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1. Bevezetés

A hugyhodlyag daganatos megbetegedéseibdl vildgszerte
évente mintegy 550.000 0j esetet regisztralnak. A
hugyholyagdaganatok szovettani szempontbol az esetek tilnyomod
tobbségében  urothelsejtes megjelenést mutatnak. Egyéb
hisztoldgiai variansai, mint példaul az adenocarcinomai (ADC)
joval ritkabban, az esetek csupan mintegy 0,5% - 2%-ban
fordulnak eld. Ezek a primer tumor lokalizacidja alapjan lehetnek
a hugyhodlyag primer hdolyag adenocarcinomai (PBAC) vagy az
urachalis eredetii Gn. urachus carcinomak (UrC).

Az urachus, a sinus urogenitalis fejlédési maradvanya,
mely a magzati €let soran a koldokot koti 6ssze a hugyholyag
kupolajaval és a kivalasztasdban jatszik fontos szerepet. Az
urachus csatorna azutdn fokozatos  kotdszovetesedéssel
degradalodik, mely a felnéttek koriilbeliil harmadaban tokéletlentil
megy végbe. A fennmarad6 urachus maradvanyban rosszindulata
elvaltozasok is kialakulhatnak, melyet urachus carcinomanak
(UrC) neveziink. Tiinetei tobbnyire késoén, a daganat holyagra
torténd terjedése nyoman jelentkeznek, ezért a diagndzis
felallitasakor az UrC altalaban mar el6rehaladott stadiumban van.

A PBAC egy igen ritka malignus elvéltozas, mely ugyan a
hugyholyag urotheliumabdl ered, am tisztan mirigyes/glandularis
fenotipust mutat. A PBAC legtobb esetben a holyag trigonumabol,
vagy a hatuls6 falabol indul ki, de a hugyholyagon beliil barhol
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kialakulhat. A PBAC altalaban agressziv tumor, amely a diagnozis
pillanataban jellemzden szintén elérehaladott stadiumban van és az
esetek 25-40%-ban mar a nyirokcsomokat is érinti.

A két betegség elkiilonitése gyakran nagy kihivast jelent,
melynek azonban - eltérd sebészi kezelési lehetdségeiket tekintve
- jelentds terapias kovetkezményei vannak. Kezelésiiket tekintve
eddig csupan sebészi terapiajukat illetéen sziiletett konszenzus.
Ritka el6fordulasukbol adoddan  szisztémas kezelésiikkel
kapcsolatban nem késziiltek prospektiv klinikai vizsgalatok, igy a
megfeleld gyogyszer megvalasztasa sziikségszerlien egyéni
dontéseken alapul. Klinikai vizsgalatok hidnyaban igéretes
alternativat a célzott terapias szerek alkalmazasa jelentheti.

Molekularis hatteriiket tekintve 1is csupan csekély
mennyiségli informécio 4all rendelkezésiinkre. A genetikai
profiljuk megismerése segithetné a diagnodzis és prognozis
felallitasat, valamint a genetikai eltérések egy része terdpias
célpontként szolgalhat, igy a molekularis eltérések ismerete a

betegség kezelése szempontjabol is meghatarozé lehet.



2. Célkitiizés

1. Egy UrC és PBAC szovet- és adatgylijtemény létrehozésa:

A) Nemzetkozi kooperaciod keretében

B) Hazai gyijtés a Nemzeti Rakregiszter (NR) segitségével
(TUKEB eng.sz.: 74/2016).

2. DNS szintl vizsgalatok terapias célpontok azonositasa ¢és a
PBAC ¢s UrC molekularis taxonomidjanak pontositasa céljabol:
A) 161 onkolodgiai szempontbol relevans gén Uj-generacios

szekvenalasa (NGS) az Oncomine™ Comprehensive
Assay v3 (OCAv3) panel segitségével.

B) 6 gén célzott vizsgalata beleértve a colorectalis carcinoma
(CRC) patogenezisében fontos szerepet betoltd APC és
terapiarezisztencia eldrejelzésében fontos PTEN gént.

3. Az OCAV3 panellel azonositott patogén eltérésekre javallt,
illetve ellenjavallt hatéanyagok azonositdsa a Qiagen Clinical
Insight (QCI) bizonyitékokon alapul6, terapids dontéshozatalt
tamogatd szoftver segitségével.

4. A PTEN, B-catenin és mismatch repair (MMR) fehérjék
vizsgalata IHC modszerrel.

5. Eredményeink irodalmi kontextusba helyezése, mind a PBAC,
mind pedig az UrC esetében.



3. Médszerek

Munkénk soran hazai ¢és kiilfoldi kooperacios partnerek
bevonasaval egy vilagviszonylatban is egyediilallé méretii UrC és
PBAC gyljteményt hoztunk létre. A hazai eseteket a NR
segitségével, az eurdpai eseteket pedig nemzetkdzi kooperaciok
altal térképeztiik fel.

A NR 2001-2016 kozott gyhjtott adataiban BNO és
morfoldgiai kodokkal 3 szlirést hajtottunk végre: UrC (C67.7),
hagyholyag kupola (C67.1) daganatai, hugyholyag és ADC
(C67/81403) morfologiai koddal kombinalt szlirés. Az igy
azonositott betegek esetében a kezeld intézményeket irdsos
formaban kerestiik fel a diagnodzis megerdsitése céljabol. A
megerdsitett UrC, illetve PBAC diagnozisu betegek esetében az
adott klinikaktol klinikopatoldgiai adatokat, valamint paraffinba
agyazott tumormentes €s tumortartalmu szovetmintakat kértiink. A
klinikopatologiai adatokat a kezeld intézmények egy altalunk elére
elkészitett egységes adattablazatba vezették be.

A nemzetk6zi  mintagylijtés soran  kooperacids
partnereinktdl azt kértik, hogy az elfogadott diagnosztikai
kritériumoknak megfeleléen azonositsdk az intézményeikben
ellatott UrC és PBAC betegeket, majd toltsék ki szamunkra
ugyanazokat a standardizalt adattablazatokat, amelyeket a hazai
esetgylijtés sordn is hasznaltunk. Ezen feliil az UrC és PBAC
betegek formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szévetmintait
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kaptuk meg, szovetblokkok vagy esetenként 10-20 nativ 10
mikronos metszet forméjaban.

A kiilonb6zé  vizsgéalatok részben a mintagytjtéssel
parhuzamosan zajlottak, ezért az egyes vizsgalatokhoz gyakran
eltérd szamu, am részben/egészben atfedd betegek mintait

hasznaltuk.

A DNS szintii vizsgalatainkat, az alabbiak szerint végeztiik el:

A) lllumina MiSeq (6 gén) vizsg.: 40 UrC beteg

B) lonTorrent (161 gén) vizsg.: 54 beteg (UrC: n=41, PBAC n=13)
C) MSI (mikroszatellita instabilitas) vizsg.: 63 UrC beteg.

A fehérje szintii vizsgalatainkat az alabbiak szerint végeztiik el:
A) PTEN és B-catenin IHC vizsg.: n=40 UrC
B) MMR fehérjék THC vizsg.: 82 beteg (UrC: n=63, PBAC: n=19)

IHlumina MiSeq (6 gén) vizsgalat

Osszesen 40 UrC beteg esetében célzott NGS eljarassal
vizsgalatokat végeztiink (APC, DICER1, PRKAR1A, PTEN,
TSHR, WRN). A patogenitas meghatarozasa, vagyis az annotalas
nyilt adatbazisok felhasznéalasaval tortént.

A B-catenin fehérje IHC vizsgélatat 38 UrC beteg FFPE
tumormintéain végeztiik el, mig a PTEN fehérje IHC vizsgalatara

30 UrC beteg FFPE tumormintdja allt rendelkezésiinkre. A
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vizsgélatokhoz minden esetben 3 um vastag FFPE metszeteket
hasznaltunk, a festés pedig a Ventana Benchmark Ultra rendszeren
tortént. A megjelenités PotiView DAB rendszeren keresztiil
zajlott.

A statisztikai analizist SPSS szoftverrel végeztiik (v24,
IBM). A Kaplan-Meier talélési elemzést log-rank teszttel
kiegészitve alkalmaztuk. Az egyes paraméterek tuléléssel valo
Osszefliggéseinek tovabbi vizsgalatara egyvaltozos Cox regresszid
analizist végeztiink. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

Mikroszatellita instabilitas (MSI)-vizsgalat

Az MSI vizsgélatot multiplex PCR formaban végeztiik el 5
primerpart alkalmazva Osszesen 56 UrC mintan. A fragment
analizis kapillaris elektroforézis késziilekek segitségével tortént.
Kett6, vagy tobb instabilnak értékelt mikroszatellita marker
esetében az eredményt erdsen instabilnak tekintettiik (MSI-high).

A hazai és nemzetkdzi gylijtésbdl szarmazo 19 PBAC és 61
UrC mintan végeztiik el a MMR fehérjék (MLH1, MSH2, MSH6
és PMS2) [HC vizsgalatat. Az IHC vizsgalat kiértékelése az egyes
fehérjék tumorsejtek magi pozitivitasa alapjan tortént. A
kiiszobértéket <10%-nak tekintettiik, ezen érték folott MMR-
hiany/MMR-deficiencia all fenn.



lonTorrent (161 gén) vizsgalat
Osszesen 41 UrC és 13 PBAC esetében végeztiik NGS-

alapt szekvenalast az OCAv3 panel segitségével 161, onkologiai
szempontbol relevans gén esetében.

A kapott szekvenalasi eredményeket az alabbi
szelekcionak vetettiik ala:

A) Technikai mindségi kritérium alapu szlirés.
B) Intronikus eltérések kizarasa.
C) Minimum 15%-os allélfrekvencia érték.

Az igy azonositott eltérések patogenitdsanak megitélése az
lonReporter 5.6 szoftver és szabadon hozzaférhet6 online
adatbazisok segitségével tortént. A patogén eltéréseket a QCI
szoftverrel vizsgaltuk tovabb. A QCI szoftver elemzi az adott
genetikai eltérést, klinikai relevanciaja alapjan interpretalja azt,
majd terapias javaslatot, vagy ellenjavaslatot tesz az adott eltérés
alapjan, eldsegitve a megfeleld terapias dontéshozatalt. A program
a genetikai eltéréseket patogenitas alapjan csoportositja (patogén
vagy benignus), illetve az adott javaslatok evidencia szintjét (Tier

1-4) is megadja.



4. Eredmények
Mintagytijtés

Sziirési  kritériumaink a NR-ben 1012 beteget
azonositottak, akiket Osszesen 86 kiilonb6z6 magyarorszagi
intézményben kezeltek. A diagndzis egyeztetés 665 beteg esetében
valosult meg, mely végso soron 9 UrC és 25 PBAC-s esetet igazolt
(5%, 34/665) (1A. abra).

A nemzetkézi mintagylijtéshez Magyarorszag mellett
tovabbi 4 orszag Osszesen 10 intézménye csatlakozott, ennek
eredményeként 59 UrC és 17 PBAC eset anyagait gytjtottiink

Ossze (1B. abra).

P Nemzeti UrC szovetmintik

A % Rakregiszterben B Magyarorszag
= g azonositott betegek Semmelweis Egyetem Budapest 6 UrC
(_: Nemekeantt Szegedi Tudomanyegyetem, AOK 2 Urc

% Alats Lengyelorszag
§ 347 —t Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie 5 UrC
8 Feliilvizsgalt Uniwersytet Szczecinski 2UrC

gﬁ betegek e

E H"Yi_ dol 665 Vancouver Prostate Centre 8 UrC
E szcnn:,;;n(n:UrC / - - .Némelms:a'g I
jo 631 Helyi dokumentaci6 Universititsklinikum Essen 12 UrC
| alapjan igazolt UrC / Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf 7UrC
A PBAC Universitétsklinkum Aachen 4 UrC
£ | ( Klinikai adat nem 34 (25 PBAC; 9 UrC) Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn 2 UrC
3 elérhetd Pathologic Trier 1UrC
16 (14 PBAC; 2 Georg-August-Universitit Gottingen 6 UrC

g UrC) Klinikai adat elérhets Franciaorszig
&3 18 (11 PBAC; 7 UrC) Centre Hospitalier Universitaire de Rennes 4UrC

. PBAC szovetmintdk

- R
Semmelweis Egyetem Budapest 5 PBAC

Németorszag
Universititsklinikkum Essen 2 PBAC

1. abra: A) Hazai és B) nemzetkdzi minta és klinikai adatgytijtés

folyamata és eredményei.



Illumina MiSeq (6 gén) vizsgalata

DNS szintii vizsgalataink soran a 40 UrC mintabdl 34

esetében sikeriilt elegendd mennyiségii ¢s mindségli DNS mintat
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kinyerni a DNS szekvenalashoz.
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2. abra: Az lllumina MiSeq DNS és a kapcsolodo IHC

vizsgalatok eredményei. CM: citoplazma membran



Az APC gén esetében két csonkold mutacidt taldltunk,
melyek mikodésképtelen APC fehérjét eredményeztek, igy ezen
eltéréseket patogén mutacioknak tekintettiik. A PTEN génben
azonositott eltérés egy frameshift inzercido volt, mely szintén
mikodésképtelen fehérjét eredményez, igy ez IS patogén
eltérésnek tekintendo (2. abra).

Osszesen 38 UrC esetében végeztiik el a B-catenin fehérje
IHC vizsgalatat, amely az esetek 29%-ban detektalt
citoplazmatikus és magi expressziét. A PTEN fehérje hianya az
esetek 20%-aban (6/30) volt megfigyelhet6 (2. abra). Egyik eltérés
sem mutatott Gsszefiiggést a rovidebb taléléssel, azonban ezeket az
eredményeket az alacsony esetszam miatt koriiltekintéssel szabad

csak kezelni.

Mikroszatellita instabilitas (MSI)-vizsgalat
A vizsgalt 19 PBAC szovetmintabol 18-ban (94%) mind a

négy MMR fehérje kimutathato volt, mig UrC esetében a vizsgalt
61 mintabol 60-ban (98%) sikeriilt normalis (megtartott) MMR
fehérje expressziot kimutatni. A DNS szintli MSI-analizis 56 UrC
minta esetében volt elérhetd, egyetlen esetben sem detektaltunk

MSI-t.
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lonTorrent (161 gén) vizsgalat

A szilirési 1épéseket kovetden dsszesen 33 UrC és 12 PBAC

minta eredményeit értékeltiik ki, melynek sordn 68 gén 192

kiilonb6zé patogén eltérését, valamint 19 gén amplifikacidjat

azonositottuk patogén eltérésként (3. dbra).
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3. abra: Az IonTorrent OCAvV3 (161 gén) vizsgalat eredményei.
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Az UrC betegek 97%-a (32/33), mig a PBAC betegek 83%-
a (10/12) hordozott legalabb egy patogén eltérést. UrC és PBAC
esetében a leggyakrabban érintett gének a TP53 (79%, 42%),
KRAS (33%, 25%), MYC (18%, 25%) voltak (3. abra).

Az UrC és PBAC mintdkat egyiittvéve Osszesen 19 gén
esetében detektaltunk amplifikaciot, melybdl 7 gén esetében egyéb
eltérések is jelen voltak. Mindkét csoportban a MYC gén
amplifikacidja bizonyult a leggyakoribbnak: UrC: 15% (5/33),
PBAC: 25% (3/12) (3. abra).

A teljes kohortot tekintve 38 gén eltérése (muticid és
amplifikacid) rekurrensnek bizonyult, tehat adott eltérés legalabb
2 beteg esetében kimutathato volt (3. abra).

Két eset kiemelkedéen magas szamban hordozott genetikai
eltéréseket. Az egyik a FR-U-T1 koédszdmu eset, melyben a
vizsgalt 161-bdl 22 génben (14%) talaltunk valamilyen patogén
eltérést, a masik pedig a FR-U-T4 eset, mely az 6sszes minta koziil
a legmagasabb szamu eltérést hordozta (52/161, 32%) (3. abra).

Figyelembe véve, hogy az egyes eltéréseket titvonalakba
osztva funkcionalis szempontbol pontosabb informaciohoz
juthatunk a szabdlyozasi Utvonalak érintettségérdl, a vizsgalt
géneket szignalutvonalak szerint rendeztiik.

Mind UrC-ban, mind pedig PBAC-ban a leggyakrabban

érintett mechanizmus a sejtciklus/DNS hibajavitas volt. Ezen kiviil
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még a MAPK/PIK3 szignalitvonalban detektaltunk magas
szdmban eltéréseket.

A mutaciés mintdzat terapias szempontbol torténd
értékeléséhez a QCI szoftver segitségével célzott és kemoterapias
javaslatokat €s ellenjavallatokat kerestiink. A szoftver szenzitiv és
rezisztens gyogyszer-mutacid kapcsolatokat azonosit €s ezek
alapjan harom kategoriat kiilonit el; szenzitiv, rezisztens és nem
ajanlott.

Ezzel az eljarassal az 0sszes azonositott patogén eltérést
hordozo6 génbdl (n=68) 15-hdz (22%, 15/68) sikeriilt potencidlisan
alkalmazhat6 szert azonositani. Tovabba, a 19 amplifikalodott
génbdl 10-hez (53%) talaltunk FDA/EMA engedéllyel rendelkezd
célzott terapias szert.

Az érintett géneket funkciojuk szerint szignalitvonalakba
is beosztottuk, igy jol lathatova valt, hogy az egyes utvonalak
érintettsége esetén milyen szerek alkalmazhatok (4. abra). Ennek
eredményeként azt tapasztaltuk, hogy mind az UrC, mind pedig a
PBAC csoporton beliil a RTK/RAS utvonal eltéréseire kaptuk a

legtobb terapias javaslatot.
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abra: UrC és PBAC betegek esetében javallt és ellenjavallt

célzott terapias szerek utvonalankénti bontasban. Az abra felsd

részén, az oszlopdiagrammokon az Osszes ajanlottnak (zold),

nem ajanlottnak (narancssarga) és rezisztensnek (piros) itélt

eltérés-szer interakcid lathato. Feltlintettiik tovabba, hogy az

adott mutacié funkcioényerést (G-gain) vagy funkcidvesztést (L-

loss) okoz a fehérjében, illetve, hogy az adott génben milyen és

mennyi eltérést talaltunk, amelyre volt terapids javaslat. Az abra

plot részén a szereknél csupan azokat az ajanlott €s rezisztens

szereket tiintettiikk fel, melyek a betegek legalabb 30%-nal

megjelentek.
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5. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy bar a NR
szdmara rendelkezésre bocsatott adatok a kodolds mindségére
nézve hagynak kivanni valét maguk utan, azonban a NR ezen
korlatok ellenére is alkalmas a ritka daganatok magyarorszagi
eseteinek (adatainak €s szovettani mintainak) osszegytijtésére.

Molekularis vizsgalataink alapjan az APC mutécioja joval
ritkabban fordul el6 UrC-ban (10%), mint CRC-ban (80%),
valamint a MSI sem jellemzd az UrC-ra, mely eredmények arra
utalnak, hogy a jelentds hasonlosag ellenére karakterisztikus
kiilonbségek is kimutathatdak a két betegség kozott, tehat fontos
kiilonbségekre hivja fel a figyelmet az UrC ¢és a CRC
patogenezisére vonatkozodan.

Mind UrC-ban, mind CRC-ban a PTEN gén mutacios
gyakorisaga igen alacsony (4-6%), am a PTEN fehérje elvesztése
ennél gyakrabban fordul el6 mindkét tumortipusban (20% és
40%), mely arra enged kovetkeztetni, hogy mind UrC-ban, mind
CRC-ban a PTEN gén epigenetikai szabalyozas alatt all.

Eredményeink kiemelik az UrC, valamit PBAC kozotti
molekuléris szintli hasonlésagot, mely a leggyakrabban érintett
szignalatvonalak  nagyfokti  atfedésében nyilvanul meg

(sejtciklus/DNS hibajavitas és MAPK tutvonalak). Ez arra utal,
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hogy a két betegség patomechanizmusa sok tekintetben hasonl6
lehet.

Az anti-EGFR terapia - mely potencialisan hatékony
kezelés lehet UrC betegek szamara - megkezdése eldtt
eredményeink alapjan sziikséges a KRAS, és MET gének, valamint
a PTEN fehérje vizsgalata, mivel ezek eltérései gyakoriak UrC-ban
¢s érintettségiik az anti-EGFR terapiaval szembeni rezisztenciaval
jérhat.

Az Oncomine (OCAv3) génpanellel elvégzett vizsgalat
eredményeinek  kiértékeléséhez hasznalt adatbazis alapu
terapiapredikcidt alkalmazva személyre szabott terapia tervezést
szimulaltunk és azonositottuk az UrC és PBAC betegek szamara
leggyakrabban ajanlhaté gyogyszereket. Eredményeink alapjan
szamos célzott terapids szer potencialisan hatékony lehet, hiszen
az UrC betegeink 98%-anak, mig a PBAC betegeink 67%-anak
sikeriilt potencialisan alkalmazhatd, FDA/EMA engedéllyel bird
terapiat ajanlani, amelyeknek eddigi, UrC/PBAC-ban torténd
alkalmazasar6l alapos irodalomkutatast végeztiink. Ennek
eredményei  segitséget ny(Qjthatnak azon célzott szerek
kivalasztasaban, melyekkel kapcsolatban mar elérhetdk
UrC/PBAC-ban szerzett tapasztalatok.

Vizsgalatunk retrospektiv jellege miatt még kérdéses, hogy
valdjaban milyen terapids értékkel birnak az altalunk azonositott

szerek. Kutatocsoportunk egy prospektiv munka kereteiben a
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klinikdnkhoz ~ UrC/PBAC  diagnoézissal  forduld  betegek
daganatszovetének mutacios mintazata alapjan keres potencialisan
hatékony gyogyszereket a betegek hatékonyabb kezelése
érdekében. E munka soran a jelen dolgozatban felvazolt analitikai

és kiértékelési modszereket a gyakorlatban is alkalmazzukn.
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