértékelés soran az wistjtes carcinomak grade-je, ill. a
stage nem mutatott significans 0sszefliggést azdBeran expressio ésségével -
negativ eredményt mutattak nem-invasiv, alacsoradefi daganatok, mig ételjes
positivitast mutattak alacsonyan differentialt, asiv daganatok. Egy masik flggetlen
betegcsoporton megismételt E-cadherin vizsgalatokans valamennyi daganatban
kimutathaténak bizonyult a reakcid. Tekintettelaamogy evizsgalatokba bevalasztott
esetek kozott low grade, high grade, invasiv, newasiv UCC-k egyarant szerepeltek,
ill. hogy az infiltrativ daganatok esetében azlirdtiv componens lényegében a felszinen
lathaté daganattal azonos intenzitdsu reakciot toiiit&orabbi eredményeinket — vagyis
azt, hogy az E-cadherin expressios mintazatanakrathelialis daganatokban nincs
Osszefliggése a tumor grade-del ill. stage-el - biongd is fenntarthatonak,
megalapozottnak tekintjiuk. Az E-cadherin reakciésseégének mértéke, ill. az atlagos
tulélées kozott sem talaltunk Osszefliggeést. A 20d4R2-bmegismeételt E-cadherin
vizsgalatokat friss szdvettani eseteken (2011-288?-operélt daganatok) végeztik, igy

recidiva/tulélés vizsgalatok még nem vegedbkt ezeket a kébbiekben tervezziik.

2. Low, ill. high grade urothelsejtes carcinomak Ghudin vizsgéalata

Nem daganatos mintdkon a Claudin-1 elleni antgesiz urothelium basalis
rétegében detectaltunk pozitiv reakciét, mely anseinbranokon jelent meg. Ezzel
ellentétesen a Claudin-4, ill. -7 reakciokkal -ng2h membran positivitds volt észlelhet
— a ham fel§ sejtsoraiban volt a pozitivitas regisztralhatoreakcié ebssége a basalis
sejtrétegek felé csokkénintenzitdst mutatott. Egy-egy esetben a Claudialéni
antitesttel a ham teljes rétegében azonos intexiziéés reakciot észleltiink. Claudin-3,
ill. -5 elleni antitestekkel néhany mintdban gyeifglezini reakcié volt megfigyelh&t A

Claudin-5 - melyet egyéb vizsgalatok soran isdsdsban mesenchymalis sejtekben



észleltek positivnak - a mi mintainkban is dslerban az érendothelben mutatott
pozitivitast. Claudin-10 elleni antitesttel egyetlesetben sem észleltiink pozitiv reakciot.
Ki67 proliferatios marker elleni antitesttel elvétmutatkozott pozitiv sejt.

Azon mintdk, melyek cystitises holyagbdl szarmaztsignificansan magasabb
Claudin-2, ill. -7 pozitivitast mutattak a nem dgises holyagbol szarmaz6 mintakhoz
képest. Cystitises hdlyagbdl szarmaz6 mintakbaruddte? az eserrdy sejtekben is
kimutathaténak bizonyult. Ugyanezen sejtek nem ittyss holyagbdl szarmazo
mintakban negativnak bizonyultak e reakciéval. @latl, -2, -4 ill. -7 elleni
antitestekkel legtobb tumoros esetben pozitiviggstleltink. Claudin-3, ill. -5 elleni
antitestekkel csupan néhéany, javarészt magasaerefffialt daganatban észleltiink
pozitiv reakciot. Claudin-10 pozitivitast — hasaamda normdl, ill. gyulladt hamban
észlelthez — nem észleltiink.

Az urothelsejtes carcinomak Claudin-1, -2 ill. -bzfivithsa a kilonbdz
sejtrétegekben hasonloképpen alakult ahhoz, amilchamban észleltink. Claudin-4
elleni antitesttel a ham teljes szélességeében ipoabkciot észleltink. A daganatos
esetekben a Claudin-1 expressio cstkkentnek bifpraylaudin-2, -4, ill. -7 azonban
emelkedést mutatott mind fehérje, mind messenge® Rhnten a controlként hasznalt
gyulladadsos mintakban észlelthez képest. A Ki67lifpratios marker fehérje szintén
fokozott aktivitdst mutatott a rosszindulati dagas&setekben.

Osszehasonlitottuk a low grade ill. high grade thabszarmazo6 eseteket: az
0sszehasonlitas sordn az izominvasiv esetek figymde vétele hasonld statisztikai
eredményt mutatott, mint amikor kivontuk a csopért#z izominvasiv tumorokat. High
grade tumorok esetén a Claudin-4 expressio emdtkediat tapasztaltuk, emellett a
Ki67 pozitiviths is kifejezettebbnek bizonyult. E ehett a Claudin-1 expressio
alacsonyabb expressiot mutatott fehérje szinten Semiquantitativ vizsgalatot is
végeztink: az eredmény hasonldéképpen significan®nk&éget mutatott a keét
csoportban. Low grade tumort hordozé betegeknélésdt a vizsgélat lezartdig nem
tortént (4-120 honap alatt). High grade tumort lbad betegeknél azonban a paciensek
1/3-a UCC kovetkeztében halt meg. E 19 UCC kovedhen meghalt beteg kozul 17-
nek T2, 2-nek T1 stadiumua betegsége volt. 64 bebdesat sikerlt utankdvetni: kozuluk
27 low grade, ill. 37 high grade tumort hordozéegewolt. A low grade daganatot



hordozo betegek 48%-anal — 13 beteg -, a high gradert hordozo betegek 18%-anal —
7 beteg — alakult ki recidiva. A recidivamentesélés a low grade tumort hordozék
esetében atlagosan 38 hénap, mig high grade tlmoatozok esetében 47 hénap volt. A
rovidebb recidivamentes tuléléssel rendetkdmtegek esetében a tumor Claudin-7
expressidja magasabbnak bizonyult — median felgttessaldédott — a tébbi daganathoz
képest. A low grade daganatok egyike sem lépettidiva sordn magasabb T stadiumba
a vizsgalati idszak alatt, mig a high grade tumort hordozoknal e3edp tumora
progressiot mutatott T stadium tekintetében. Ezdret@g kozil 2 UCC miatt exitalt. A
tulélés tekintetében a high grade tumort hordozZdkificansan rosszabb mutatdkkal
rendelkeznek a low grade tumort hordozo betegekiBeest. E megallapitas egyezik a
nemzetkdzi irodalmi adatokban foglaltakkal, a kimmyek alapjan is rosszabb tulélést
mutatnak az izominvasiv esetek a felszinesebb ddighmendelked esetekhez képest.
Megjegyzend, hogy azon betegek, akik a szovettani vizsgabat aystectomian estek at,
significansan hosszabb tulélési adatokat muta#t8khpnap kontra — 14 hdnapos tulélés;
- 14 hoénapos atlagos tulélést a nem cystectomi&eaklt betegek mutattak). A
rendelkezésre all6 adatokbdl multivarians analyssn volt végezhét ugyanis low
grade betegek kozill egy sem exitélt, mig high gtadsort hordozok kozil 19 exitus
volt regisztralhato.

3. Nem malignus, ill. low grade urothelsejtes dagatok vizsgalata

Valamennyi vizsgalt Claudin hamon belldli kimutatieftga, mintadzata
megegyezett a korabbi kézleményekben megallapitattaTekintettel azon tényre, hogy
invertalt papillomak esetén az dsszepred@t papillakon belul a basalis, ill. felszini
réteg elkilonitése igen nehézkes lehet, a Claudiqgkessios mintazatanak hamon
bellli localisatioja, ill. ennek ismerete segithat szovettani kép megitélésében,
misdiagnosisok elkertlésében . Mint korabban mérertettiik, a Claudin-1 a basalis
réteg sejtjeiben expressalddik, a Claudin-4 inkabbam fel§ soraiban mutathatd Kki.
Hasonlo pozitivitas észlelheClaudin-7 esetében, bar a reakcidseege joval gyengebb.
A Claudin-2 elleni antitesttel végzett reakcidé griamis jelledi, mely a ham basalis
rétegében mutat kifejezettebb pozitivitast. Egy-eyertalt papilloman belil azonban az

esernysejtek is mutattak pozitiv reakciét. Claudin-3 ébein elésorban az



esernysejtek mutattak gyenge pozitiv reakciot. Signifisaltérés csupan a Claudin-1
esetében mutatkozott: invertalt papillomakban malglasvolt a Claudin-1 expressio a
tobbi daganathoz képest mind semiquantitativ, miedphometrias vizsgélattal. Emellett
a Claudin-1, ill. 2 low grade UCC eseteinkben csitkexpressiot mutatott a tébbi
vizsgalt daganathoz viszonyitva. Nem mutatkozdénjs eltérés az egyes alcsoportok
kozo6tt sem a Claudin-4, sem a Claudin-7 expressiald ismert irodalmi adatok alapjan
a basalis sejtréteg sejtjei CK/5-6 pozitivitast atoak, mig normal hamban — urothelben
- a CK20 expressio csupan a felszini rétegben imatiatki. Vizsgalatainkban csupan a
low grade UCC esetekben volt emelkedett CK20 espmesmig a tobbi vizsgalt
csoportban nem észleltiink fokozott expressiot. A5 expressioban nem mutatkozott
lényeges eltérés a kulonbwizsgélt csoportok kozott. A Ki67 proliferatios rkar
szintén fokozott expressiot mutatott low grade U@mor eseteinkben, hasonloképpen a
CK20 fokozott expressiojahoz mind semiquantitathalgsissel, mind morphometriai
vizsgalattal is.

Betegeink utankoveteési ideje atlagosan 60 honaip(86€l26 hdnap). A vizsgalati
idészak alatt 1 exitus tortént, ez azonban nem UCQt rkiavetkezett be. Két eset
kivételével valamennyi vizsgélt daganat primerngobyult. Utankovetésre 73 eset volt
alkalmas: 20 low grade UCC, 20 PUNLMP, 15 inverfapilloma, ill. 18 urothelialis
papilloma. Recidiva 10 low grade UCC esetben,6IPUNLMP esetben alakult ki. A
recidivamentes tulélés atlaga 21 honapnak bizonyu@0 hdnap). Nem regisztraltunk
recidivat invertalt papilloma, ill. papilloma eskte kdzott. Azoknal a betegeknél,
akiknek papillomét, ill. invertalt papillomat allaptt meg a szdvettani vizsgalatjitét
utani chemotherapiat nem alkalmaztak. Significamsetatiot nem sikerult kimutatni a
rosszindulati daganatot hordozé betegeknél a tizetigisa, ill. a recidiva ténye kozott,
a kozvetlen mitét utadni chemo-instillatibban részesilt betegelonban hosszabb
recidivamentes tulélést mutattak: 22 contra 16 hon& median alatti Claudin-1
expressiot mutatd6 PUNLMP eseteink rovidebb recitigates tulélést mutattak a
Kaplan-Meier-analysis soran. Ezzel ellenkeg, rovidebb recidivamentes tulélées
magasabb Claudin-4 expressio mellett volt megfigg®l A tovabbi vizsgélt antitestek
expressiQja, ill. a recidiva ténye, megjelenésedkogignificans 6sszefliggés nem volt

kimutathato.
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UJ MEGALLAPITASOK, KOVETKEZTETESEK

1. A korabbiakban megallapitottakkal ellentétberueathelialis sejtes daganatok
esetében nincs 0sszefliggés a tumorsejtek E-cadhgriassidja, ill. a daganat grade-je,
stadiuma, valamint a betegség tulélési mutatdi #65z06

2. Bar a Claudin-4, a Claudin-7, ill. a Ki67 eéigek statisztikailag significansak
low ill. high grade urothelialis carcinomék esetflow grade UCC-ban a Ki67, ill. a
Claudin-4 expressio alacsonyabb, a Claudin-7 madasa high grade UCC-ban
kimutathatondl), az eltérések meértéke alapjan emerkerek napi rutinban valo
alkalmazhatésaga kérdéses.

3. Amennyiben a Claudin-4 expressio low grade U@G-bmelkedett, megfetel
statisztikai analysist valasztva rovidebb recidieates tulélési adatok varhatoak,
azonban a tovabbiakban ezt nagyobb beteganyagoh rkelgvizsgalni annak
megallapitdsara, hogy a napi rutinban is alkalmi@zba

4. Amennyiben a morphologiai kép alapjan felmedilP jelenlétének gyanuja, a

Claudin-1 expressio vizsgalata segithet a pon@agndizis megallapitdsaban.

5. A Claudin-4 localisatioja segithet az uroth&iglapilloma diagn6zisanak
megéallapitasaban.
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