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1. Roviditések jegyzéke

ABI
ABC
AFP
ALA
BCG
Bcl-2
B-HCG
BSA
BTA
CGH
CIS
CLDN
CPE
CPE-r
CT
DAB
DNS
EAU
EDTA
EGFR
ELISA
EORTC
FDA
FGFR3
FISH
Her-2
IGF-1
JAM
LOH
MAGUK
MMP
MR

primer expressz program

avidin-biotin komplex

alfa-fotoprotein

5-aminolevulinsav

Bacillus Calmette-Guérin

(B cell lymphoma) antiapoptotikus gén
huméan choriogonadotropin

bovine-serum albumin

bladder tumor antigén

0sszehasonlitd genomikai hibridizacios vizsgalat
carcinoma in situ

claudin

Clostridium perfringens enterotoxin
Clostridium perfringens enterotoxin receptor
computer tomographia

diaminobenzidin

dezoxiribonukleinsav

European Association os Urology
etilén-diamin-tetraacetat

epidermalis novekedési faktor receptor
enzyme linked immunosorbent assay
European Organisation for Research and Treatment of Cancers
Food and Drug Administration (USA)
fibroblaszt ndvekedési receptor-3
fluorescens in situ hibridizaci

herceptin-2 (C-erbB-2) protoonkogén
inzulin novekedési faktor-1

junkciondlis adhézios molekula
heterozigdtasag elvesztése

membran asszocialt guanilat kinaz homolédg fehérje
matrix metalloproteinaz

magneses rezonancia



MSI mikorszatellita instabilitas

MUPPI multiple pdz domain protein

NMP22 nuklear matrix protein 22

NSE neuro-specifikus enoléz

0.D. optikai denzitas

OSP oligodendrocyta-specifikus protein

PATIJ pALSI-asszocialt tight junction fehérje
PCR polimeraz lancreakcid

PDD fotodinamias diagnosztika

RNS ribonukleinsav

RT-PCR real time polimeraz lancreakcid

TIMP tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
Tis carcinoma in situ

TJ tight junction

TPA tissue polypeptid antigén

TUR transuretralis resectio

UH ultrahang

WHO World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)
70 zonula occludens fehérje

TCC transitiocellularis carcinoma



2. Bevezetés

2.1. Hugyholyagrakokrdl altalaban

Az uropoetikus rendszer szerveit béleld hadm az urothelium. Ez 6sszefiiggden talalhato
meg a vesék lregrendszerétdl, az uretereken, a hugyhdlyagon at, a férfi és ndi hugycsd
proximalis harmadaig. Az urothelium daganatai koziil, gyakorisag szempontjabdl kiemelkedik
a holyagrak. A holyagcarcinoma a masodik legtobbszor diagnosztizalt urologiai rosszindulatu
daganat.

A holyagrdk mind Magyarorszdgon, mind vilagszerte gyakori daganat. A betegség
korai felismerésével a kurativ kezelés lehetOsége és az életmindség megtartdsa érhetd el.
Napjainkban a holyagrakokkal foglalkozo6 kutatasok kozott kiemelkedd kérdésként meriil fel a
korai diagnosztika és ennek megfeleld eljardsok kifejlesztése. Hasonloan gyakori kutatasi
téma és igy forrong6 teriilet, a felismert holyagrdk prognosztikai tényezdinek értékelése, a
tulélés joslasa és ezen keresztiil a tovabbi terapids 1épések indikacidja.

A hugyuati tumorok diagnosztizalasa és csoportokba soroldsa, mely az operativ
megoldast indikalja, a daganat kiterjedtsége esetén a tovabbi miitéti terapiat meghatarozza és
véleményt formdl a progndzisrol, hagyomanyosan a szovettani diagnosztikdn alapszik.
Altalanos 6sszefiiggés, hogy a daganatok korai felfedezése szignifikinsan javitja a beteg
kezelésének hatékonysagat és a beteg életkilatasait. Igy a hugyholyagrak korai diagnézisa is
csokkenthetné a morbiditast €s a mortalitast, ezzel egyiitt a gazdasagi és szocialis terheket a
tulélés soran, illetve jelentdsen mérsékelné a terapias koltségeket is (1).

Az atmeneti sejtes karcindma az Osszes holyagrak tobb, mint 90 %-at teszi ki, mig a
holyagrakok 5 %-a lapham, 2 %-az adenokarcindéma (2). A nem ham eredetli daganatok
ritkak, nem érik el az 1 %-os ardnyt. Gyermekkorban eléfordulhat rhabdomyosarcoma, mig
felndttkorban melanoma malignum vagy vérképzdszervi daganat adhat ide attétet (3).

A holyagrakok tobb mint kétharmada endoszkoposan papillaris megjelenésii, gyakran
egy vékonyabb nyéllel csatlakozik a nyalkahartyajahoz. Ezek a papillaris elvaltozasok
viszonylag jobb indulataak, ellentétben a lapos, a nyalkahartyabdl alig kiemelkedd, nekrotikus
felszinti, 6démas kornyezetli, tobbségében izominvaziv daganatokkal.

Bar a kiilonboz6 kutatdsok szamtalan molekularis valtozast irtak le a holyag illetve a
felsé hugyutak urothelsejtes karcinomajaban, a normal ham tumoros 4atalakuldsanak pontos

molekularis utja még nincs kelloképpen feltérképezve (4).



A daganatra jellemzd, hogy egy,- illetve tobbgdocti formaban is eléfordulhat. Egyes
szerzOk szerint egyszerre tobb sejtben jon létre daganatos transzformacio, igy a daganatok
genetikailag kiilonboznek egymastol, mig masok szerint ugyanazon klon sejtjei telepednek

meg a hugyutak kiilonbdz0 részein, igy orokléstanilag azonosak (5, 6).

2.2. Irodalmi hatter

2.2.1. Epidemiologia

A holyagrak epidemiologiai jelentdségét az adja, hogy a fejlett orszagokban férfiak
kozott az otodik, nék korében a negyedik leggyakoribb rosszindulati daganat. A
hélyagtumoros esetek szama évrol évre emelkedd tendenciat mutat.

A holyagban eléforduld urothelsejtes tumor a két nemben egylitt a negyedik
leggyakrabban el6forduldé daganat Eurdpaban, kozel 120,000 éves 01j esetszammal (7,8). A
vildgon évente a tobb mint 300,000 uj holyagrakot fedeznek fel és ebbdl a betegcsoportbol
nem kevesebb, mint 100,000 beteg hal meg évente (9). A hazai haldlozasi statisztikak alapjan
800 felett van a holyagdaganatban évente elhunytak szdma (1. tdblazat) (10). Az Egyesiilt
Allamok teriiletén évente 55,000-nél is tobb holyagrakot diagnosztizalnak (11).

A betegek 80 %-anak életkora 50 és 80 év kozott van. Sajndlatos mddon azonban, ez a
tartomdny fokozatosan a fiatalabb korosztdly irdnyéaba tolodik. A férfi-nd eléfordulési arany

2,7:1-hez (12,13,14).



1. tablazat. Holyagrak hazai halalozasa

Nem Abszolut szam
1965 férfi 314
n6 107
1970 ferfi 387
n6 115
2000 ferfi 600
[nd 215
2001 ferfi 609
[nd 233
2002 ferfi 595
n6 209
2003 ferfi 638
In('i 210

Otto S, Kasler M. (2005) A hazai és nemzetkézi daganatos haldlozadsi és megbetegedési
mutatok alakuldasa. A népegészségiigyi programok jellegzetességei és varhato eredményei.

Magy Onkol, 49(2):99-107. (10)

2.2.2. Prediszponalo tényez ok

A hajlamosité tényezok koziil a legfontosabb a dohdnyzés, mely 6tszordsére emeli a
holyagrak kockézatat. A folyamat kialakuldsdhoz relativ hosszabb idére van sziikség (5-10
¢v), mely id6 eltelte utan a leszokas mar alig csokkenti a tumor kialakuldsanak rizikdjat.
Szintén fokozott a holyagrak esélye azoknal, akik rendszeresen tobbgylirlis aromas
vegyiiletekkel érintkeznek (pl.: vegyi-, festék-, gumi- és fémiparban dolgozok esetén).
Kockazatnoveld hatasukat mar az 50-es években kimutattdk brit vegyipari munkéasoknal.
Elséként a benzidinét vagy a 2-naftilaminét (13). A daganatkelt6 hatés kialakulasahoz szintén
sok 1d0, tobb évtized sziikséges.

Ujabban felmeriilt a diabetes mellitus is, mint a hélyagrak etiolégiai tényezdje. Bar
még nem bizonyitott, de valdszinlinek latszik az Osszefiiggés a két korkép kozott. Ezt

tdmasztja ald az, hogy tobb olyan dolgozat sziiletett, melyekben a szerzdk arra az eredményre



jutottak, hogy a hodlyagrak kialakuldsanak esélye a cukorbetegek korében nagyobb a normal
szénhidrat-haztartasu kontrollcsoporthoz viszonyitva. Kravchik és munkatérsai cikkében 2,34-
es az esélyhanyados, Yeung és munkatéarsainal ugyanez 2,69 (15,16). A patomechanizmus
még ismeretlen. Az elmélet tamogatoi kiilonb6zé molekularis bioldgiai magyardzatokat
adnak, melyek kozéppontjdban az extracellularis matrix makromolekuldinak megvaltozott
Osszetétele all. A valtozas kivaltdjanak pedig az IGF-1-et, illetve az inzulint tartjak (15,16).

A rendszeres phenacetin és az ismételten adott cyclophosphamid talajan is nagyobb
eséllyel alakul ki hdlyagdaganat. Kismedencei besugarzas szintén elindithat a hdlyagban
malignus tumort, mely altalaban 5-10 év mulva keriil felismerésre. Léteznek még egyéb
anyagok, melyek szerepét feltételezik a hugyholyag karcinogenezisében, de jelenleg még nem
bizonyitottdk be egyértelmiien. Ilyen lehet példaul a tulzott kavé, a tomény alkohol, illetve a
mesterséges édesitOszerek fogyasztasa. A Schistosoma haematobiummal fert6zott tropusi
teriileteken magasabb a lapham tipust hiugyholyagrakok incidencidja, a WHO ezért is

tdmogatja a bilharziasis vilagméreti eradikacigjat (3,12).

2.2.3. Korlefolyas

crer

keriil felismerésre a tumor. Az id6tényezénél is nagyobb jelentdsége van annak, hogy
biologiai viselkedés alapjan a holyagrakokat két nagy csoportba sorolhatjuk. A nem-
izominvaziv (kordbbi nomenklatira szerint feliiletes), és az izominvaziv tipus, melyet tovabbi
alcsoportokra lehet bontani. A két f6 csoport biologiai viselkedése, prognosztikaja, a beteg
¢letkilatasa, a daganat attétképzd hajlama annyira kiilonbozik, hogy szinte két kiilon entitasrol
lehet beszélni.

A nem-izominvaziv holyagdaganatok standard teripidja a transurethralis tumor
reszekcid (TUR), bar kiterjedt multiplex Tis esetén olykor radikalis cystectomia is szoba
johet. Az alacsony kockdzati TaGl holyagrak utdn helyi intravesicalis kemoterdpia nem
sziikséges. A kozepes kockéazata csoportba tartoz6 TaG2, TIG1 és T1G2 stadiumi tumor
TUR-ral torténd teljes eltavolitasa utan, profilaktikus intravesicalis kemoterapias kezelést kell
végezni, melynek hatasara a relapszus- és progresszios rata csokken. A magas kockazati
T1G3 és Tis daganat eltavolitasa utan intravesicalis BCG kezelés javasolt. Ugyanez sziikséges

arecidiv TaG2, T1G1 és T1G2 daganat utan.



Az izominvaziv tipusnal az elséként valasztandd kezelési mod a radikalis mitét,
melynek elvégzését azonban a jelentds mitéti megterhelés sok esetben korlatozza.
[zominvaziv daganatok (pT2-T4) esetében gyogyulast nem lehet eléri az endoszkopos
moddszerrel. Amennyiben a beteg altaldnos belgyogyaszati allapota alkalmassa teszi radikalis
cystectomia végezhetd, mely utan pT2-pT3b patologiai stadiumig 50 % feletti 6téves talélés
érheté el. Radicalis cystectomia végezheté BCG-rezisztens, recidivald pT1G3 és pTis
esetében, illetve az endoszkoposan nem uralhatd méreti pT1 stddiumu exophyticus
holyagraknal is. A miitét soran gondoskodni kell a vizelet elterelésérdl, illetve elvezetésérol,
melynek szamos formdjat irtak le. A megfeleld deviaciot a beteg igényének figyelembe
vételével, de a betegség kiterjedésének fiiggvényében kell kialakitani.

Amennyiben az egyetlen végleges kurativ megoldas, a cystectomia nem jon szoba,
akkor a beteg kemo- és/vagy sugarterapidban részesiil, esetleg palliativ miitétek végezhetdk
(3,12,17,18).

Az tjonnan diagnosztizalt urothelsejtes holyagkarcindmak az esetek 70-80 %-ban
nem-izominvazivak és teljes egészében reszekalhatoak, a daganatok 30-85 %-a mégis
recidivalni, mig a tumorok 10-20 %-a progredidlni fog a stadiumatol és a differencialtsagatol
fiiggden. A recidivak tobbsége az elsd 3 évben jelentkezik (4,17,18,19).

A 2006-0os EAU Guideline szerint a betegek esélyét a tumor-progressziora, illetve a
recidivara az ugynevezett EORTC (European Organisation for Research and Treatment of
Cancers) pontoz6 rendszer szerint hatarozhatjuk meg (2., 3. tablazat). A multiplex, a nagy
(=3cm), és a gyakran recidivalé (tobb mint évi egyszer) tumora betegeknek van a legnagyobb
esélye a daganat kiujulasara, mig a tumor-progressziéra a pT1G3 és a pTis stadiumu
pacienseknek van a legmagasabb rizikdja. Internetes progresszid és recidiva kalkulator

elérhetd a http://www.eortc.be/tools/bladdercalcuator/ - internetes cimen.
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2. tablazat: Recidiva és progresszio pont szamitasa

(European Assotiation of Urology, Guidelines 2006)

Tényezo Recidiva | Progresszio

Tumorok szama

egy 0 0
39089 3 3
>8 6 3

Tumor-atméro

<3cm 0 0

>3cm 3 3

Recidiva arany

els6é 0 0
<I recidiva/év 2 2
>1 recidiva/év 4 2
Kategoria

Ta 0 0
T1 1 4

CIS
nincs 0 0
van 1 6

Grade (1973 WHO)
Gl 0 0
G2 1 0
G3 2 5
Osszes pont 0-17 0-23
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3. Tablazat: A recidiva és a progresszio esélye a pontrendszer alapjan

Recidiva pont

Recidiva esélye

1 éves (95% KI)

Recidiva esélye

5 éves (95% KI)

0 15% (10%, 19%) 31% (24%, 37%)
1-4 24% (21%, 26%) 46% (42%, 49%)
5-9 38% (35%,41%) 62% (58%, 65%)
10-17 61% (55%, 67%) 78% (73%, 84%)
Progresszio pont Progresszio esélye Progresszio esélye
1 éves (95% KI) 5 éves (95% KI)
0 0,2% (0%, 0,7%) 0,8% (0%, 1,7%)
2-6 1% (0,4%, 1,6%) 6% (5%, 8%)
7-13 5% (4%, 7%) 17% (14%, 20%)
14-23 17% (10%, 24%) 45% (35%, 55%)

(KI: konfidencia intervallum)

A transurethralis reszekcio (TUR) utan, a beteg jellemzditdl fiiggen, az egy éven
beliili recidiva esélye 15 %-t6l 70 %-ig, mig az 5 éven beliili progresszid esélye 7 %-t61 40 %-
ig terjed (20,21).

Hazai munkacsoport Kondés vezetésével egy matematikai modszeren alapuld, nem-
izominvaziv holyagtumoros betegek prediktiv prognosztikai tényezdinek tobbvaltozos
analizisét dolgozta ki. A modellt, 328 beteg adatainak feldolgozasa utan alkalmasnak talaltak

az Ot éves recidivamentes talélés, a recidivak és a késdbbiekben kialakuld izominfiltracid

relativ kockazatanak eldrejelzésére (22).

2.2.4. Hugyhdlyagrakok patologidja
2.2.4.1. Szovettani tipusok

A atmeneti sejtes karcindma az Osszes holyagrak tobb mint 90%-at teszi ki. A
szovettanilag igazolt laphamrak 5 %, az adenokarcindma 2 % (2). Egyéb nem ham eredetii

daganatok ritkak, el6fordulasi aranyuk nem éri el az 1 %-ot.

12



Atmenetisejtes daganat: Az urothelsejtes daganatok leggyakrabban a hélyagalapon,
valamint az ureterek beszdjadzésanal alakulnak ki. Ismert papillaris €s nem papillaris
megjelenés is.

- A papillaris tipusra jellemzd az exofitikus novekedés, altalaban jol differencialt,
grade I vagy grade II fokozatd. Papilloma a megnevezése, és ebben az esetben benignus
elvaltozas, amennyiben a daganat nem invaziv, papillaris szerkezetli, gyér stromdju, az atipia
enyhe és 7 sejtrétegnél nem vastagabb. Itt kell megemliteni egy ritka, szintén joindulata
szovettani entitast, az invertalt papillomat. Paschkis az els6 leirdja, ,,adenomaszerii
polypusnak™ titulalta (23). Az invertalt papillomat (dtmenetisejtes papilloma, invertalt tipus)
szabalyos, transitiocelluralis sejtek alkotjak, kis fészkekbe rendezddve, minimalis sejt
atipiaval. Az elvaltozast altalaban normal urothelium fedi.

- Nem papillaris szerkezetli az atmenetisejtes karcindmak 25 %. A daganat
megjelenése szesszilis, polypoid vagy kifekélyesedd. Gyakran grade III, a papillaris szerkezet
csak néhol sejthetd. Az atipia kifejezett, a sejtek gyakran az izomréteget besziirik, azon

talndnek.

In situ carcinoma (pTis): vords, barsonyos foltozottsagként jelentkezik, lapos
elvaltozas, rétegszama 3-20, atipia igen kifejezett, mely gyakran az egész urotheliumra

vonatkozik. A polaritasa teljességgel megsziint, de a bazalis membran €p.

Laphamrak: holyagkovek ill. tartds katéter okozta irritacioval, vagy bilharziazissal
van kapcsolatban. A tartésan gyulladt urotheliumban laphdm-metaplazia, majd dysplasia, in
situ carcinoma végiil invaziv karcindma alakulhat ki. Altalaban kozepesen differencialt,

erosen infiltrativ, elszarusodd karcinéma.

Adenokarcinoma: Rendszerint sulyos irritacid eldzi meg, rizikotényezd az
intesztinalis metaplazia, az urocystitis cystica, €s urocystitis glandularis, ill urachusmaradvany
dysplasiaja. Egygocu, a trigonum teriiletérdl kiindulo, lapos, szemdlcsszerli, erésen invaziv

tumor (6).
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2.2.4.2. A hugyhdlyagrakok TNM klasszifikdcidja

A huagyholyagrakoknal is, mint a daganatok tobbségénél a TNM-beosztast hasznaljak
vilagszerte. A T a primer tumor méretére, az N a nyirokcsomostatuszra, az M pedig a
metasztazisokra utal. A 2007-es EAU Guideline a hugyholyagrakok stadiumanak
meghatarozasahoz az alabbi 2002-es TNM beosztast ajanlja:

T: primer tumor:

Tx: a primer tumor nem értékelhetd
TO: a primer tumor nem nyilvanvalé
Ta: nem invaziv papilléris karcindma
Tis: carcinoma in situ
T1: tumor betodr a subepthelialis szovetbe
T2: Tumor betor az izomrétegbe
T2a: tumor a feliiletes izomrétegbe tor be, belso fél
T2b: tumor a mély izomrétegbe tor be, kiilsé fél
T3: tumor a perivesicalis szovetet is infiltralja
T3a: mikroszkdposan
T3b: makroszkoposan (exravesicalis tomeg)
T4: tumor a kdvetkezOkbdl legalabb egyet infiltral: prostata, vagina, uterus, medence fal,
hasfal
T4a: tumor infiltralja a prostatat, vaginat vagy uterust

T4b: tumor infiltralja a medencefalat, vagy a hasfalat (1. dbra).
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1. abra. A hdlyagdaganat T stadiuma

N: nyirokecsomok

Nx: regionalis nyirokcsomok értékelhetetlenek

NO: nincs regionalis nyirokcsom6 metasztazis

N1: egyetlen regionalis nyirokcsomoattét, a legnagyobb atmérdje nem nagyobb, mint 2 cm
N2: egyetlen regionalis nyirokcsomoattét, mely nagyobb, mint 2 cm, de nem nagyobb, mint 5,
vagy tobb nyirokcsom¢ érintett, melybdl egyik sem nagyobb 5 cm-nél

N3: nyirokcsom6, mely nagyobb, mint 5 cm
M: metasztazis
Mx: nem értékelhetd

MO: nincs tavoli metasztazis

M1: van tavoli metasztazis
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2.2.4.3. Grading: urothelialis papilloma /1973/

G: hisztopatoldgiai grading

Gx: differencialodast nem lehet megallapitani
G1: jol differencialt

G2: mérsékelten differencialt

G3: rosszul differencialt

2.2.4.4. WHO 2004: urothelialis papilloma

urothelialis papilloma
papillaris urothelialis neoplasma, alacsony malignitasi potenciallal: PUNLMP
low-grade urothelialis carcinoma

high-grade urothelialis carcinoma

A 2004-es WHO grading a hagyholyagrdkokat két csoportra bontja (urothelidlis
papilloma ¢és papillaris urothelialis neoplasma), melyekben csak alacsony és magas
differencialtsagu alcsoportokat kiilonit el.

Grading beosztasnal a nemzetkdzi ajanlasok alapjan a G1-G3-ig terjedd beosztast

hasznaljak. E szerint mind a kétféle rendszerben osztalyozanddak a daganatok.

2.2.4.5. Bioldgiai viselkedés

Az urothelsejtes karcinoma klinikai viselkedése alapjan két csoportra oszthato:
izominvaziv €s a nem-izominvaziv (feliiletes). A két csoport rendkiviil eltérd 5 éves taléléssel
rendelkezik (95 % viszonyitva az 50 %-hoz), mely egyben tiikrozi a biologiai viselkedésiiket
is (24). Mig a legtobb urothelsejtes karcinoma besorolhaté az eldbb emlitett csoportok
egyikébe, néhany koziilik mindkét kategdria jellemzdit magan hordja (pl.: rosszul
differencialt nem-izominvaziv tumorok /pT1 G3/), igazolva azt, hogy ezeket a tumorokat a
legnehezebb klinikailag megfeleléen kezelni (25). Az alacsony differencidltsagt (G3) Ta, T1
¢s pTis stadiumokat a nagy rizik6ji nem-izominvaziv holyagrakok kozé soroltak, mivel

ezekben a stddiumokban nagy szazalékban recidivalnak, illetve progredidlnak a tumorok (26).
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A klinikai érdeklddés kozéppontjdban all, hogy milyen modon lehet el6re
megmondani, melyik tumor fog recidivalni, illetve progredialni, ez ugyanis nagyon hasznos
lenne a terapia és az utan kovetés megtervezésekor (27). Az egyes faktorok prognosztikus
jelentésége nem mindig egyezik meg a kiilonb6zd kozleményekben. Ezen eltérések okai a
mintak kiilonbozosége, az eltérd elnevezés, a multivaridbilis analizis, illetve a faktorok kozotti
kolcsonhatéas. Az eltérés masik fontos forrdsa, hogy nem mindegy, hogy az elsé recidiva, vagy
a progresszid alapjan allapitjak meg a kovetkeztetéseket. A betegek rizikocsoportokba osztasa
problematikus. Néhany esetben ugyanazt a riziko klasszifikaciot alkalmaztak a recidivara és a
progressziora, annak ellenére, hogy a prognosztikus faktorok relativ jelentésége e két
kimenetel szempontjabol eltérd (28).

Idedlis lenne kiszamolni a rovid és hosszi tavl esélyét a recidivdnak és a
progresszionak az elérhetd klinikai és patoldgiai adatok alapjan. Tobb vizsgalatban hasznaltak
molekularis markereket a prognoézis meghatarozasara, de ezek koziil a markerek koziil
jelenleg egyiket sem haszndljadk a mindennapos klinikai gyakorlatban (29). Egyelére nem
lehetséges pontosan megallapitani a bioldgiai viselkedését e tumoroknak. Ily moddon a
holyagrakkutatas elsdsorban a daganatok minél korabbi stddiumban val6 diagnosztizalasara és

a holyagtumor-progresszi6 1épéseinek elkiilonitésére iranyult (30).

2.2.5. Kromoszoma eltérések, mikroszatellita

A molekularis bioldgiaban ¢és patologidban torténd fejlédés nagymértékben
befolydsolja a daganatkutatdst és igy a holyagrakokkal kapcsolatos vizsgalatok eredményeit
is. A molekularis bioldgiai kutatasok nagymértékben felgyorsultak az elmult évtizedben és a
nagy mintaszamu vizsgalatok hatalmas adattomeget szolgaltatnak. A biotechnoldgiaban az
egyik leggyakrabban hasznalt adatbazis a National Library of Medicine, ami a National
Institutes of Health campus mellett székelé USA kdzponti konyvtaranak adatbdzisa. A human
genom ismert és toredék génszekvencidi, fehérje szekvenciak elérhetdek az alabbi internet

kapcsolaton: http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/. A korai citogenetikai vizsgalatok

felfedtek szdmos nagy, kromoszémalis szintli, tumorspecifikus aberraciot. A szamfeletti
kromoszomak, kromoszoma karok elvesztése, transzlokacioja, stb. mind ebbe a kategdridba
tartozik. Az 6sszehasonlité genomikai hibridizacids vizsgalatok (CGH) jellegzetesen hidnyzo
(delécio), illetve felerdsitett teriileteket (amplifikacid) is kimutattak. A leegyszertisitett ¢és

némely esetben igazolt karcinogenezis elméletek a hidnyz6 kromoszoma, illetve DNS
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szakaszokon tumorszupresszor géneket feltételeznek, mig a genomikus DNS, illetve RNS
expresszios amplifikacid esetében onkogének jelenlétét valdszinisitik.

A kozelmultban nagy jelentdséget kapott a genetikai mikroszatellita analizis. A gének
kozt, illetve az intronok kozt és a promoter régioban is repetitiv, 2-5 nukleotidbdl felépiild,
konzervativ, Mendeli szabalyok szerint 6rokl6édé DNS szekvencidk vannak. A mikroszatellita
régiok nagyon megdrzottek, az egyed minden sejtjében azonosak és mintazatuk csak koros
koriilmények kozott valtozhat meg a szovetekben. Ezért hasznaljak Oket egyének
azonositasara is. Ezen DNS szekvenciak rovidiilése, eltiinése jelzi a szomszédos génteriiletek
sériilését. A gyakorlatban nagyon jol hasznosithatdan jelzik adott teriilet genetikai sériilését és
ehhez nincs sziikség a pontos karosodas megallapitdsara. Természetesen pont mutaciok ezzel
az eljardssal nem mutathatéak ki. Tobb biotechnoldgiai cég foglalkozik a markerek
feltérképezésével és e teriiletek PCR-al torténd amplifikalasahoz sziikséges primér parok
forgalmazasaval. A daganatkutatasban a DNS chip-ekkel kapott génexpresszid csokkenés
validalasara kivaloan alkalmas a modszer, mivel altala az allélvesztés vagy kisebb delécidok
kimutathatéak. A genomikai instabilitds, a heterozigotasag elvesztése (LOH) tehat jol
vizsgalhato a mikroszatellita marker analizissel. Ennek kimutatdsdhoz a tumor mintdbodl vagy
a vizsgalni kivant szovetbdl nagy tisztasagli genomikus DNS-re van sziikség. A kontrollt
altalaban a tumormentes szovet DNS-e, illetve a periférids vérbol izolalt fehérvérsejtek DNS-
e adja.

A daganatos betegségek gyakorisaga vilagszerte egyre novekszik. Sajnalatos médon a
testfelszinen lathatd daganatokon és a jol szlirhetd méhnyak és emlérakon kiviil a daganatok
korai felismerése ma is probléma. Nincs olyan diagnosztikus proba, mellyel a tumoros
elvaltozas kordn, gyorsan, kevés koltséggel és a beteg szamara kis terheléssel kimutathato
lenne, és ez a hugyuti tumorok esetében is igaz.

A molekularis biologia 0 lehetdségeket tart fel a daganatok diagnoézisara. Ismertté

valt, hogy a rosszindulati daganatok egyik kozds jellemzéje a genetikai instabilitds, mely a
genom teljes egészén érvényesiil. Egyes szervek, szovetek tumorai ma mar jellemezhetok
génallomanyuk karosodéasanak lokalizacidjaval és a génhibdk megjelenésének sorrendjével.
A daganatos génkdrosodasoknak szamos formaja ismert, az egy nukleotidot érintd
pontmutaciotol a kromoszomak szambeli vagy szerkezeti zavardig. Az egyik igen gyakori, és
rendszerint szuppresszor géneket érintd génhiba a delécid, melynek finomabb vizsgalatara
kivéaléan alkalmasnak bizonyult a fentiekben vézolt mikroszatellita analizis.

Az irodalmi adatok alapjan, a hugyhdlyagrak esetén a leggyakoribb karosodas a 9-es

kromoszdma rovid és/vagy hosszl karjan torténd allélvesztés. Ezek koziil kitiintetett lokuszok

18



a 9p21, 9q32-34, melyek kdrosoddsa mar korai rdkokban is megfigyelhets. Mellettiik
jelentéséget tulajdonitanak a 4p (FGFR3), 8p, 13q ¢és 17p terliletén kimutathaté
allélvesztéseknek (31).

Hoque ¢és munkatarsai vizsgélatai szerint a hugyholyagtumorokban jelenlevd genetikai
valtozasok 95 %-ban kimutathatok a vizeletiiledékbol, mig a rutin citologia ezen esetekben
csak a daganatok 50 %-at ismeri fel (32). Kovacs Gyula adatai szerint a D9S1748 és D9S1870
markerek teriiletén megjelend allélvesztés vizsgalataval az dtmenetisejtes holyagrakok 98 %-a
felfedezhetd (33).

Ez az eredmény arra utal, hogy a vizsgalat viszonylag csekély koltséggel (amerikai
becslések alapjan a citologia koltségének 1/3-aért) elvégezhetd és pontosabb eredményt ad. A
holyagrakokra igaz az a fent emlitett megfigyelés, hogy a sejtmentes vizeletben nagyon
gyakran megtalalhat6 a koros DNS.

A kozelmultban jo néhany kutatocsoport tizte ki célul, hogy azonositsa azokat a
biologiai markereket, melyek segithetnek a recidivak elérejelzésében. A malignitas biologiai

markerei koziil a p5S3-t tanulményoztak a legtobben (34).

2.2.6. Hugyhdlyagrak prognosztikai markerei

A holyagrak prognosztikai tényezdinek, a betegség lefolydsat befolydsold szoveti és
molekularis elvaltozasainak kutatasa az elmult két évtizedben felgyorsult (35,36,37). A kivett
sebészi biopszia vagy eltavolitott szerv patoldgiai feldolgozasanal a morfologiai kép, a
szovetek festddése szamos esetben csak korlatozottan tiikkrozi a molekularis torténések igen
komplex folyamatat.

A kidolgozott 1j molekularis moddszerek, mint a FISH (fluorescence in situ
hibridization), heterozigoéta analizis, és Osszehasonlitd gén hibridizacio lehetové tette tobb

tumorszupresszor gén eltlinésének kimutatasat.
2.2.6.1. Protoonkogének

EGFR: Epidermal growth Factor Receptor: epidermalis ndvekedési hormon receptor.
Tobb vizsgalat is Osszefliggést mutatott az EGFR overexpresszioja és hdlyagtumor magas

grade ill. magas stage kozott (38,39,40). Mellon és munkatarsai vizsgalatai alapjan, 212
ujonnan diagnosztizalt hugyholyagrak esetében bizonyult az EGFR fiiggetlen prognosztikai
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markernek (41). Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak az MD Anderson Cancer Center kutatdi, az

EGFR ¢s a HER-2 overexpresszioja vizsgalataik szerint a rossz prognozis jele (42).

HER-2: A HER-2 gén termékét megtalaltak a hugyholyagkarcinomaban is (43). A
HER-2 fehérje overexpresszidja az elsé vizsgalatok alapjan Osszefliggést mutatott emelkedett
tumor graddel, taléléssel és metasztatizalo képességgel (44).

A HER-2 vizsgélata, az utdbbi években a lehetséges célzott molekularis onkoterdpia
miatt tobb daganat esetében napirenden van. Holyagrakkal kapcsolatban szamos igen eltérd
eredményt publikaltak. A legujabb, 2008 aprilisdban ismertetett kutatds alapjan nincs az
emlorakhoz hasonléan szoros kapcsolat a HER-2 ¢és az izominvaziv, differencialatlan

holyagdaganat kozott (45).

bel-2:  Kimutattdk, hogy az apoptozist befolydsold bcl-2 overexpressidja
szignifikansan asszocidlt a holyagtumor progresszidjaval a radioterapia folyaman (46).
Tovéabbi vizsgéalatok eredményei alapjan ismert, hogy bcl-2, p53 ¢és mdm-2 egyiittes
megjelenése rontja a beteg gyogyulasi esélyét (47).

mdm-2: Az mdm-2 gén amplifikécidja, ritkdbban, mint az elébb felsoroltak, de

kimutathaté hélyagtumorban (48).

2.2.6.2. Tumor szupresszor gének

p53: A p53 koOzponti szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozdsaban, valamint az
apoptdzis folyamataban. Ezen fehérje elvaltozasai a legaltaldnosabb genetikai elvaltozasok a
huméan tumorokban (49). A mutans fehérjének megnyulik a féléletideje, valamint
akkumulalédik a sejtmagban. A kiilonb6z6 tanulmanyok 1-20 % kozé teszik a pS3 negativ
holyagtumorokat (50). A legtobb vizsgalat a p53 génnel tortént a holyagdaganat molekularis
prognosztikai faktorainak elemzése sordn és mutacidja kivétel nélkiil a rosszabb prognodzis

felé mozditja el az eredményeket (51).

Rb: Cordon-Cardo és munkatarsai az atlagos tulélést magasabbnak talaltdk a stage-t6l
fiiggetlentil pRb-normadlis tumort betegekben, egy 38 betegbdl all6 csoportban, mint csdkkent
pRb tumorok esetében (34). Jelenleg angol kutatok a Rb gén inaktivalasaval kisérleteznek,

mely sejtvonalakon a holyagrak gyogyulasat okozta (52).
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2.2.6.3. Sejtciklus szabdlyozok

p21: Stein és munkatarsai tanulmdnya szerint, melyben 242 beteg vett részt, a
cystectomizalt betegeken a p21 és p53 fiiggetlen prediktora volt a tulélésnek, illetve a tumor
kitjulasanak (53). 96 nem izominaziv urothelialis karcinomaban szenvedd személy analizise
folytan kimutattdk, hogy a p21 expresszidjanak hianya 6sszefiiggésben allt a csékkent atlagos

tuléléssel, de nem valtozott a betegségmentes talélés (54).

Ki-67: Tobb tanulmany is fliggetlen prognosztikai markernek tekinti a Ki-67-et
hagyholyagrakban. Egy, 159 Ta vagy T1 stddiumt holyagrdkos beteget vizsgald
munkacsoport szerint, a magas Ki-67 index (>=18%) szignifikdnsan 0Osszefliggott a
progresszio- és kitjulas-mentes tuléléssel és fiiggetlen prognosztikai faktorok voltak egy

multivariabilis analizisben (55).

2.2.6.4. Extracellularis Matrix, adhézios molekulak, sejtfelszini markerek és kapcsolodo

fehérjék

E-Cadherin: Az E-cadherin a cadherinek csaladjaba tartozd6 Ca2-+-dependens
sejtadhézios molekula. Az epithelidlis sejtek felszinén expresszalodva, homoldg, zipp-zar
szerlien kapcsolodva alkotja a zonula adherensnek nevezett sejtkapcsold strukturat. A
molekula intracelluldrisan a sejtek aktin filamentumaihoz rogzitett egy tobb komponensbdl
allo fehérjekomplexum révén. Csokkent E-Cadherin expresszio altalanosan korreladl az
izominvazioval és tdvoli metasztazisok megjelenésével, Ggymint alacsonyabb
differencidltsagti €s magasabb stadiumi tumor megjelenésével (56,57). Az E-cadherin
expressziot Osszefiiggésbe hoztak a taléléssel ¢€s a kijulas nélkiili taléléssel is (56,59). A
kiilonb6zé munkacsoportok mas-mas eredményre jutottak az E-Cadnerin holyagtumor

carcinogenezisében elfoglalt szerepe kapcsan. (60-63)

CD44: Egy széleskortien expresszalt sejtfelszini adhézidos molekula, mely részt vesz
mind a sejt-sejt, mind a sejt-matrix interakcidokban. A kiilonb6zé exonok eltérd mértékben
fejez8dnek ki a kiilonbozd szovetekben. A standard CD44 kozeli Osszefiiggésbe hozhatd a

tumorprogresszioval (64). Golshani ¢és munkatarsai a CD44 szerepét bizonyitottdk a

crer
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2.2.7. Sejtkapcsolo strukturak

A ham alapvetd funkcigja a kiillonboz0 kompartmentek elvalasztisa, valamint az
anyagcsere-folyamatok szabalyozédsa. A Tight Junction (TJ) szabalyozza mind az ionok ¢és
molekuldk, mind a fehérjék ¢€s lipidek transzportjat a plazmamembran apikalis €s bazolateralis
része kozott. A TJ-ban mind kortikalis, mind transzmembran proteinek is megtalalhatoak,
el6z6k kozott PDZ domének, tumor szupresszorok, transzkripcids faktorok és a vezikularis
transzportban résztvevok taldlhatdak. A transzmembran proteinek koziil fontosak az
occludinok ¢és claudinok, melyek képesek polimerizaciora, valamint a szomszédos sejten 1évo
komplementer fehérjével is kotddni. Ezen felismerések hozzdjarultak ahhoz a mar kordbbi
elképzeléshez, hogy a TJ-ok dinamikus strukturdk, melyek a kiilonb6z6 szévetek morfoldgiai
¢s permeabilitasi sajatossagait szabalyozzak.

A TJ-0k egy sor fuzids pontnak tlinnek két sejt sejtmembranjai kozott ultra-vékony
metszetekben, ahol a sejtkozotti tér teljességgel eltlint. Fagyasztott metszeteken a
protoplazmas felszinen egy folyamatos, anasztomizalé halozat képét mutatja, az
exoplazmatikus oldalon komplemens behuzodasokkal (66). Az elmult években mind a
kortikélis, mind a transzmembran proteinek elhelyezkedésérdl sok ismeretet szereztiink.
Tobb, mint 16 fehérjét identifikaltak. Néhany az integrans fehérjéket koti 6ssze az aktinnal,
mig masok a transzmembran €s junkcios proteineket kapcsolja dssze, mig masok a vezikularis
transzportban, vagy a jelatvitelben vesznek részt. Egyes fehérjéknek akar a génexpresszidban,
a magi transzportban, illetve a transzkripcios faktorok megkotésében is lehet szerepe.

Harom integrans fehérjét talaltak: a claudint, occludint és a JAM-et (junkcionalis
addhézios molekulat). Az elsé kettd a TJ gerincét adja, mig a JAM a limfocitak, neutrofilek és

dentritikus sejtek kapcsolodasat teszi lehet6ve.

2.2.7.1. A TJ transzmembran fehérjéi

A TJ transzmembréan fehérjéire jellemzod, hogy két extracellularis doménjiik €s négy
transzmembran szakaszuk van, valamint mind az amino, mind a karboxilvég a citoplazmdban

talalhato.
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2.2.7.1.1.0ccludin

Az elnevezés a latin occludere szobol szdrmazik, melynek jelentése elzar, eltomit (67).
Két bizonyiték is rendelkezésre all arrdl, hogy az occludinok a TJ alkotéelemei: 1: amikor az
occludinokat egy TJ mentes sejtbe helyezziik, akkor TJ-szerii filamentumokat alkotnak (68).
2: immunfestéssel kimutathaté az occludinok jelenléte a TJ-ben (69).

Hamsejtekben a mutans occludinexpresszid nagyban befolydsolja a TJ funkcidit
(70,71). Hamsejtekben erdsen foszforilalt occludin molekuldk a TJ-ben talalhatok, mig
kevésbé vagy nem foszforilaltak a citoplazmaban helyezkednek el (72,73,74). DeMaio ¢s
munkatarsai megfigyelése, hogy endothel sejtekben a stressz csokkenti az occludin tartalmat,
¢s fokozza annak tirozin foszforilalasat (75). Elképzelhetd, hogy a foszforilacid kiilonbozd
biologiai rendszerekben eltéré funkcioval rendelkezik. A karboxilvég utols6 150 aminosav
molekulaja kozvetlen az F-aktinhoz kotédik (76), valamint kétddik a MAGUK (membran
asszocialt guanilat kinaz homolog) fehérjékhez: a ZO-1-hez (zonula occludens) (77), ZO-2-
hoz (76,78) és a ZO-3-hoz (79). Ez az utols6 150 aminosav igen konzervativ, valamint tipikus
a-hélix szerkezettel rendelkezik (80). Az occludin e része kapcsolatba 1ép reguldlo

fehérjékkel, nem receptor tirozin-kindzokkal és a connexinnel, mely a gap-junction része (81).

2.2.7.1.2. Claudin

Az elnevezés a claudere szObol szarmazik, melynek jelentése zarni. A
fehérjecsalddnak ma mar tobb mint 24 tagja van (82). Ezekre jellemzd, hogy 20-27 kDa
méretll fehérjék, 4 transzmembran doménnel, €és két extracellularis hurokkal, melybdl az elsé
szignifikdnsan nagyobb, valamint egy intracellularis karboxil véggel rendelkeznek. A
claudinok utolsé aminosavai is igen konzervativ szekvencidk a csalddon beliil és tartalmazzak
a PDZ-ko6t6 motivumot. Ezeken keresztiil kotddnek a ZO-1-hez, a ZO-2-hoz és a ZO-3-hoz
(78), a PATJ-hoz ¢és MUPP1-hez. (83) Ha kiilonb6z6 claudinokat {iltetiink L fibroblasztokba,
akkor fagyasztott metszeten eldtlinnek az intramembran filamentumok. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a claudinok képezik a TJ gerincét (86). Heterogén claudinok képesek
ugyanazon TJ szalon beliil kapcsolddni. A sejtkdzotti allomanyban 1évé hurkok alkalmasak
arra, hogy a szomszédos sejt claudinjaival kapcsolatot 1étesitsenek, mely alol csak néhany

kombinacio kivétel.
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4. Tablazat: A kiilonb6z6 claudinok néhany jellemzdje

Claudin Jellemzd
Jelen van a magas rezisztenciaji hamszovetben (gylijté szegmentum) és
hianyzik az alacsony rezisztenciaji hambodl (proximadlis tubulus) (85). Dontd
: jelentdségli az emld epidermidlis barrierében (86). A legtobb human mellrak
vonalbdl hianyzik (87).
Megtaladlhatd a magas ateresztOképességli hamban (proximalis tubulus) és
2 hianyzik az alacsony ateresztOképességli hambol (gytijtdcsatorna) (85).
Megtalalhato a plexus choroideus epitheliuméban (88).
Jelen van a nefron szorosabb szegmentumaiban (89), expresszidja emelkedett
3 a ventralis prosztatdban, valamint a prosztata adenokarcindmajaban (90),
képes CPE-t (Clostridium perfringens enterotoxin) kotni (91).
Expresszidja csokkenti a paracellularis vezetoképességet a natrium ateresztés
A szelektiv csokkentésével (77). Jelen van a nefron szorosabb részeiben (89),
overexpresszalt a hasnyadlmirigy ¢€s gasztrointesztinalis tumoroknal. A
szelektiv CPE kotése adta alternativ nevét: CPE-R (91).
Alternativ neve a TMVCF, mert sokszor deletalt a Velo cardio facial
5 szindromaban. Az endothelsejtekben alkotoeleme TJ-nek (92). Atmenetileg
expresszalodik a retina pigmenthdmjanak fejlédésekor (93).
Jelen van az embriondlis epitheliumban (94). Transzgenetikus egerekben a
¢ tulexpresszidja defektes epidermalis ateresztOképességet eredményez (95).
7 Alulregulalt a fej és nyak squamozus sejtes karcinomaiban (96).
8 Jelen van a nefron szorosabb szegmentumaiban (89).
" OSP néven is ismert, jelen van az oligodendrocitdkban és a Sertoli sejtekben
(92).
A Corti-szerv érzékhamsejtjeiben talalhatd, muticidja autoszomalis recessziv
14 stiketséget okoz (97).
15 Endothelsejtekben talalhaté (89).
Paracellin-1 néven is ismert. Kritikus a magnézium és kélcium reszorpcid
o szempontjabol a Henle-kacs vastag szegmentumaban (98,99).
8 A T/EBP/NKX2.1 homeodomén transzkripcios faktor downstream célgénje.
A tiidében és a gyomorban expresszalodik (100).
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Gonzalez-Mariscal L, Betanzos A, Nava P, Jaramillo BE. (2003) Tight junction proteins.
Prog Biophys Mol Biol, 81(1):1-44. (101)

A claudinok kiilonb6z6 szovetekben eltérd aranyban oszlanak meg, aldtdmasztva
ezzel azt a gondolatot, hogy Ok a felelosek a kiilonb6zd elektromos rezisztenciaért €s a
paracelluléris ionos valtozékonysagért az endothel- és epithelsejtekben (2.tablazat). A fejlodés

soran a kiilonb6zo claudinok expresszidja finoman hangolt.

2.2.7.1.2.1. A claudinok szerepe a tumorgenezisben

A tumor tipusatol fiiggden a claudinok expresszidja lehet emelkedett vagy csokkent a
kiilonboz6 kiindulasu malignomakban.

A TJ struktaraja gyakran médosul huméan tumorokban, ahol elvesztése parosulhat
progresszioval, foleg a sejt-sejt kozotti kapcsolat elvesztése esetén, valamint a
sejtdifferencidcioban. Tobb tanulméany is kimutatta, hogy a claudinok downregulaltak
kiilonbodzo tumortipusban (102,103,104).

A TJ asszocidlt fehérjék, foként claudinok csokkent termelédése a tumorokban
Osszecseng azzal a hipotézissel, miszerint a tumorgenezis Osszefiigg a TJ-0k
atstrukturalddasaval, fellazulasaval, és a sejt-sejt adhézio elvesztésével. E folyamat szerepet
jatszhat a differenciacio elvesztésében, valamint a kontrollalatlan proliferacidoban.

Ezzel ellentétben tobb tanulmany is kimutatta a claudinok szintjének emelkedését a
tumorgenezisben. A claudin overexpresszid6 a tumorgenezis korai torténésének tiinik,
megtalalhatd példaul a nyeldécsé adenokarcindma prekurzor 1ézidiban a claudin-3, -4 és -7

fokozott kifejezédése (105).

2.2.7.1.2.2. Claudinok a kiilonbozé daganatokban

A claudin-1 expresszid csokkent mellrakban, ahol felvetddott tumorszupresszor
szerepe is (106,107). Szintén tumorszupresszor hatasat feltételezik vastagbél karcindmaban,
ahol a kigjulassal és a tulélés csokkenésével is Osszefiiggést mutatott a csokkent expressziod
(108). Oliveira ¢és munkatarsai kutatdsuk soran colorectalis carcinomaban (109,110),

pajzsmirigy rakban — az invaziv format kivéve — (111) valamint hasnyalmirigy-karcindémaban
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emelkedett szintjét mutattdk ki (112). Csokkent claudin-1 expressziot taldltak még a
glioblastoma ¢s a Barett oesophagus esetében is. A claudin-6 és -7 csokkent szintet mutat az
invaziv mellrdkban, ahol korreldl a hisztologia grade-del és a metasztazisok megjelenésével,
valamint a squamodzus fej-nyak tumorokban (109). A glioblastoma multiforméban a claudin-3
szintje csokkent a kis erekben. A claudin-3 és -4 (Clostridium perfringens enterotoxin
receptor) szintje emelkedett mell-, petefészek-, hasnyalmirigy- gyomor-, ¢és diilmirigy
tumorokban (109,113-116). Michl és munkatdrsai demonstracidja szerint a claudin-4
overexpresszidja a hasnyalmirigy SUIT-2 sejtjeiben csokkent invazivitast és csokkent
metasztatizalo képességet eredményez (117). Sata és munkatarsai kimutattak, hogy claudin-4
mRNS, illetve a fehérje is emelkedett az invaziv kolloidalis és tubuldris hasnyalmirigy
karcindmaban az adenomahoz vagy a CIS-hoz képest (91). A claudin-7 szinte kimutathatatlan
volt normal sejteken, viszont mind primer, mind metasztatikus melldaganatokban (118) és a
hepatocellularis karcinogenezisben is emelkedett szintet talaltak (119). A normal cervikalis
hamban sem a claudin-1, sem a claudin-7 szintje nem detektalhat6, azonban a low-grade
metaplaziatdl az invaziv karcindmaig szintjiik a membranban folyamatosan né (120).

A kontakt gatlas elvesztése, - amely a szigndl-transzdukcioban fontos szerepet jatszik
mind a korai (sejtpolaritds elvesztése, novekedési kontroll csokkenése), mind a késdi (invazio
¢s metasztazisképz6dés) tumorprogresszidban, - fontos szerepet tolt be. A TJ centralis
szerepet jatszik a sejtkozotti jelatvitelben, a proliferacié reguldlasaban, a differenciacioban és

a polarizacidban (121).

2.2.7.1.3. Tetraspanin

E proteinek elsd extracellularis hurka sokkal kisebb, mint a masodik, valamint
karakterisztikusan jelen van a hosszl hurokban a CCG valamint a PXXCC motivum ¢és a kettd

vagy négy cisztein maradvany.

2.2.8. Hugyhdlyagrakok diagnosztikdja

2.2.8.1. Tiinettan

A holyagdaganatot felvetd leggyakoribb tlinet a mikroszképos vagy makroszkopos
vérvizelés, mely az esetek 90 %-aban észlelhetd. Ezt néma vérvizelésnek is szoktak nevezni,

mivel egyéb panasz éltaldban nem tarsul hozza, és gyakran magéatdl megsziinik. A vérvizelés
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spontan megsziinése sokszor az orvost, illetve magat a beteget is meglepi, és egyben egy
diagnosztikus csapdat képez, azt a latszatot keltve, hogy a beteg meggyogyult. Egyéb okok
miatt is kialakulhat vérvizelés, tobbek kozott huigyuati gyulladas, kdbetegség, alvadas gatlok
tuladagolasa, vesebetegség miatt és ezek feltételezése tévutra viheti a diagnézist. Ezért
minden vérvizelést urologiai rosszindulati daganat tiineteként kell kezelni addig, mig
részletes vizsgalatok soran a malignitds nem zarhato ki. Ritkdbban jelentkezd tiinetek a
nehézvizelés, az anuria, melyet az ureterek elzdréddsa okozhat, a gyakori vizelés, melyet a
csokkent holyagkapacitas és irritdcid, az aszimmetrikus also végtag 6déma a nyirokutak
érintettsége miatt, illetve a terapia rezisztens hugyuti infekcid. Eléfordul, hogy altalanos
daganatos jelek, fogyas, anémia miatt kezdddnek a vizsgalatok. Napjainkban szerencsére mar
ritkan keriil felismerésre olyan késdi stadiumban, hogy az attétek okozta tiinetek uraljdk a

klinikai képet. Ilyen lehet a nehézlégzés, a csont- és deréktdji fajdalom (3,12,14).

2.2.8.2. Diagnosztikus modszerek

2.2.8.2.1. Alapvizsgalatok

A részletes anamnézis-felvétel utan a hugyholyagrak diagnosztikdjanak elsd Iépése a
vizeletvizsgéalat, mellyel kimutathatdé a vizelet vordsvértesttartalma, azaz jelen van-e
mikrohaematuria, esetleg fenn all-e szignifikéans bakteruria, van-e hugyuti gyulladas.

Amennyiben a hugyholyagdaganat lehetdsége felmeriil, telt holyag mellett végzett
kismedence ¢s hasi ultrahangos vizsgalat a kovetkezd 1€pés, mely sordn lathatd lehet az
intravesicalis terime, esetleges kovetkezményes veseiiregrendszeri tdgulat. Az ultrahangos
vizsgalat érzékenysége nagyban fligg a vizsgald tapasztalatatol és a késziilék mindségétol.
Kisméretli vagy hatsé falon elhelyezkedd daganat felismerése nem konnyti feladat. Tovabbi
érzékenyebb radiologiai vizsgalat, CT, PET-CT, MRI nem indokolt, mert nem tudta kivaltani
az invaziv vizsgalatnak szdmitd, de a daganat detektdldsa szempontjabol elkeriilhetetlen
cystoscopiat. Jelenleg ugyanez igaz a virtualis cystoscopidra, amely egy professzionalis
szoftverrel készitett, hAromdimenzios, rekonstrukcios spirdl-CT vizsgalat (122).

A diagnosztikus skaldba épiil be a vizelet citologiai vizsgéalata. Ennek, a nagyban
vizsgalofiiggd technikdnak elénye noninvazivitdsa, de nagy hatrdnya a bizonytalan
szenzitivitasa, mely foként alacsony fokozatu (jol differencialt) daganatoknal figyelheté meg.

Végleges, biztos diagnozis csak a daganat transurethralis eltavolitasa, illetve méretétol

fliggden biopszia utan végzett hisztologiai vizsgéalat soran adhat6. Az Gjonnan diagnosztizalt
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holyagkarcinomak az esetek 70-80 %-ban nem-izominvazivak ¢és teljes egészében
reszekalhatoak transurethralis miitét soran. A daganatok 30-85 %-a mégis recidivalni, mig a
tumorok 10-20 %-a progrediadlni fog, a stadiumat vagy a differencialtsagat illetéen, ezért a
beteg kdvetése nagyon lényeges kérdés (4).

A rendszeres, harom havonkénti kontroll vizsgalatoknak is része a holyagtiikrozes
(17,18,124).

A cystoscopia a beteg szamara igen kellemetlen és gyakran fajdalmas eszk6zos
beavatkozas. A vizsgalatot merev vagy flexibilis miiszerrel lehet végezni, a leggyakrabban
helyi érzéstelenitésben, ritkdn van sziikség regionalis vagy altalanos anesztéziara. A vizsgalat
invazivitasa miatt lenne sikeres a holyagtiikr6zés kivaltasa azonos szenzitivitasi vagy
érzékenyebb modszerrel.

A betegek kisebb részében a tumor izominvazivva progredial, igy 1ényeges a hosszi
tava kovetés, melynek két alapvetdé modszere az invaziv cystoscopia és a noninvaziv,
vizeletbdl torténd vizsgalat, a vizeletcitologia. A citologia hatranya, hogy nem kell6képpen
érzékeny a jol differencialt malignus tumorok diagnosztikdjaban (125,126) és eredménye
nagyban fiigg a citopatologus jartassagatol (84,127,128).

Régi torekvés, hogy megfeleld érzékeny tumor markerrel vagy a vizeletcitologia
szenzitivitasanak, specificitdsanak novelésével olyan jol reprodukalhatd —moddszert
dolgozzanak ki, mely a cystoscopiat kivalthatja, ugyanis a hugyuti daganatok kimutatasara
alkalmazott vizeletcitologia - kiilondsen a korai stddiumi 1€ziok esetében - sokszor nem
bizonyul elegendd érzékenységlinek, emellett nagyfoku specidlis képzettséget igényel a
vizsgald részérdl. Ezért valt indokolttd, hogy a morfologiai kritériumok mellett a sejtek
orokité-anyagaban fellépd elvaltozasok kimutatdsa is az urologiai tumor-diagnosztika részévé
valjon (129,130,131).

Az urothelbdl kiinduldé rosszindulati daganatokra jellemzd genetikai elvaltozasok
koziil a leggyakoribb a 9-es kromoszdma részleges vagy teljes elvesztése, amely mar a tumor-
képzddés korai stadiumaban is megfigyelhetd. Kiilon kiemelendd a 9p21es lokuszon talalhatd
pl6 (CDKN2A) tumorszupresszor gén, mely gyakran mar korai stddiumban inaktivalodik a
hagytti tumorokban. A daganatprogressziod tovabbi szakaszaiban fokozddd kromoszomalis
instabilitas és aneuploidia 1ép fel a tumor-sejtekben, mely leginkabb az 1, 3, 7, 9, 11, 17-as
kromoszomakat érinti (132).

A kromoszoémak jellemzd szdmbeli és/vagy struktiralis rendellenességeiknek
magukban a sejtekben torténd kimutatisara legalkalmasabb moddszer az interfazisos

fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH), ami egy specialis fluoreszcens mikroszkopos
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vizsgalat. Napjainkban a vizsgalat még nem tartozik a rutin alapvizsgalatok kozé, de
didaktikus szempontbo6l ebben a fejezetben ismertetjiik. Az eljaras soran fluoreszcensen leolt
nukleotid szakaszokat (probédkat) juttatnak be a sejtmagba, ahol az adott proba a celluldris
centromér probak alkalmasak az adott kromoszoma sejtenkénti szamanak detektalasara, mig a
l6kusz-specifikus probak egy adott régid meglétérdl, illetve hidnyarol tajékoztatnak.

Mivel a biztos diagnozis érdekében parhuzamosan tobb kromoszéma eltéréseit kell
vizsgalni, ezért a legjobb, ha egyetlen hibridizalds sordn tobbfajta probat lehet bejuttatni a
sejtekbe, ami viszont e probak reakcios feltételeinek nagyfokt 6sszehangolasat igényli. Ennek
beallitasa a rutin laboratériumok lehetdségeit altaldban meghaladja. Ezért fejlesztette ki a
Vysis cég az UroVysion Bladder Cancer Recurrance Kit-et, amely jelenleg az egyetlen,
diagnosztikus vizsgalatként elfogadott FISH modszer az urothelidlis rakok detektalasara.
Ebben a 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak peri-centromérikus régioit, tovabba a 9p21-es
lokuszt detektald probak keveréke talalhaté meg (133).

A holyagrak kimutatdsara teljesen megbizhatd, a rutin diagnosztikdban elterjedt
noninvaziv vizsgélat jelenleg még nincs, azonban az FDA 4ltal két engedélyezett modszer az
Urovysion és a NMP22 (nuklear matrix protein) kimutatds mar kereskedelmi forgalomban
van.

A holyagrak diagnosztika fejlesztésének masik iranyvonala a cystoscopia
eredményességének novelése. Endoszkoéposan nehezen, vagy egyaltalan nem felismerhetd
elvaltozas a carcinoma in situ (pTis), mely amennyiben lathato, leginkabb piros, barsonyos
folt formajaban észlelhetd. Az in situ carcinoma endoszképos diagnosztikajaban alkalmazhato
egy specialis eljaras, a fotodinamids vizsgalat. Ennek Iényege, hogy az eljaras eldtt két draval
5-aminolevulinsavat (ALA) fecskendeznek a hdlyagba, mely a tumorsejtek felszinéhez
kotddik. Ezutdn specialis fényforrassal (D-light), illetve sziir6vel rendelkezd eszkozzel
hatolnak a holyagba. Az in situ carcinomads teriiletek - melyek normal tiikrozés soran a
kornyezetiiktdl nem kiilonithetéek el - ezuttal vords szinliek lesznek, szemben a kérnyezd ép
nyalkahartyaval, amely kékeslila. A vizsgalat kitlinden alkalmazhato a daganat
diagnosztikdjdban ¢és a transurethralis mitét soran, a reszekcid Kkiterjesztésének
meghatdrozasahoz. Hazankban Kovacs ¢és munkatarsai szdmoltak be a moddszer elso
alkalmazasarol és specificitdsat 100 %-osnak, szenzitivitasat 65,2 %-osnak talaltak (134).

Annak ellenére, hogy az urologusok tobbsége ezt a beavatkozést tartja a legjobb
modszernek a holyagrak diagnozisanak feldllitdsara, illetve kovetésre a sebészeti kezelést és a

terapiat kovetden, elterjedésének gatat szab a magas koltsége (135). Napjainkban a modszer
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tamogatoinak kozleményei alapjan a fotodinamias diagnosztika az évek alatt megtériil, mert a
recidivak szama csokkenthetd, igy a miutétek, a koérhazi tartozkodas €s a gydgyszerezés
koltségei a hagyomanyos fehér fénnyel vald diagnosztikai és terapids csoporthoz képest

lényegesen alacsonyabbak (136,137).

2.2.8.2.2. Tumor markerek

Tumor markereknek tekintiink minden olyan test azonos anyagot, amelynek
fejlodését, valtozasat. Idealis az a tumor marker, amely kizarolag egy szerv daganatdra
specifikus, a mintavétel a beteget nem veszélyezteti, olcsd, gyors, reprodukéalhat6. Fontos
szempont, hogy érzékenysége révén koran jelezze a rosszindulatii folyamatot és ne legyen
hamis pozitiv eredmény. Lehetdleg értéke a tumor stddiumdaval, nagysagédval, a betegség
progressziojaval vagy regresszidjaval korrelaljon. Jelenleg nincs olyan tumormarker, amely e
kovetelményeknek mindenben megfelelni képes.

Az uroldgiai daganatok koziil csak a prosztatardk markere, a prosztata specifikus
antigén, valamint a heredaganatos betegek AFP, B-HCG, NSE koncentracido vizsgalata
alkalmazott rutinszertien a klinikai gyakorlatban.

Az elmult harom évtizedben szdmos kutatd vizsgalta a kiilonb6z0 tumormarkerek
jelentéségét holyagdaganatos betegekben. A vizsgalatok kiterjedtek a vizeletben 1€vo, illetve
a szérumban megjelend fehérjék, polipeptidek, glikoproteinek kimutatdsara. Az 0 évezredben
a vizsgalatok célpontjai a remélt szenzitivitas és specificitas novelése érdekében a molekularis
diagnosztika irdnyaba terelédtek. Ennek ellenére megbizhaté tumormarker jelenleg sem all
rendelkezésre. Napjainkban leggyakrabban a Bard-tesztet és a két FDA altal is engedélyezett
vizsgalatot, az NMP22-t (nuclear matrix protein) és az Urovisyon-t alkalmazzak (17,18).

A holyagrak tumor markereit dsszefoglald legnagyobb volumenii dolgozat van Rhijn
¢s munkatarsaitol szarmazik, mely soran 64 cikk alapjan, 18 vizeletbdl kimutathaté marker
eredményeinek meta-analizisét készitették el (138). Ezek szerint a legmagasabb szenzitivitast
a cytokeratin-20 (85 %), a cyfra 21-1 (85 %) és a mikroszatellita (82 %) vizsgdlat mutatta. A
specificitast a vizelet citologia (94 %), a BTA (92 %) és a mikroszatellita (89 %) értékelése

utan talaltak a legmagasabbnak (3. tablazat).
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5. tablazat. Vizelet tumor markerek (64 cikk meta-analizise alapjan)

Marker Betegszam Szenzitivitas [Betegszam  [Specificitas
BT Astat 1377 58% 2084 73%
BTAtrakt 360 71% 195 66%
NMP22 838 71% 1203 73%
FDP 168 54% 173 61%
Immunocyst 276 67% 683 75%
Citometria 364 60% 89 82%
Quanticyt 129 58% 227 76%
Hb-dipstick 117 40% 113 87%
LewisX 95 75% 215 85%
FISH 165 79% 147 70%
Telomeraz 146 39% - Na
Mikroszatellita 108 82% 153 89%
Cyfra21-1 156 85% 323 82%
UBC 267 60% 480 87%
Cytokeratin2( 117 85% 61 76%
BTA 436 48% 216 92%
TPS 179 65% 246 83%
Citologia 2213 35% 3322 94%

van Rhijn BW, van der Poel HG, van der Kwast TH. Urine markers for bladder cancer
surveillance: a systematic review. Eur Urol. 2005 Jun;47(6):736-48. (138)

A hazai irodalomban a Bard BTA-teszt (Bladder Tumor Antigén) multicentrikus
vizsgalat keretében vald tanulmanyozdsarol szdmolnak be Kottdsz és munkatdrsai. A 7

centrumban elvégzett 101 vizsgalat 77 %-os szenzitivitdsi eredményt hozott (139).
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Messing és munkatarsai az arany standardnak szamit6 citologia vizsgalatot értékelték
¢s hasonlitottdk Ossze a kevésbé szubjektiv, molekuldris patologiai fegyvertart felhasznalo
Immunocyst (FISH) citologiai vizsgalattal. A szenzitivitast a citoldgia soran 23 %-nak, az
Immunocyst vizsgalattal 81 %-nak talaltdk. A vizelet citologia specificitasat 93%-nak, a
Immunocyst specificitasat 75 %-nak értékelték (140).

Ertékes munkéval sikeriilt a citologiai vizsgalat szenzitivitasanak novelését elérniiik
Pytel és munkatarsainak. A fotodindmias alapokat felhasznalo, levulinsavval érzékenyitett
citologiai vizsgalatot végeztek fluorescens mikroszkoppal. Kozvetleniil a transurethralis
reszekecid elott 46 betegnél végezték el a fotodinamids citologiai vizsgalatot €s késobb 42
esetben szovettanilag igazolt holyagrak koziil 41 esetben (98 %) tudtdk kimutatni a daganatot
(141).

Tobb, jelenleg futd vizsgéalatban a matrix metalloproteinazokat (MMP), illetve ezek
inhibitorait (TIMP-tissue inhibitor of matrix metalloproteinase) probaljak meg
tumormarkerként felhaszndlni. Az elv azon alapul, hogy a daganatos folyamat
progressziojakor a bazalis membran lebomlasaban szerepet jatszo legfontosabb fehérjék az
MMP-k ¢és ezek inhibitorai. Invaziv rdk esetén ardnyuk megbomlik, a kotdszovet
homeosztazisa a lebontd folyamatok irdnyaba tolodik. Egy randomizalt németorszagi
vizsgalat soran a szerzOok szignifikdnsan magasabb MMP2 szintet és alacsonyabb TIMPI,
TIMP2, és MTC-1 (MMP1-TIMP1 komplex) szérumszintet mértek a holyagrakos paciensek
korében, mint a kontrollcsoportban. A mar tavoli attétet adott holyagtumorral rendelkezdk
vérében minden vizsgalt MMP tipus, a TIMP1 és az MTC-1 szintje magasabb volt a szervre
lokalizalt daganatok hasonld értékeihez képest. Az egyetlen kivétel a TIMP2 volt, ami nem
volt magasabb (142,143).

A tumormarkerek f6 klinikai értéke nem csak az elsd diagnézis feléllitasaban van,
hiszen sok dalpozitiv vagy dalnegativ eset fordulhat el6. A betegek nyomon kdvetésénél,
recidivak minél korabbi felfedezésénél, a terapia sikerének felmérésénél nagy elonyt
jelenthetnek, mivel egyszerlien elvégezhetd, minimalisan invaziv vizsgalati modszernek
szamitanak (142-145).

Holyagdaganat esetén a tumor markerek egy tovabbi érdekes hasznositasarol
szamoltak be olasz szerzok. Transurethralis hélyagtumor reszekcio utan vizsgaltak a vizelet
szenzitivitasat 92,9 %-nak, specificitasat 83 %-nak talaltak (144).

Munkacsoportunk diagnosztikai vizsgéalatait az alabbi fejezetekben részletesen

targyaljuk. A harom vizsgalat koziil a fluoreszcens in situ hibridizaciés modszer (FISH) és a
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mikroszatellita vizsgalatok tudomanyos hatterét mar ismertettiik a 4. és a 7.2.1. fejezetekben.
Az idérendben elsdként inditott szoveti polipeptid antigén vizsgalat (TPA= tissue polypeptid
antigén) egy 180.000 Dalton molekulatomegili polipeptid kimutatdsan alapszik, melyet 1957-
ben tumorsejt sejtmembranjabol izolaltak. Ezt a tumorhoz tarsult antigént kiilonb6zd
daganatos betegekben talaltdk emelkedettnek. A TPA az emberi raksejtek membranjaban
termelddik és aktivan kivalasztodik a testfolyadékokba. Univerzalis tumor-asszocialt
antigénnek tekinthetd, mivel a daganat lokalizaciotol fliggetleniil emelkedett értéket mutat
(145). Mammakarcinomasok szérumdban Liithgens és Schlegel (146), hélyagtumorban
elészor Kumar és munkatarsai mértek TPA koncentraciot, de ezek viszonyat a stddiumokhoz

nem vizsgaltak (147).

2.2.8.2.3. Kiegészito vizsgalatok

Magas kockazati, nem-izominvaziv vagy izominvaziv hdolyagrak esetén az esetleges,
holyagon kiviili terjedés vagy tavoli attétek keresése miatt kiegészitd vizsgalatokat sziikséges
végezni. A kontrasztanyagos CT vagy MR megmutatja, ha a daganat athatolt a holyagfalon,
nyirokcsomd-megnagyobbodast, majattétet okozott, vagy raterjedt a szomszédos szervekre,
méhre, hiivelyre, prosztatara, ondoholyagra, végbélre vagy a has- illetve a kismedence falara.

A tiidoattétek kimutatasara mellkasrontgen-felvételt készitiink, de kétes esetben tiido
CT vizsgalat javasolt. A csontattét gyantjat a vérben a csont lebomlasi markerek szintjének
emelkedése alatamasztja, bizonyitdsara csontszcintigrafidt végziink. Bizonyos esetekben
szlikség lehet célzott rtg, vagy CT vizsgalatra.

A diagnosztikaban hasznalatos modszer még az intravénas urografia is, mely azonban
nem elsddleges vizsgalat. Jelentdsége akkor lehet, ha felmeriil a gyanu, hogy a hugyholyagrak
fels6 hugyuti iiregrendszeri daganattal tarsul. Ilyen esetben célszerli vizsgalat a

kontrasztanyagos CT, mely joval informacio-gazdagabb képet nyujt (3,12,148).
3. Célkitiizések

A holyagrakkal foglalkozé munkacsoportunk vizsgalatait két alapvetd cél irdnyaba
épitettiik fel. Egyik volt a holyagdaganat korai diagnosztikaja €s az erre bevethetd modszerek,

tumor marker és genetikai vizsgéalatok klinikumban valé alkalmazasa, az eredmények

Osszehasonlitdsa a nemzetkozi vizsgalatokéval.

33



Munkacsoportunk masik célkitlizése a holyagdaganat prognosztika iranyvonala.
Feladatunk volt ujabb ismeretek és Osszefiiggések feltérképezése a holyagrakok finom szdveti
struktlrdja és a betegek tulélése, illetve a betegség recidivaja kozott.

A két alapvetden kiilonbozd vizsgalati csoport miatt a tovabbiakban mind a
modszerek, mind az eredmények soran kiilon rendszerezve ismertetjiik a ,klinikai

diagnosztikai” és a ,,prognosztikai vizsgalatokat”.

1. Szoveti polipeptid antigén koncentracio vizsgalata holyagdaganatos betegekben

Célunk volt vizsgalni a szérum szoveti polipeptid antigén koncentraciot kiillonbozé
stadiumu ¢€s szoveti differencidltsagi holyagrakos betegben és egészségesekben, valamint
nem rosszindulati uroldgiai megbetegedésben szenveddknél. Arra a kérdésre kivantunk
valaszt kapni, hogy a szérum szdveti polipeptid antigén hasznalhat6-e tumor markerként,

illetve a szérum koncentracidja jelzi-e a betegség izominvazivva valasat.

2. Holyagrak kimutatdsa vizeletbdl, fluoreszcens in situ hibridizacios modszerrel
Vizsgalatokat végeztiink a holyagrak kimutatdsara kifejlesztett, fluoreszcens in situ

hibridizaciés modszerrel. Célunk volt az 0j technikaval elérhetd specificitds és szenzitivitas

értékelése, tovabba a vizsgalat metodikajanak finomitasa a jobb eredmény elérése érdekében,

¢s annak megallapitasa, hogy a FISH technikaval kivalthat6-e az invaziv cystoscopia.

3. Mikroszatellita vizsgalatok holyagrakos betegeken

Célunk volt a mikroszatellitak vizeletbdl valé kimutatdsaval igazolni a holyagrak
diagnozisat. A vizsgalat érzékenységét €s specificitasat noveld modszer, vizsgalati metodus
kidolgozasat terveztiik. Tovabbi vizsgalatokat végeztliink annak bizonyitdsara, hogy a vizelet
feliiliszo felhasznalasaval jobb eredmény érhetd el, mint a vizelet iiledékkel. Vizsgaltuk
tovabba, hogy a mikroszatellita kimutatds mddszerének eredményeit mennyire befolyésolja

az, hogy nem-izominvaziv vagy izominvaziv daganatnal végezziik a detektalast.

4. Invertalt papilloma eldfordulasa a hugyholyagban

Célunk az volt, hogy a Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikdjan invertalt
papillomaval diagnosztizalt betegeket prospektiv vizsgalattal kovessiik €s valaszt kapjunk,
hogy a betegség kiujuldsa vagy malignizaloddsa milyen gyakorisaggal fordul eld. Valaszt

kivantunk kapni arra a kérdésre, hogy a betegek kovetését milyen szorosan kell végezni.
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5. E-cadherin expresszio vizsgalata holyagrakban

Az egyik legfontosabb sejtadhézios molekula, az E-cadherin expresszidjanak erdsségét
vizsgaltuk holyagrakos betegek szovettani metszetein. Célunk az E-cadherin expresszio
Osszefliggésének kimutatasa volt a daganat stadiumaval, differencialtsagi fokaval, recidivak
szamaval és a betegség tulélésével. Meg kivantuk hatarozni, hogy az E-cadherin expresszio
vizsgalata mennyire hasznalhatdé mutatd a klinikai prognozis, a betegség kimenetele

szempontjabol.

6. Claudin expresszio valtozasanak vizsgalata holyagrakban

Fel kivantuk tarni a claudin expresszids mintdzat osszetételét és az expresszid mértékét
normal hugyholyag urotheliumban, gyulladdsos htugyholyaghdmban és a hugyholyagrak
kiilonb6z6 patoldgiai stddiumaiban, és e stddiumok eltérd differencialtsagi tumoraiban. A
vizsgalatokkal hozzé kivanunk jarulni a humén urotheliumban a claudin expresszids eloszlas
feltérképezéséhez. Ezen tal a feltart adatokkal kozelebb kivantunk keriilni a sejtkapcsolo
struktardk és ezen belill a claudinok szerepének megértéséhez a hugyholyagrak
kialakuldsdban és progressziojaban. Vizsgalatunk soran kiilonds figyelmet forditottunk a
magas rizik6ji nem-izominvaziv holyagrakokra (pT1G3), ugyanis e csoport alkotja a klinikai
hatartertiletet a radicalis cystectomia és a TUR-miitétek kdzott. A recidivald és nem recidivaléd
tumorok vart claudin expresszios karakterizalasa segitséget nyujthat a jovoben a pT1G3

csoport tumorok eldrejelzésének pontosabb meghatirozasahoz.

4. Modszer

Célkitlizéseink megvaldsitasdhoz harom klinikai diagnosztikai vizsgalatot és harom
prognosztikai vizsgélatot végeztiink el. A vizsgalatokban résztvevd holyagrakos betegeket és
a kontrollcsoportot képezd egészséges, vagy egyéb urologiai joindulatd betegségben
szenvedOket a Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikdjan kezeltiik, illetve operaltuk, 1996
januar 1. és 2006 december 31. kozott. A huméan vizsgilatokat a betegek irdsos
hozzajarulasaval és az illetékes etikai bizottsigok engedélyének birtokdban végeztik. A
korszovettani és immunhisztokémiai vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patoldgiai
Intézetében, a molekularis vizsgéalatokat a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Patologiai és Kisérleti
Rékkutato Intézetben és a II. Sz. Patologiai Intézet, Molekularis Patologiai Laboratoriumaban

végeztiik. Az adatfeldolgozast és statisztikai elemzéseket a fenti harom intézetben készitettiik.
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4.1. Klinikai diagnosztikai vizsgalatok
4.1.1. 1.sz. Klinikai diagnosztikai vizsgadlat: Szoveti polipeptid antigén koncentrdcio

vizsgalata holyagdaganatos betegekben

Betegek és kontroll személyek: A Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikdjan, 1998.
marcius és oktober kozott 39 holyagrakos betegnél vizsgaltuk a szérum szdveti polipeptid
antigén (TPA) szintjét. A 18 férfi és 21 ndbeteg atlagos életkora 71,6 (52-87) év volt. 26
betegnél szerepelt az anamnézisben transurethralis reszekcidé holyagtumor miatt, tehat 13
betegnek volt primer daganata. A vizsgalatban csak azon betegek eredményeit vettiik
figyelembe, akiknél a szdvettani feldolgozas sordn a daganat kiterjedése (TNM) és a
differencidltsagi fokozat egyértelmlien megallapithatd volt. Az anyagot transurethralis
reszekcid vagy radikalis cystectomia soran nyertiik. A szdvettani stadium és a malignitasi
fokozat meghatarozasaban a UICC el6irdsa volt irdnyadd. A stage és a grade megoszlasa a 6.
tablazaton lathato.

TPA vizsgalat: A szérum TPA meghatdrozasat mutét eldtt vett savobol, a BYK
Sangtec cég immunoluminometrikus modszerével végeztiik, a referencia tartomany felsé
hatéara a gyari standardok alapjan 65 U/l volt.

A két kontrollcsoportot egészségesek és nem rosszindulata uroldgiai betegségben
szenveddk (holyaggyulladas, vesekd, ureterkd) alkottak. Az elsé csoportban 250, a masodik
csoportban 132 mintét vizsgaltunk.

Kieértékelés: A vizsgalat statisztikai értékelésére Student-féle 2 probas statisztikai
szamitast alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik az eltéréseket p<0,05

esetén.

6. tablazat. A betegek staging és grading megoszlasa

Grade G1 G2 G3 Osszes
Ta 6 3 - 9
T1 5 9 5 19
T 24 i 2 9 11
Osszes 11 14 14 39
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4.1.2. 2.sz. Klinikai diagnosztikai vizsgalat: Holyagrak kimutatdsa vizeletbol, fluoreszcens

in situ hibridizdcios modszerrel

Betegek és kontroll személyek: 43 szdvettanilag igazolt urothelsejtes karcinomaban
szenvedd beteg vizeletmintait vizsgaltuk, emellett kontrollként 6 gyulladasos, 2 hyperplasias
€s 2 benignus tumoros (papilloma) elvaltozasban szenvedd beteg vizeletmintaja szolgalt.
Emellett vizsgaltunk még 2, klinikailag és szdvettanilag tumormentes és egyéb specifikus

szovettani elvaltozast sem mutatd betegbdl szarmazo vizeletet is (7. tablazat).

7. tablazat. A betegek szama szovettani csoportok szerint

Szovettan Esetszam

Malignus

Urothelsejtes rak 43
Benignus

Gyulladas 6

Hyperplasia 2

Papilloma 2

Eltérés nélkiil 2

Vizelet preparalas: A vizsgalt személy reggeli els6 és masodik vizeletébdl az iiritéstol
szamolva 1/2 éran beliil 33 ml térfogatnyit 17 ml Carbowax oldattal (2 % PEG1450 50 %-os
ethanolban) elkeveriink (ezen allapotdban a fixalt vizelet 4°C-on 72 6rén at eltarthaté a
tovabbi feldolgozésig). A kovetkezdkben 600 g-vel 10 percig centrifugalva kitilepitjiik, és a
feliiliszot eldobva 10 ml PBS-ben mossuk a sejteket, majd ismét 600 g / 10 min centrifugalas
¢s a feliiliszé eldobasa kovetkezik. A kiiilepitett sejteket a csében maradé kis feliiltiszo-
maradékban reszuszpendaljuk €s 5 ml frissen elkészitett Carnoy fixaldt (methanol / ecetsav
3:1) hozzdadva legalabb 30 percig -20 °C-on tartjuk. 600 g / 5 perces centrifugalds utan
megfeleld tisztasagu pellet esetén 100 pl feliilusz6t meghagyva abba visszaoldjuk, kiilonben a
Carnoy fixal6s mosasi lépést megismételjiik.

Kenet készités: 3 pl, 10 ul, 30 pl sejtszuszpenzidt kicsoppentiink targylemezre, majd

szaradas utan mikroszkop alatt a legmegfeleldbb sejtsiirtiségiit korbekarcolva megjeloljiik.
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Elokezelés: A teljesen megszaradt keneteket 2x SSC oldatba helyezve 37 °C-on
inkubaljuk 60 percig, majd 0,5 mg/ml-es pH 1,0 pepszin oldatban 37 °C-on 15 percig, végiil
1x PBS-ben 5 percig mossuk. Uto-fixaljuk a kenetet: 1 % formaldehid 5 perc, 1x PBS 5 perc,
70-85-100 % os ethanol 1-1 perc, majd hagyjuk megszaradni.

FISH: 3 ul probakeveréket a sejteket hordozo targylemez kivalasztott részére
cseppentiink ¢és feddlemezt helyeziink ra, melyet gumicementtel hermetikusan lezdrunk. A
targylemezt ezutdn Eppendorf MasterCycler Gradient PCR késziilék in situ feltétjére
helyezziik, és 73 °C-on 2 percig ko-denaturaljuk a probakat és a sejtek DNS-ét, majd 39 °C-
on overnight (12-14 6ran at) hibridizdlunk. A gumicement és a feddlemez eltavolitasa utan 73
°C-o0s 0,4x SSC / 0,3 % NP-40 oldatba helyezziikk a targylemezeket 2 percre, majd
szobahdmérsékleti 2x SSC / 0,1 % NP-40 oldatba martjuk 1 percig. Ezutan sotétben,
szobahdmérsékletén hagyjuk megszaradni és 3 pul DAPI-II magfestést tartalmazo anti-fading-
es lefedovel fedjiik. A probakeverékben a 3-as, 7-es, 17-es kromoszomak peri-centromérikus
régioit (CEP3, CEP7, CEP17), és a 9p21 lokuszra specifikus (LSI 9p21), direkt jelolt DNS
proba talalhatd. A CEP3 jelolése Texas red (voros), a CEP7 Spectrum green (zold), a CEP 17
Spectrum aqua (vilagoskék), az LSI 9p21 Spectrum gold (aranysarga) jeldlésti.

Az értékelés kritériumai. pozitivnak szamit a minta, ha fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgalva legalabb 12 sejtben egyaltalan nincs LSI 9p21 szignal, vagy ha legalabb 4 sejtben a
CEP3, CEP7, CEP17 koziil legalabb kettd multiplikalodott (= 3 vagy tobb szignal/sejt).

4.1.3. 3.s7. Klinikai diagnosztikai vizsgalat: Mikroszatellita allélvesztés-vizsgalat

Betegek és kontroll személyek: Mikroszatellita vizsgalatainkhoz 44, a Semmelweis
Egyetem Uroldgiai Klinik4jan holyagtumor miatt operalt beteg (13 nd, 31 férfi) vér, vizelet és
tumoros szovetmintdit hasznaltuk. A betegek atlagéletkora 74 év volt. Az értékelés nem volt
mindig teljes, 18 esetben a tumor, mig 4 esetben a vizelet tiledék nem 4allt rendelkezésre. A
kontrollmérésekhez vér és vizelet mintakat gytjtottiink, tovabba 16 egészséges (normal
kontroll) és 20 mas - nem daganatos - urologiai betegségben szenvedd személytdl (urologiai
kontroll) is. A szdvettani diagnozis felallitisa a WHO holyagtumorokra vonatkozo 2004-es
iranyelvei alapjan tortént. A betegek stadium (T) és grade (G) eloszlasat, valamint a
kontrollok diagndzisait a 8. tdblazat foglalja 6ssze.

Mintagyiijtés és DNS izolalas: A tumoros betegtdl miitét eldtti vér-, vizeletmintakat és
miitét sorn kimetszett tumorokat gyiijtottiink. A vérmintdkat EDTA-s csovekbe gyiijtottiik,

ezek mononuklearis sejtjei szolgaltak a mikroszatellita-vizsgalat negativ kontrolljaként.
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8. tablazat: Betegek és kontrollok klinikai adatai

Beteg n =44 Kontroll n=36
Ta 7 BPH 6
T1 18 Veseko 6
T2 18 Colica renis 2
T3 1 Cystits 3
T4 0 Prostatitis 1
Gl 4 Phimosis 1
G2 20 Stressz inkont. 1
G3 20 Egészséges 16

A vizeletmintakat feliiliszora és iiledékre valasztottuk szét, miutan centrifugéalast (3000 rpm 4
°C, 20 perc) végeztink. A két frakciot -70 °C-on taroltuk, késébb kiilon-kiilon izolaltunk
DNS-t. A vizelet feliilluszokbdl torténd DNS izolalas soran a kit hasznalatdit megelézden a
nukleinsavat izopropanol ¢és 5M-os NaCl oldat segitségével kicsaptuk, a csapadékot
centrifugaltuk (3000 rpm, 4 °C, 10 perc), a pelletet 70 % etanollal mostuk, majd kiszaritottuk.
A tumormintékat -70 °C-on taroltuk.

A gyart6 eldirasait kovetve végeztiik a DNS izolaciot az elokészitett mintakbol High
Pure PCR Template Preparation Kittel (Roche, Indianapolis, MN, USA). Az izolalt DNS
izolalt mintakat tovabbi felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.

Polimeraz lancreakcio: A primerek kivalasztasat irodalmi adatok alapjan végeztik. A
PCR soran 12 mikroszatellita régiot szaporitottunk fel a mintdkban. Ezen 12 mikroszatellita, 6
kromoszoma kiilonb6z6 régioin talalhatoak.

Az amplifikalast ABI 7000 PCR késziilékben végeztiik (Applied Biosystems). Egy

crer

crer

templat DNS, 5,5 pl desztillalt viz (Sigma-Aldrich, Seelze, Németorszag).

39



Elektroforézis: A PCR termékek elvalasztasdhoz jo felbontoképességli modszerre van
sziikség, mert az egy lokuszhoz tartozo allélek kozotti méretkiilonbség igen kicsi (gyakran
csak 2-3 bp). A mikroszatellitdk amplifik4cidja sordn keletkezd termékek mérete 100-300 bp
koz¢ esik.

A kapillaris elektroforézis a fenti céloknak megfelelé nagyfelbontasu elvalasztast
lehetové tévo modszer. A kapillaris egy vékony, géllel telt csd, melyben a PCR termékek
elektromos fesziiltség hatdsdra méretiik fliggvényében kiilonb6zd sebességgel vandorolnak a
pozitiv polus felé. Ennek megfeleléen kiilonb6zd idopontban érkeznek meg a kapillaris egy
adott pontjara (a detektorablakba), ahol a primerek altal rajuk kapcsolt fluoreszcens festék
gerjesztésével valnak lathatova. A jeldlésre harom kiilonb6zo fluoreszcens festék hasznalhato
(FAM, NED, HEX), igy az azonos mérettartomanyban detektalt termékekbdl multiplex
modon harom-harom futtathatd egyiitt. A modszer elénye, hogy gyors és preciz (a termékek
méretét £1 bp eltéréssel adja meg) valamint, hogy a detektalt fluoreszcencia-intenzitas
aranyos a keletkezett termék mennyiségével és ez az analizis soran szamszerisithetd, ami
objektivvé teszi az eredmény kiértékelését. Az amplifikalas soran keletkezett termékeket
higitast és denaturalast kovetéen (95°C, 5 perc) kapillaris elektroforézissel valasztottuk el
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Kiértékelés: Az allélek azonositdsa a PCR termékek méretének (fragment-hosszanak)
meghatarozasan alapszik. A kapillaris elektroforézisnél is sziikség van méret-standardra
(molsuly-standard), amit a mintdkhoz keverve futtatunk (GeneScan-500, Applied
Biosystems). Itt segitséget jelent, hogy ez egy negyedik fajta fluoreszcens festékkel van
jelolve (ROX), ezért jol elkiiloniil a vele egyiitt futtatott mintaktol. Az egyes fragmentek
méretét a kiértékeléshez hasznalt GeneScan 3.7 szoftver a mintaval egyiitt futtatott méret-
standardhoz viszonyitott elhelyezkedése alapjan hatdrozza meg +1 bp pontossaggal.

A program a csticsmagassag értékeket is megjeleniti, nem csak a méretet, ez pedig az
adott fragment fluoreszcencia-intenzitdsat mutatja. Ez ardnyos a keletkezett PCR termék
mennyiségével. Ugyanazon beteg egy mikroszatellita 16kuszat vizsgalva a negativ kontroll
vérmintahoz képest a tumorsejteket tartalmazdé mintdban (vizelet és tumor) az allélek
aranyaiban bekdvetkez0 eltérés jelzi a deléciot. Ennek megitélésére egy altalanosan elfogadott
szamolasi modszert alkalmaztunk: a kapott fragmentek csticsmagassaganak aranyat minden
mintaban kiilon kiszamoltuk. A kisebb méretii all¢]l csucsmagassagat elosztottuk a nagyobb
méretll allél csticsmagassagaval, (igy a futtatdsok kozotti eltérések minimalizalhatok). Ezutan
az egészséges, mutacidomentes szovetben (vér) kapott aranyt a tumoros szdvetben (tumor,

vizelet) kapott aranyhoz viszonyitottuk. Otven szazaléknal nagyobb eltérés allélvesztésre utal.
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4.2. Holyagtumor prognosztikai vizsgalatok
4.2.1. 1.sz. Prognosztikai vizsgalat: Hugyholyag invertalt papilloma miatt operdalt betegek

prospektiv, kovetéses vizsgalata

Betegek és modszer: A Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikajan 1998. marcius 1-
jétol 2005. februdr 28-ig tizenkét betegnél végeztiink miitétet invertalt papilloma miatt. Az
operaci6 idépontjaban az atlagos életkor 62,1 év (41-91 év) volt. A betegek koziil, hét férfi és
Ot n6 volt. A vizsgalat atlagos kovetési ideje 52,1 honap (4-84 honap) volt.

A miutétet megeldézden vizelet-, és vérvizsgalatokat, ultrahangos vizsgalatot és
cystoscopiat végeztiink. Hét beteglinknél talaltunk haematuridt, koziiliikk 6t makroszkopos
vérvizelés miatt jelentkezett. Pyuridja egyik betegiinknek sem volt. A tumor nyolc esetben a
trigonumon vagy a hélyagnyakon helyezkedett el, harom betegilinknél az oldalfalon, mig egy
esetben, teljes vizeletelakadast okozva a prosztatikus higycsdszakaszon. A legkisebb mérete
3 milliméteres, mig egy daganat 25 x 20 milliméteres, egy pedig 3 centiméter hosszukas,
kigyoszerii volt. Makroszkoposan 7 daganat tiint papillarisnak, 5 daganat nem-papillarisnak.
Négy betegiinknél volt lathatdé hasi ultrahang vizsgalat soran az intravesicalis képlet. A
daganatot minden alkalommal transurethralis resectioval tavolitottuk el és a diagno6zishoz
csak a szovettani vizsgalat utan jutottunk.

A betegek szoros kovetését, a hiaromhavonta esedékes vizeletvizsgalat, hasi
ultrahangos vizsgélat és holyagtiikrozés alkotta. 2 év utdn a fenti vizsgalatokat félévente

végeztiik el.

4.2.2. 2.sz. Prognosztikai vizsgalat: E-cadherin expresszio vizsgalata holyagrakban

Betegek és modszer: 1996. januar 1-je és 1997. februar 1-je kozott a Semmelweis
Egyetem Urologia Klinikdjan 6tven, elsé transurethralis reszekcion (TUR) atesett, primer
holyagtumoros (TCC) beteg esetében vizsgaltuk az E-cadherin expresszio erdsségét.

Immunhisztokémia: A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintdkbol késziilt
metszeteken hematoxilin-eosin festést, és monoklonalis anti-human-E-cadherin ellenes
antitesttel immunhisztokémiai reakciot végeztiink. A daganatban meghataroztuk a fokozatot,
ill. a stadiumot.

Immunhisztokémiai  kiértékelés: Az immunhisztokémiai reakciok erdsségét

szemikvantitativ értékeléssel négy kategoriaba soroltuk, igymint: -, +/- (bizonytalan reakcid),
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+, ++. Az igy kapott értékeket kontingencia analizissel vizsgaltuk, a szignifikanciat x>
probaval ellendriztiik.

Kiértékelés: 2004-ben a betegek nyolc éves kovetése utan elemeztiik a talélésiik és a
késobbi recidivak kialakulasadnak esélyét az E-cadherin expresszio fiiggvényében.
A 2004-es évre vonatkoztatva a talélést harom kategdridba soroltuk az aldbbiak szerint:
1. kategoriadba az 6t évnél rovidebb talélést, a 2. kategoéridba az 5 évnél hosszabb, de 8 évnél
rovidebb talélést, a 3. csoportba pedig a 8 évnél is hosszabban tuléloket soroltuk. Tiz beteg
esetében nem taldltunk informaciot a késobbi kortorténetre, igy negyven betegnél tudtuk a
vizsgalatot elvégezni. A recidivakészség szempontjdbdl négy kategériat allitottunk az elsd
transurethralis reszekcid iddpontjdhoz viszonyitva: A. két éven belill kialakult recidiva; B.
ketté-négy év mulva kialakult recidiva; C. négy éven tul kialakult recidiva; D. recidivamentes

kategoria. (9. tablazat).

9. tablazat. A betegek neme, kora, a tumor grade, stadium, az E-cadherin expresszio

rrrrr

Beteg
Beteg Nem Tulélési Recidiva kora
sorszama Grade (ffi,n6) TNM E-Cad kategéria kategoéria 1996-ban
1 I F Tx + 3 D 59
2 I N Ta - 3 B 50
3 I F Ta + 1 D 75
4 I F Tx + 3 D 66
5 I N T1 + 2 B 73
7 0 N Ta ++ 3 B 59
8 I F Ta + 3 D 54
10 Il N T1 - 3 D 82
11 Il N Tx ++ 3 D 71
12 I N Ta + 3 D 69
13 I N Tx - 3 B 71
14 I F Ta + 3 D 50
15 I F Tx + 1 D 73
18 I F T1 + 1 D 81
19 I F Ta - 1 D 87
20 IP F Tx + 3 D 29
21 I F T1 + 1 A 57
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22 Il N T1 ++ 2 A 86
25 I F Ta - 3 D 69
27 1] N T1 ++ 1 D 70
28 Il F T1 - 3 D 75
29 I F Ta - 3 D 55
30 P F Ta + 1 D 49
31 I F Tx - 1 B 76
32 I N Ta + 1 D 63
33 I F T1 - 1 B 50
34 I N Ta - 2 D 76
35 I F T1 - 3 D 72
36 Il F T1 + 3 A 70
38 Il F T1 - 3 D 40
39 I F Ta - 2 D 75
40 I F Ta +/- 3 D 51
41 I F Ta + 3 D 40
43 Il F Ta + 1 B 66
44 1] F T1 + 2 D 67
45 1] N Tis + 3 C 57
46 1] N Tis +/- 3 D 50
48 I N Ta + 3 D 61
49 I F Ta ++ 1 D 64
50 1] N Ta + 1 D 71

4.2.3. 3.sz. Prognosztikai vizsgalat: Claudin expresszio vialtozdasanak vizsgdlata

holyagrakban

Betegek és kontroll személyek: A human hugyholyagmintak a Semmelweis Egyetem
Urologia Klinik4jan holyagrakkal vagy egyéb nem daganatos betegség miatt operalt
betegekbdl szarmaztak. Osszességében 56 mintat vizsgaltunk. A  vizsgalt betegek
atlagéletkora 66,65 év, a férfi:né arany 2,3:1-hez volt. A mintdkat normal, gyulladasos, TaGl1,
T1G1, T1G2, T1G3, és T2G3 csoportokra osztottuk. A T1G3-as csoportot kettévalasztottuk
aszerint, hogy vizsgalatunk ideéig jelentkezett-e recidiva a betegeknél. Ha jelentkezett
recidiva, akkor a beteg a T1G3-as recidivalo csoportba keriilt. Azokat a betegeket, akiknél

nem jelentkezett, a T1G3 nem recidivalo csoportba soroltuk be (10. tablazat).
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10. tablazat. Mintak kor és nem eloszlas szerint

Nem Atlagéletkor
Ffi No6 Ffi No6

Normal 3 1 59 64

Gyulladasos 2 2 68,5 66

TaG1 7 1 66,3 68
T1G1 5 3 63 72,3
T1G2 6 2 63 68,5
T1G3 11 5 62,8 73,1
T1G3Nrec 5 3 54 66,7
T1G3Rec 6 2 71,6 79,5
T2G3 5 3 75,2 61,6
. 39 17 65 68,3

Osszesen
56 66,65

Elokészités: Az eltavolitott tumor mintédkat kornyezé nem tumoros szovetekkel egyiitt,
valamint normal hiigyholyag mintakat 10 % neutralis pufferelt formalinban fixaltuk 24 6ran
keresztiil, utana dehidraltuk és paraffinba beagyaztuk. A tumor grade megitélése hematoxilin-
eozinnal festett metszeteken tortént. Molekularis biologiai vizsgdlatokra a mintadkat RNA
laterben fixaltuk vagy folyékony nitrogénben fagyasztas utan -80 °C-on archivaltuk.

Immunhisztokémia: A formalinban fixalt, paraffinba &4gyazott anyagok antigén
feltarasa a deparaffindlast kdvetden részben protedz emésztéssel tortént (0,01 % tripszin, 10
perc, szobahén). A claudin antitestnél mikrohulldmos antigén feltar6 kezelés volt sziikséges
(0,01 M citrat pufferben (pH 6,0) (DAKOCytomation, Glostrup, Denmark), forraltuk a
mintakat 30 percen keresztiil 700 W 10 % teljesitményen. Ezt kdvetden az endogén peroxidaz
aktivitasanak gatlasat 3 %-os hidrogén peroxiddal (5 perc) végeztiikk. Az antitest aspecifikus
kotodését 16 szérum (Novocast) inkubalassal eldztiik meg (30 perc, szobahén). Az elsddleges
antitesteket, melyek a claudinok intracitoplazmatikusan elhelyezkedé karboxi végéhez
kotddnek az alabbi higitdsokban hasznéaltuk: monoklondlis anti-egér claudin-2,-4,-5 1:80,

poliklonalis anti-nyul claudin-1,-3,-7,-10 1:80. Masodlagos antitestként biotinalt anti-nyul és
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anti-egér IgG-t (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories, USA) hasznaltunk 1:200
higitasban, 30 percig szobahén. Ezt ABC inkubalds (30 perc szobahdn) kovette. Az
immunreakcidt diaminobenzidin (DAB) kromogénnel hivtuk eld. A reakcidhoz Ventana ES
automata immunfestési eljarast (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA)
alkalmaztunk. Csapvizes mosas utdn hematoxilines hattérfestést végeztiink és glicerines
fed6anyag segitségével fedtiik a metszeteket.

Pozitiv kontrollként human colon és veseszdvetet haszndltunk. Negativ kontroll metszeteken
a primer antitestek helyett BSA-t hasznaltunk.

A normal hugyhdlyaghdmban a claudinok immunhisztokémiai képét az
eredményekben szemléltetjiik.

Immunhisztokémia értékelés: Az immunhisztokémiai metszetek kiértékelést két
kiilonb6z6 moddon végeztik el. FElészor egy szemikvantitativ analizist végeztiik
fénymikroszkop segitségével, melynek soran figyelembe vettiik a reakcid erdsségét, illetve a
reakciot mutatd tumor-teriiletek aranyat. A reakcio intenzitasat 1-tél 3-ig (1-gyenge, 2-
kozepes, 3-erds reakcid), mig a reakcidt ado teriiletet 1-5-ig pontoztuk (0-5 % 1p, 5-25 % 2p,
25-50 % 3p, 50-75 % 4p, 75-100 % 5p), majd a két értéket Osszeszoroztuk egymassal. Az igy
kapott értékek segitségével hasonlitottuk 0Ossze az egyes tumor-stddiumok fehérje

expressziojat.

score x intenzitds

0-5% lp kis 1p
5-25% 2p
25-50% 3p X kozepes 2p
50-75% 4p
75-100% 5p erds 3p

Morfometria: Ezutdn morfometriai analizist végeztiink. Az immunhisztokémiai
reakciok eredményét fénymikroszkoppal készitett fotok segitségével dokumentaltuk (200X
nagyitds, Olympus BX mikroszkép). Minden metszetb6l 10, egymast nem atfedd képet
rogzitettiink. Azokat a digitalis képeket, melyeken a claudin immunreakcioval kimutathaté
volt, a Leica QWin szoftver (Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK)
segitségével kvantitativan kiértékeltiik. A mérések elvégzése elbtt az egyértelmiien pozitivnak

tartott teriiletre kattintva hataroztunk meg azt a szintartomanyt, amit mérni szerettiink volna.
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Mindemellett az immunreakcié kiiszobértékét piros, zold €s kék alcsoportokban allitottuk be
¢s ezeket az értékeket az egyes metszetek kozotti kiilonbségek lathatova tételéhez hasznaltuk.
A pozitiv teriiletet egy eldre kijelolt teriileten a kiiszobérték feletti, specifikus immunreakciot
mutato pixelek szazalékos aranyaban kaptuk meg.

Statisztikai analizis: A statisztikai analizist a GraphPad Prism szoftver 2.01 (GraphPad
Software, Inc. San Diego, CA, USA) verzidja segitségével végeztikk el. A kozép értékeket
kiilonb6z6 csoportok kozott a Mann-Whitney U teszttel készitettiik. A p<0.05 értéket vettiik
szignifikansnak.

RNS izolalas a RNA later-ben fixalt anyagbol: Egyenként kb. 20 mg szovetbol (48
hugyholyagrakos, 4 gyulladdsos valamint 4 normal hugyholyag) Trizol mddszerrel RNS-t
izolaltunk azokbol a mintdkbdl, amelyeket eltavolitds utdn RNA later-ben (Sigma, R0901, St.
Louis, MO) 24 6ran keresztiil fixalt és hasznalatig —80 °C-on taroltuk. Homogenizalas utan
Trizol reagensben (Sigma, T 9424) inkubaltuk szobahdmérsékleten 15 percig. Steril
Eppendorf-csdévekbe pipettaztuk at a folyadékot, majd 0,2 ml kloroform hozziadasa utan
vortexeltiik és centrifugdltuk. Ezutan a feliilluszot, amely az RNS-t tartalmazza, atpipettaztuk
egy masik Eppendorf-csdbe €s kloroformmal tovabb tisztitottuk. A feliiliszot G csdbe tettiik,
majd az RNS-t izopropanollal kicsaptuk, vortexeltiik és 10 perc 4llas utan Gjra centrifugaltuk.
Ezutan ledntottiik a feliilaszot és 75 %-os etanollal mostuk, majd centrifugéaltuk. Roche RNS
tisztito kitbol (Roche, Indianapolis, Indiana, USA) szarmazoé elicios pufferben feloldottuk az
RNS-t, DNazzal emésztettiik, majd a Roche RNS-tisztitd kitjével (Roche, 3270289) tovabb
folyadéknak. Tovéabbi felhaszndlasig a tisztitott RNS-t -80 °C-on taroltuk. A teljes RNS
épségét 2%-os formaldehid/agardz gélen ellendriztiik.

RNS izolacio a formalin-fixalt, paraffinba agyazott anyagbol: A formalin-fixalt,
paraffinba 4gyazott biopszids mintdkbol az 6ssz RNS kivonasa High Pure RNA Paraffin Kit-
tel (Roche) tortént, blokkonként 8 db 5 pum vastagsdgii metszet. A Proteindz K emésztés
minden minta esetében 16 6ra volt, a teljes folyamat a gyartdé itmutatasai szerint tortént. Az
izolalds utan az RNS mintdkat -80 °C-on taroltuk felhasznalasig. Az 6ssz RNS integritasat
egy korabban leirt modszerrel ellendriztiik.

Reverz transzkripcio: Az 6ssz RNS (0,5 pg 10 pl mixben) atirasa MulV reverz
transzkriptazzal (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) tortént (10 perc 25 °C-on, 50
perc 42 °C-on, ¢s 5 perc 95 °C-on) RNaz inhibitor (Applied Biosystems) jelenlétében,

Random Hexamer (Applied Biosystems) felhasznéalasaval.
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Primerek és a PCR koriilményei: A kisérletek megkezdése eldtt a rendelkezésre allo
szekvencidk alapjan a Primer Expressz program (ABI) segitségével megterveztik a

lehetdségek szerinti legidealisabb primereket a kisérletek elvégzéséhez (11. tablazat).

11. Tablazat: Real-time PCR-hez hasznalt primerek

Forward Reverse Accession Number
Claudin-1 ttcgtacctggcattgactgg | gcgcgatatttettcttgeag GI 4559277
Claudin-2 acctgctaccgcecactetgt | ctceetggectgceattatcte GI 9966780
Claudin-3 ctgctctgetgetcgtgtee | ttagacgtagtecttgeggtegtag | GI 21536298
Claudin-4 ggctgcetttgetgeaactgte | gagecgtggeaccttacacg GI 14790131
Claudin-7 catcgtggcaggtcttgee | gatggcagggccaaactcatac | GI 24496764
Gapdh gaaggtgaaggtcggagt | gaagatggtgatgggatttc GI 7669491
B-actin cctggeacccageacaat | gggecggactcgtcatac GI 15928802
RNS polimerdz II | gcaccacgtccaatgacat | gtgcggctgettccataa GI 14589948

A PCR-hez megkerestiik az optimalis primer kotodési homérsékletet gradiens PCR-
rel. Ehhez a reakcidhoz MgCl,-t tartalmazd6 PCR puffert (Roche J 0051), dNTP mixet
(Applied Biosystems, D8220), forward és reverz primert, AmpliTaq Gold enzimet (Roche, G
0448), desztillalt vizet (Eppendorf, 0032006159) és a korabban eldallitott cDNS-t hasznaltuk
fel. A reakcio végtérfogata 25 pl lett. Az azonos tartalmu PCR csoveket ugy helyeztiik el a
késziilékben, hogy 53 °C ¢és 66 °C kozotti homérsékleten torténjen meg a primer kotdédés. A
reakcid paraméterei: (95 °C-on 10 perc, 95 °C-on 20 masodperc, 60 °C-on 60 masodperc, 72
°C-on 60 masodperc, és 4 °C Ciklusszdm: 40) x abra.

Real-time kvantitativ RT-PCR: A real-time PCR reakciokhoz 2 pl cDNS-oldatot
hasznaltunk, a méréseket ABI Prism 7000 késziiléken (Applied Biosystems) végeztiik.
Minden egyes PCR reakciot 25 pl reakcidelegyben, SYBR Green Green PCR Master Mix
(AB4309155, Foster City, USA) felhasznalasaval végeztiink. A mérések 96-os plate-eken,
triplikdtumokban torténtek: 10 percig 95 °C-on, majd 40 cikluson keresztiil 95 °C-on 20
masodperc, 60 °C-on 60 masodperc és 72 °C-on 1 perc. Az adatok elemzéséhez ¢és a
statisztikai  analizishez =~ REST-programot (relative  expression  software  tool,

www.wzw.tum.de/gene-quantification) hasznaltunk, a génexpressziot minden gén esetében
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GAPDH haztartasgénhez, mint referenciagénhez viszonyitottuk. A relativ expressziot az

alabbi képlet alapjan szamitottuk ki:

E targe tACPlarget(kontrol1—minta)

Ere ferencl-aACPreferencia(kontroll-minta)

R= a relativ expresszio

E =a PCR reakci6 hatékonysaga (azaz ciklusonként észlelt PCR novekedés szorzoja,
idedlis esetben ciklusonként triplikalodas, azaz 3)

ACP= azaz crossing point, az a ciklusszam, ahol az RNS mennyisége meghaladja a
detektalhatdsag kiiszob (treshold) értékét

A reakcio termékekbdl 10 pl-t futtattunk 2 %-os agardz gélen, majd etidium-bromidos

festéssel tettiik lathatova az amplikonokat.

5. Eredmények

Az eredmények ismertetésekor felhivjuk a figyelmet arra, hogy az egyes vizsgalatok
kozott az adatokat illetden atfedések vannak, hiszen voltak olyan betegek, akiket tobb
vizsgalatba is bevontunk. A fentiek alapjan a szamszeri adatok mindig adott vizsgalatra
vonatkoznak és ezekre a megbeszélés részben mindig irodalmi referencia szdmmal vagy a
vizsgalat szamdaval hivatkozunk. Kiilondsen fontos megemliteni, hogy a vizsgalatok

elemszama kiilonb6z0, ezért a szamszeriileg megadott értékek eltérdek lehetnek.

5.1. Klinikai diagnosztikai vizsgalatok (1.-3.sz.) eredményeinek bemutatasa
5.1.1. 1.sz.. Klinikai diagnosztikai vizsgalat: Szoveti polipeptid antigén koncentrdacio

vizsgalata holyagdaganatos betegekben

A holyagtumoros betegcsoportban a szérum TPA értékét kiilonbozd stadiumokban
mas-mas aranyban taldltuk emelkedettnek (12. tablazat). A legmagasabb értékeket az
izominvaziv (T2-T4) daganatos esetekben talaltuk. Az atlagérték 177,6 U/l (53,9-736,2) volt,
az esetek 73 %-a meghaladta a referencia tartomanyt. A nem-izominvaziv hélyagtumorok

esetében (Ta, T1) ez az érték 55, ill. 58 %-ban volt megfigyelhetd.
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A daganat differencialtsagi foka és a szérum TPA szint k6zo6tt nem tudtunk kimutatni
pozitiv korrelaciot (13. tablazat). A referencia tartoményt kozel azonos aranyban haladjak
meg a jol, illetve a kevésbé differencialt betegeknél a tissue protein antigén értékei. Student-
féle 2 probas statisztikai szamitassal szignifikans eltérés nem volt kimutathato (p>0,05).

A kontroll betegcsoportot alkotd egészségeseknél a TPA atlagértéke 47,6 U/l (45,8-
58,0), a joindulatu elvaltozasban szenveddknél ez az érték 54,2 U/l (36,4-78,2) volt (2. abra).

Azon 2 betegnél, akiknél a hisztologiai vizsgélat papillomat talalt, a szérum TPA szint a

referencia érték felsd hatara alatt volt.

12. tablazat. A szérum TPA emelkedett és normal értékének eloszlasa kiilonbo6zo

stadiumu betegekben

Stage se. TPA atlag Emelkedett se. TPA Normal se. TPA
Ta 81,2 (44,8-143.9) 5 beteg (55%) 4 beteg (45%)
T1 95,3 (39,4-305,9) 11 beteg (58%) 8 beteg (42%)

T 2-4 177,6 (53,9-736,2) 8 beteg (73%) 3 beteg (27%)

13. tablazat. A szérum TPA emelkedett és normal értékének eloszlasa kiilonbo6zo

szovettani fokozatban

Grade se. TPA atlag Emelkedett se. TPA Normal se. TPA
G1 99,5 (51,5-305,9) 7 beteg (64%) 4 (36%)
G2 94 (44,2-216) 7 beteg (50%) 7 beteg (50%)
G3 148,3 (39,4-736,2) 9 beteg (64%) 5 beteg (36%)
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2. abra. A szérum TPA atlagértékei a kiilonb6zo stadiumu holyagdaganatokban,

egészséges populacioban és nem rosszindulati urologiai betegségben

5.1.2. 2.sz. Klinikai diagnosztikai vizsgalat: Holyagrak kimutatdsa vizeletbol, fluoreszcens

in situ hibridizacios modszerrel

A betegek vizeletvizsgalatanak in situ fluoreszcens hibridizaciés modszerrel
kimutatott, réksejtekre jellemzd kromoszoémalis eltéréseit a transurethralis szdvettani
mintavétel utan értékelt hisztologiai lelettel vetettikk Ossze. Ennek sordn a vizsgalat
specificitasat 100 %-nak, a szenzitivitasat 87 %-nak talaltuk. 34 esetben kaptunk pozitiv
reakciot az UroVysion reagenssel. Ezen esetek koziil mind a 34 betegnél igazolodott a
holyagrak. 16 alkalommal a vizsgalat soran negativ eredményt kaptunk. Ezen 16 beteg koziil
otnél mutatott a késobbi szovettani feldolgozas karcindémat, melyek mindegyike nem-
izominvaziv pTa stadiumu volt, ebb6l harom 5 mm-es vagy kisebb. A részletes eredményeket

az alabbi tablazatokban mutatjuk be (14. és 15. tablazat).
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14. tablazat. Szovettani vizsgalattal és fluoreszcens in situ hibridizaciéos médszerrel

kapott eredmények 6sszehasonlitasa.

Szovettan FISH

+ - ?

Malignus
Urothelsejtes rak 34 5* 4

Benignus
Gyulladas - 5 1
Hyperplasia - 2 -
Papilloma - 2 -
Eltérés nélkiil - 2 -

*mind pTa

15. tablazat. A pTa stadiumu urothelsejtes rakok fluoreszcens in situ hibridizacios

eredményei.
Szovettan FISH
+ - 2
pTa stadiumu
Urothelsejtes rak 3* S** 1

* 5 mm-nél nagyobb v. multiplex mindharom tumor

** 5 mm-es vagy kisebb az 5-bdél 3 tumor

12 esetben nemcsak a standard eljaras szerint eldirt masodik reggeli vizeletbdl, hanem
az elsoként tritettbdl is elvégeztiik a FISH vizsgalatot. Pozitivnak értékeltiink minden esetet,
amikor a két FISH vizsgalatbol legalabb az egyik pozitiv volt. A 9 urothelialis rak koziil 3
esetében mindkét eredmény pozitiv volt, négy esetben az egyik pozitiv, a masik nem
értékelhetd, egy esetben az egyik pozitiv, a masik negativ, mig egy esetben az egyik

eredmény negativ volt, a masik nem értékelhetd, tehat 8-esetet pozitivnak, 1-et negativnak
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értékeltiink. Egy-egy gyulladdsos ¢€s specifikus eltérést nem mutatd esetben mindkét
vizeletminta FISH negativ lett, mig egy papilloma esetében az egyik minta negativ, a masik
nem értékelhetd volt, tehat mindharom benignus eset negativnak bizonyult.

A 34 FISH pozitiv atmenetisejtes karcindmas esetbdl 2 T1 és 2 T2 stadiumuban a
9p21 vesztés volt a vezetd genetikai elvaltozas (3. abra) (12 %). 30 esetben (88 %) — beleértve
a 3 Ta stadiumu FISH pozitiv esetet is — 3/7/17 multiplikaciot taldltunk (4. dbra). Egyes
esetekben a 3/7/17 kromoszémak felszaporodasdhoz a 9p21 multiplikacidja is tarsult (5. abra).
7 esetben viszont a 3/7/17 multiplikdcid6 mellett ugyanazon sejtekben 9p21 delécid is
megfigyelheté volt (6. dbra). A 7. abran lathaté, hogy a gennysejtek jelenléte mennyire

megneheziti a vizsgalatot.

3. abra

9p21 delécio: a specifikus 10kusz jelenlétét mutatd Spectrum gold (aranysarga) jel hidnyzik a
sejtmagokbol. A bal felsé inzertben egy normal sejt lathaté kontrollként. CEP3: Texas red
(voros), CEP7: Spectrum green (zdld), a CEP 17: Spectrum aqua (vilagoskék), LSI 9p21:
Spectrum gold (aranysarga) jeldlés, magfestés: DAPI. Orig magn. 1000X
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4. abra

3/7/17 multiplikdcio: a 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak jelenlétét mutatd vords, zold és
vilagoskék jelekbdl kettonél tobb lathatdé a sejtmagokban. A 9p21 ldkusznak megfeleld
aranysarga jelbdl magonként a normalis két kopia taldlhato. A bal als6 inzertben egy normal
sejt lathatd kontrollként. Jo1 megfigyelhetd a fenotipusos kiilonbség: a tumoros sejtmagok
szabalytalan alakuak és jelentdsen nagyobbak a normalisnal.

CEP3: Texas red (voros), CEP7: Spectrum green (z6ld), a CEP 17: Spectrum aqua
(vilagoskék), LSI 9p21: Spectrum gold (aranysarga) jelolés, magfestés: DAPI. Orig magn.
1000X
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5. abra

3/7/17 és 9p21 multiplikacid: a 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak jelenlétét mutatd vords, zold
¢s vilagoskék jelekbdl ketténél tobb lathatd a sejtmagokban. A 9p21 lokusznak megfeleld
aranysarga jelbdl szintén tobb talalhatd magonként a normalis két kopianal.
A bal felsé inzertben egy normal sejt lathaté kontrollként. Fenotipusos kiilonbség nem
figyelheté meg: a tumoros sejtmagok a normalishoz hasonloan szabélyos alaktiak és méretiik
is hasonlo.

CEP3: Texas red (voros), CEP7: Spectrum green (z6ld), a CEP 17: Spectrum aqua
(vilagoskeék), LSI 9p21: Spectrum gold (aranysarga) jelolés, magfestés: DAPI. Orig magn.
1000X
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6. abra

3/7/17 és 9p21 multiplikacid, valamint 9p21 delécié: a 3-as, 7-es és 17-es kromoszomak
jelenlétét mutatd vords, zold és vilagoskék jelekbdl kettdnél tobb lathatdé a nyillal jelolt
tumoros sejtmagokban. A 9p21 16kusznak megfeleld aranysarga jelbdl a sarga nyillal jelolt
magban szintén tobb taldlhaté a normalis két képidnal, mig a fehér nyillal jeldlt esetében
egyaltaldan nem taldlhatd 9p21 jel (komplett delécid). A bal alsoé inzertben egy normal sejt
lathaté kontrollként. J6I megfigyelhetd a fenotipusos kiilonbség: a tumoros sejtmagok
szabalytalan alaktiak és jelentdsen nagyobbak a normalisnal.

CEP3: Texas red (voros), CEP7: Spectrum green (z6ld), a CEP 17: Spectrum aqua
(vilagoskeék), LSI 9p21: Spectrum gold (aranysarga) jelolés, magfestés: DAPI. Orig magn.
1000X
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7. abra

Gennysejtek: a nagy mennyiségli granulocyta jelenléte és hamsejtekhez tapadasa jelentdsen
neheziti illetve gatolhatja a tumorsejtek felismerését. Ezen az dbran a gennysejtek tomegében
egyetlen tumorsejt ismerhetd csak fel (sarga nyillal jeldlve), melyben a 3-as, 7-es és 17-es
kromoszomakat reprezentald voros, zold és vilagoskék jelekbdl, tovabba a 9p21 lokusznak
megfeleld aranysarga jelbdl tobb talalhatd a normalis két kopianal. A bal alsd inzertben egy
normal sejt lathato kontrollként.

CEP3: Texas red (voros), CEP7: Spectrum green (z6ld), a CEP 17: Spectrum aqua
(vilagoskeék), LSI 9p21: Spectrum gold (aranysarga) jelolés, magfestés: DAPI. Orig magn.
1000X

5.1.3. 3.sz. Klinikai diagnosztikai vizsgalat: Mikroszatellita allélvesztés-vizsgalat
A mikroszatellita allélvesztés-vizsgalat soran 44 hdlyagtumoros beteg mintait
elemeztiik. A 3 vizsgalt minta (tumor, vizelet iiledék, vizelet feliiliszo) koziil az esetek 93%-

aban legalabb az egyikben minimum egy eltérést talaltunk. A feldolgozas soran 18 esetben a

tumorminta, 4-ben pedig a vizelet iiledék nem allt rendelkezésiinkre. fgy a vizsgalt 26
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tumormintabol (12 mikroszatellita markert hasznalva) 22-ben sikeriilt legalabb egy
allélvesztést (LOH) kimutatni (85 %). Ezutdn a vizeletmintak feldolgozasat kovetden az
tiledékbdl, mely sejteket is tartalmazott és a vizelet feliiliszobdl (oldott, sejtmentes DNS-t
tartalmazo rész) kiilon-kiilon végeztiik el a vizsgalatokat. Az érzékenység értéke kiillonbozd
volt, a vizelet feliiliszoban 86 %-os (38/44), mig ugyanez a vizelet iiledékben 68 % (27/40).
A kiértékelést a tovabbiakban a holyagrak stddiumainak megfeleléen is elvégeztiik, mely
szerint a nem-izominvaziv tumoroknal (pTa-T1) a két kiilonb6zd vizeletfrakcio kozott az
érzékenységben jelentOsebb eltérést tapasztaltunk; ami a vizelet feliiluszonal 84 % (21/25), a
vizelet iiledéknél pedig 67 % (14/21) volt. A pT2-4, klinikailag invaziv tumoroknal a
kiilonbséget 1ényegesen kisebbnek talaltuk. A vizelet feliiluszoban esetében 74 % (14/19), a
vizelet iiledékben pedig 68 % (13/19) volt . (16. tablazat).

16. tablazat: Mikroszatellita allélvesztés-vizsgalat eredményei 44 beteg mintaiban.

Hélyagrakos betegek Beteg Egészséges
kontroll kontroll
Ta/T1 T2-4 b B -
(n=25) (n=19) (n=44) (n=20) (n=16)
LOH legalabb egy 23/25 92%  18/19 95% 41/44 93%  4/20 20% 5/16 31%

mintaban

Legalabb egy LOH a 21725 84% 14/19 74% 35/44 80%  4/20 20% 3/16 19%
vizelet feliiluszéban

Legalabb egy LOH a 1421 67% 13/19 68% 27/40 68% 1/20 5% 2/16 12,5%
vizelet iiledékben

A kontroll betegek vizsgalata soran, a 20 nem daganatos urologiai betegségben
szenvedo személy koziil 4-nél, mig a 16 egészséges kontroll koziil 5-nél talaltunk eltéréseket.
A vizsgalat specificitdsdnak értéke a beteg kontrolloknal 80 %, mig az egészségeseknél 69 %
volt. A vizsgélat érzékenységével ellentétben a specificitdsa mindkét kontroll csoport esetében
a vizelet tiledékben magasabb volt (95 % ill. 88 %), mint a vizelet sejtmentes feliiliszojaban

(80 % ill. 81 %).
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Osszesitve a vizsgalatok soran igazolt allélvesztéseket 9p21 (46 %) volt a
leggyakrabban deléciot szenvedd 16kusz, ezutan a 9932 (34 %), és a 5q15 (34 %) kovetkezett.
Amennyiben csak a 9p21 és a 4q32-es allélvesztéseit vettilk figyelembe a vizsgalat
érzékenysége 57 %-os volt, és 64 %-ra emelkedett, ha ezek mell¢ a 16q24-es régid

allélvesztéseit is tekintetbe vettiik.

5.2. Prognosztikai vizsgalatok (1.-3.sz.) eredményeinek bemutatasa
5.2.1. 1.sz. Prognosztikai vizsgalat: Hugyholyag invertdlt papilloma miatt operalt betegek

prospektiv, kovetéses vizsgalata

Betegeink miitét utdni kovetése sordn az invertalt papilloma kiGjulasat vagy tavoli
metasztazisdt nem tudtuk kimutatni. Egy 64 éves férfinél jelentkezett makroszkopos
vérvizelés az operacid utan 13 honappal. A beteg koreldzményében szerepelt a jobb oldali
veséjének eltavolitasa, vesekovesség okozta kronikus pyelonephritis okozta zsugorvese miatt.
A cystoscopos vizsgalat soran vérzésforrast a hugyhodlyagban nem talaltunk. 4 honappal
késdbb ismételten jelentkezett a vérvizelés és az ekkor végzett hodlyagtiikr6zés soran a
jobboldali ureterszajadékbol tudtunk haematuriat korismézni. Az uretercsonk disztalis
végének transurethralis reszekcidja utan feldolgozott szovettani anyag urothelialis karcinomat
mutatott. Ezutan az uretercsonkot nyilt mutéttel tavolitottuk el és nem-izominvaziv pT1 G2
transitiocelluralis karcindmat taldltunk. A beteg 7 éve recidiva- és tiinetmentes. Egy madsik
férfi beteglinket nem-izominvaziv (pT1 G2) atmenetisejtes carcinomaval operaltuk, majd
lokalis kemoterapiaban részesiilt. 15 hoénappal a reszekcid utan, kontroll hoélyagtiikrozés
soran, az e¢l6z6 daganattdl tavol fedeztiink fel egy 3 mme-es solid elvaltozast az oldalfalon. Az
eltavolitott daganat szdvettani vizsgalatanak eredménye invertalt papilloma volt.

A tobbi tiz betegiinknél végzett vizelet, hasi ultrahangos vizsgalat és cystoscopia az

invertalt papilloma kigjulasdnak vagy malignizalodasanak gyanujat nem vetette fel.

5.2.2. 2.sz. Prognosztikai vizsgalat: E-cadherin expresszio vizsgalata holyagrakban

Az 50 holyagrakos beteg koziil a rendszeres uroldgiai kontrollvizsgalatokon 40 jelent
meg, masik 10 betegnél kiillonb6z6 okok miatt nem volt teljes a kovetés, igy a tovabbiakban
40 beteg anyaganak adataival szamoltunk.

E-cadherin expresssszidé nem volt kimutathato (-) 13/40 (32 %)-ban. 25/40 (63 %)—ban

az E-cadherin expresszié megtartott volt, (+ vagy ++), a reakci6 intenzitdsa megegyezett a
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normal urothelével, (++) vagy megtartott volt, de a normal urothelhez viszonyitva
gyengébbnek bizonyult (+) (8. és 9. abra). Tovabbi két esetben az expresszid kétséges volt.
Két esetben, -melyek kordbbi szdvettani vizsgalattal invaziv tumorként szerepeltek,- a

metszetek revizidjakor invertalt papillomanak bizonyultak. Az E-cadherin expressziéo mindkét

esetben 3 erdsségii volt.

8. abra. pT1G1 hélyagtumor hematoxylin-eosin festés
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9. abra. pT1G1 hoélyagtumor E-cadherin vizsgalata + / pozitiv

Az E-cadherin expresszid erdssége és a tumor differencialtsaga, illetve stadiuma
kozott nem talaltunk szignifikdns Osszefliggést. Az expresszid csokkenése nem mutatott
Osszefiiggést a nemmel (férfiakban 30 %, nékben 34 %) sem.

2004-ben a késdbbi recidiva kialakulasat 40 betegnél vizsgaltuk és ezt 11 esetben (25
%) észleltiik, azonban a kontingencia analizissel itt sem talaltunk szorosabb Osszefiiggést az
E-cadherin expresszio erésségével.

Osszesen 18 beteg exitalt az elsé TUR-t kdvetd nyolc éven beliil, koziiliik 13 beteg ot
éven belil. 72 % (13/18) tumor mintdjadban az E-cadherin expresszié megtartott volt, (+, vagy
++) és csupan 27 %-ban (5/18) talaltunk csokkent expressziot. Az atlagos talélés sem mutatott

Osszefiiggést az E-cadherin expresszié mértékével (7.tablazat).
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5.2.3. 3.sz. Prognosztikai vizsgdlat: Claudin expresszio viltozdsdnak vizsgdlata

holyagrdkban
Immunhisztokémiai vizsgalatok

Eredményeinket a normal ham, gyulladdsos ham, hugyholyagrak sorrendben
ismertetjiik. A grafikonok adattabldja, a morfometriai és a statisztikai eredmények
megtalalhatok a fliggelék megfeleld tablazataiban.
Normal hugyholyag urothelium

A normaél urotheliumban a claudin-3, -5, -10 fehérje nem, vagy gyengén volt

kimutathat6 (10. abra).

claudin-3 claudin-5 claudin-10

10. abra. Normal ham
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A claudin-5 az erek és kapillarisok endotheljében mindig kimutathat6 volt (10. abra:
inzert), igy vizsgalatunk sordn, mint belsd pozitiv kontrollt is tudtuk alkalmazni a reakcio
megfeleld miikddésének igazolasara.

A claudin-1 er6s membranpozitiv reakcidt adott, mely a ham bazalis és parabazalis
rétegeiben kifejezettebb volt. A claudin-2 peri-membrandzus / citoplazmatikus reakciot adott

(11. abra).

claudin-1 claudin-2

11. abra. Normal ham
A claudin-4 és -7 er0s membran pozitivitdst mutatott (12. 4bra.). A claudin-4 a

hugyhodlyagham luminaris felszine felé erésebb reakciot adott. A claudin-7 a membran teljes

sz¢élességében azonos intenzitassal jelent meg.

claudin-4 claudin-7

12. abra. Normal ham
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Gyulladasos ham

A claudin-1 fehérje expresszid nem mutat eltérést a normal hdmhoz viszonyitva. A
claudin-2 fehérje expresszi6 emelkedett értéket ad a gyulladdsos hdmban, kiilondsen az
esernyOsejtekben a normal ham esernyOsejtjeihez képest (13. abra; fiiggelék: 17. és 18.

tablazat).

Normal ham: claudin-2 Gyulladasos ham: caludin-2

13. abra: Normal és gyulladasos ham

A claudin-4 és -7 expresszio szignifikdnsan csokkent a gyulladasos hamban a normal

hamhoz képest (claudin-4 p=0,0059; claudin-7 p<0,0001; fiiggelék 19. és 20. tablazat).

Hugyhoélyagrak

A hugyholyagrak kiillonbozo stadiumaiban (pTaG1—pT2G3) csokkent claudin fehérje
expressziot talaltunk mind a normal, mind a gyulladasos hugyholyaghoz képest (14. dbra).

A pT1G3-csoport eredményeit a pT1G3 nem recidivald és a pT1G3 recidivalo
csoportokba osztottuk be. A pT1G3-as csoport fehérje expresszidjat az 14. dbran illetve a
fliggelék 19. tablazataban, a pT1G3 nem recidivald és pT1G3 recidivald csoportét pedig a 15.

abran ¢s a fliggel€k 21. tablazataban szemléltetjiik.
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14. abra. A claudin fehérje expresszié valtozasa (adattabla: fiiggelék 19. tablazat)

12«‘

10 -

15. abra. CLDN fehérje expresszio valtozas, csoportbontassal (adattabla: fiiggelék 21.
tablazataban)
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A claudin-1 fehérje expresszio a pTaGl-estdl a pT1G2-es stadiumig novekszik, majd a
pT2-es stddiumban csokken (14. abra; fiiggelék: 19. tdblazat). A claudin-1 fehérje expresszid
szignifikansan kisebb a recidivaldé pT1G3-as csoportban a nem recidivalo pT1G3-as
csoporthoz képest (14. abra; fliggelék 21. és 22. tablazat).

A claudin-2 fehérje expresszio (lasd 14. abra, fiiggelék: 7. tablazat) emelkedett a
pT1G2-es tumorokban a pTaGl és a pT1G1-es tumorokhoz viszonyitva. A pT1G3 és pT2G3-
as hugyholyagrakokban a claudin-2 fehérje expresszid csokkent a pT1G2-es tumorokhoz
viszonyitva. A pT1G2-es tumorokhoz képest szignifikansan alacsonyabb claudin-2 mRNS
expressziot taldltunk a pT2G3-as daganatokban. A pT2G3-as tumorokban a pT1G3-as
recidivalo csoporthoz viszonyitva magasabb claudin-2 értéket talaltunk. A pT1G3-as csoport
¢s a pT2G3-as csoport kozott nem mutattunk ki szignifikans eltérést a claudin-2 fehérje
expresszidban (14. abra; fliggelék: 19. és 23. tablazat).

A pTaGl-es tumorokhoz képest a tobbi tumorstadiumban szignifikdnsan csokkent
claudin-4 expressziot talaltunk. A pT1G3-as csoportban a claudin-4 expresszi6 emelkedett
volt a pT1G2-es csoporthoz képest (14. abra; fliggelék 19. és 24. tablazat). A claudin-4
fehérje expresszid emelkedett a pT1G3-as recidivald csoportban a pT1G3-as nem recidivalo
csoporthoz viszonyitva. A pT2G3-as tumorokban a pT1G3 nem recidivalé és a pT1G3
recidivald csoporthoz képest is csokkent claudin-4 fehérje expresszidt taldltunk, mely
csokkenés kifejezettebb volt a recidivald csoporthoz nézve. A tobbi stadium kozott nem
talaltunk jelentds eltérést (15. abra; fliggelék 24. tablazat).

A claudin-7 fehérje expresszioban csokkend tendenciat lattunk a stadium és/vagy a
grade eldrehaladasaval parhuzamosan (TaG1—T1G3), majd az invazié megjelenésekor (pT2)
az expresszid novekedését fedeztiik fel a pT1G3-as csoporthoz viszonyitva. A pTaGl-es
csoporthoz viszonyitva a tobbi tumorstadiumban szignifikdnsan csokkent claudin-7
expressziot talaltunk (14. abra; fliggelék 19. és 25. tablazat). Az 6sszes pT1G3-as illetve a
pT1G3-as nem recidivald tumorokban szignifikdnsan csokkent a claudin-7 fehérje szintje a
pT1G1-es tumorokhoz képest (14. abra; fiiggelék 25. tdblazat). A claudin-7 fehérje expresszid
szignifikansan emelkedett a pT2G3-as tumorokban a pT1G3-as és a pT1G3 nem recidivalo
csoporthoz viszonyitva. A pT1G3-as nem recidivald és recidivald csoportok kozott nem

talaltunk szignifikans eltérést (15. 4bra; fliggelék 21. és 25. tablazat).
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RNS expresszios vigsgalatok

Normadl és gyulladdsos ham

CLDN10
CLDN7

~ CLDNS5
CLDN4

o CLDN3
D lexs
P SN CLDN2
- Pt . CLDN1
S e
P

16. abra. mRNS expresszios eredmények normal hamhoz viszonyitva (adattabla:

fiiggelék 26. tablazat)

A normadl ¢és a gyulladasos huigyhdlyaghdm claudin mRNS expressziojaban lényeges

eltérést nem talaltunk (16. abra; fiiggelék: 27. tablazat).

Hugyhdlyagrak

A pTaGl stddiumban, a normal hamhoz viszonyitva szignifikdnsan emelkedett
claudin-1 mRNS expressziot talaltunk. A claudin-1 mRNS expresszio a pTaGl-estdl a pT2-
esig fokozatosan csokken. A pT1G3-as recidivald tumorok a nem recidivaldo pT1G3-as
tumorokhoz képest, ellentétben a fehérje expresszioval emelkedett claudin-1 mRNS
expressziot mutatnak.

A claudin-2 mRNS expresszio szignifikdnsan emelkedett a norméal hamhoz
viszonyitva a pTaGl-es stadiumban. Egyéb vonatkozasban nem talaltunk lényeges eltérést a

claudin-2 mRNS expresszi6 valtozasaban.
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A claudin-3 mRNS expresszidban a normal hamhoz képest szignifikdnsan emelkedett
értekeket talaltunk a pT1G3-as és a pT2G3-as tumorokban. A pT1G3 nem recidivalo
csoporthoz képest csokkent claudin-3 mRNS expressziot mértiink a pT1G3 recidivalo
csoportban, mig a pT2G3-as csoportban a pT1G3 recidivald és nem recidivald csoporthoz
képest is csokkent expressziot allapitottunk meg. Ezen mRNS expresszids valtozasok a
fehérje expresszio vizsgalata sordn nem jelentek meg.

A claudin-4 mRNS expresszié esetében a normal hamhoz viszonyitva szignifikdnsan
emelkedett expressziot talaltunk a pT1Gl, illetve az ennél elérehaladottabb stadiumu
tumorokban. A claudin-4 mRNS expreszio a fehérje expresszidhoz hasonléan a pTaG1-estdl a
differencialtsag csokkenésével (G1—G3) fokozatosan ndvekszik, majd az invazid
megjelenésekor (pT2) csokken.

A claudin-5 mRNS expresszioban a fehérje expressziohoz hasonléan nem volt
kimutathat6 1ényeges eltérés az egyes tumorstadiumok kozott.

A claudin-7  mRNS-expresszi6  szignifikdnsan  emelkedett az  egyes
tumorokstddiumokban a normal hamoz képest. A claudin-7 mRNS expresszido a pTaGl-es
tumoroktol a grade és/vagy stadium novekedésével csokkend tendenciat mutat. A claudin-7
mRNS expresszid, szemben a fehérje expresszioval, a pT1G3 recidivalé csoportban
emelkedett a pT1G3-as nem recidivald tumorokhoz képest. A pT2G3-asban a pT1G3-as
recidivalo csoporthoz képest csokkent claudin-7 mRNS expressziot talaltunk.

A claudin-10 mRNS expresszio szignifikdnsan emelkedett a pTaG1 ¢és a pT1Gl-es
tumorokban, mely emelkedés nem volt kimutathaté fehérje szinten. A t6bbi stddiumban nem
fedeztiink fel eltérést a claudin-10 mRNS expresszioban a normal hdmhoz viszonyitva (16.

abra; fiiggelék: 26. és 27. tablazat).

6. Megbeszélés

A hugyhodlyagrak igen gyakori el6forduldst rosszindulati megbetegedés, vilagszerte
évente 200.000 1) esetet diagnosztizalnak férfiakban és 60,000-et nékben (149.). A holyagrak
ezzel a masodik leggyakoribb uroldgiai rosszindulati daganat. Szovettani tipusat tekintve a
malignomdk 94 %-a atmenetisejtes daganat. E tumorok felismerésének vezetd tlinete a
mikroszkopos és a makroszkopos vérvizelés. Napjainkban szdmos tumormarkerrel térténnek
vizsgalatok, melyekkel a jobb gyogyuldsi eséllyel kecsegtetd korai diagndzis felallitasa a cél.

Biztos szovettani eredmény a daganat transurethralis eltavolitasa, illetve méretétdl fiiggden,
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biopszidja utdn végzett hisztologiai vizsgalat soran adhatd. A tovabbi kezelés és varhatod
eldrejelzés nagymértékben fligg a daganat patholdgiai stadiumatol és differencialtsagi fokatol.
Alapvetden két nagy csoportot kiilonitiink el: a nem-izominvaziv (Ta, T1), és az izominvaziv
(T2-4) daganatokat. Az elébbi csoportot tovabb tagoljuk alacsony, kozepes és magas
kockazata (Tis, T1G3) esetekre (150).

A tumor stadiuma mellett fontos prognosztikai faktor a differencialtsagi fokozat. Mig
a nem-invaziv papillaris tumorok tobbségében alacsony (G 1-2), addig az invazivan novo
daganatok magas (G 3) fokozatiak. Az 6sszes nem izominvaziv holyagdaganat 10-20 %-a
azonban invaziv tumorrd alakul vagy metasztatizal. Szdmos kutatds célja a betegség
elorejelzését meghatarozd tovabbi klinikai, patoldgiai faktorok kimutatasa (151-157).
Amennyiben sikeriilne pontosabban megbecsiilni a betegség varhato lefolyasat, a magasabb
kockéazatli tumort hordozd betegek szorosabb kovetését vagy korabban torténd radikalis
miitéti ellatasat lehetne javasolni (158-160).

Az értekezés el6zd fejezeteiben a munkacsoportunk altal végzett uj diagnosztikai
eljarasok €s prognosztikai faktorok vizsgalatainak részleteit €s eredményeit ismertettiik.

A vizelet citologiai vizsgalatat szlirdvizsgélat jelleggel 1945 o6ta hasznaltdk a
holyagrak szempontjabol magas kockazatu személyeken. A noninvazivitdsabol szdrmazo
elénye mellett vizsgalofiiggdsége ¢és a differencialt daganatok esetében mérsékelt
szenzitivitasa az eljaras hatranya (161). Az elmult években szamos tumor markert, specialis
citologiai vizsgalatot fejlesztettek és probaltak ki a hodlyagdaganat kimutatdsdra. Ezen
eljarasok koziil a legtobb kozlés a BTA tesztrél, az NMP22-r6l, TPA-rdl, fibrin degradacios
termékekrol, telomeraz aktivitds mérésérol, a mikroszatellita analizisrdl és a fluoreszcens in
situ hibridizacidés modszerrdl (FISH) sziiletett (162-167). A vizelet citologiat és a cystoscopiat
teljes mértékben kivaltd modszer nem jott 1étre, de a vizsgéalatok kombinacidjaval magas
érzékenység ¢és specificitas érhetd el.

Tumor markereknek tekintiink minden olyan test azonos anyagot, amelynek
fejlodését, valtozasat. Jelenleg nincs olyan anyag, amely ezen kdvetelményeknek
maradéktalanul megfelelni képes.

A TPA az emberi raksejtek membranjdban termelddik és aktivan szekretalodik a
testfolyadékokba. Univerzalis tumor-asszocialt antigénnek tekinthetd, mivel a daganat
lokalizaciotol fliggetleniil emelkedett értéket mutat (145). Adolphs és Oehr egészséges,
kiilonb6z6 nem hdlyagdaganatos uroldgiai beteg €s 75 holyagdaganatos beteg széruméban és

vizeletében vizsgalta a TPA-t (168). JelentOs kiilonbséget talaltak egészséges és rosszindulata

68



holyagdaganatos betegek szérum TPA koncentracioja kozott. Magas szazalékban emelkedett
a nem-izominvaziv daganatok esetében is a TPA, a stadiummal korrelacidét azonban nem
talaltak.

Van Poppel és munkatarsai a TPA szérum szintjét az 6sszes Ta-T1 hdlyagtumoros
esetben normalisnak talalta, mig T2-T3 stadiuma esetekben 80 %-ban emelkedettnek. T4
stddiumban 1ill. kismedencei nyirokcsomo attétek esetében a betegek 86 %-ban volt
emelkedett a TPA (169). Tizzani és munkatarsai 67 holyagtumoros beteget vizsgalt és a TPA
érzékenységét 60 %-osnak talalta (170). Vogel és Oehr hasonld beteganyagon 90 %-os
szenzitivitast mutatott (171). Correale €¢s Arnberg 50 és 80 % kozotti érzékenységet mutatott
ki tiido, kolorektalis és holyagrakos betegekben is (172). Romics ¢s munkatarsai Ta-T1-es
holyagtumoros esetekben 57 %, T2 stddiumban 62 % és T3-T4 stadiumban 83 %-ban talaltak
a szérum TPA szintjét emelkedettnek (173). Szoros korrelaciét mutatattak ki a szdveti
differencialtsagi fokkal. Ecke ¢s munkatarsai 0sszehasonlitottdk a TPA, a HER-2/neu és a
urokinaz plazminogén aktivator szenzitivitdsat hatvan holyagrakos betegen és sorrendben 68,
87, 79 Y%-osnak talaltak (174).

Sajat eredményeink feldolgozésa soran a daganat stddiumaval tudtunk szignifikéns
Osszefliggést kimutatni, mig a daganat differencidltsdgaval nem mutatott szignifikanciat a
szérum TPA érték (164).

Jelenleg a TPA legnagyobb jelentségét a betegkOvetés soran latjak. Tobb kutato
szerint a marker értéke jol korreldl a betegség regresszidjaval, progresszidjaval. Schmidt és
munkatarsai elérehaladott holyagdaganatos betegek MVAC terapidja sordn észleltek a TPA
szint valtozasat a klinikai stddiummal parhuzamosan (175). Pectasides és munkatarsai €s van
Poppel egymastol fiiggetleniil a TPA szint monitorozasat hasznosnak talalta a hélyagrakos
betegek kovetésében (169,176). Spanyol kutatok 421 beteg vizsgalata és kdvetése soran arra a
megallapitdsra jutottak, hogy a TPA ¢értéke Osszefiigg a daganat stddiumaval,
differenciéltsagaval, nyirokcsomo statuszaval és a tavoli attétekkel, de nem alkalmas a
recidivak eldrejelzésére, nem hasznalhato a betegség prognodzisanak joslasara (177).

A fentiek alapjan a tissue polypeptid antigén 6nall6 alkalmazasa a holyagdaganatok
korismézésére ¢€s kovetésére nem elegendd. Az irodalmi adatok alapjan a betegség
kovetésében a diagnosztikai fegyvertar fontos része lehet, kiegészitve mas markerekkel, mint
az MNP 22, survivin, telomeraz, a mikroszatellita analizis, UroVysion.

Az UroVysion nevll, fluoreszcens in situ hibridizaciés modszert 2000-ben fejlesztették
ki és 2001. julius ota az FDA elfogadta az eljarast az urothelialis carcinomdk kimutatasara.

Halling ¢és munkatarsai 265 beteg vizeletének vizsgalatat végezték kozvetleniil
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cystoscopia elétt. Osszehasonlitottdk a BTA teszt, hemoglobin stix, telomeraz teszt és az
UroVysion eljaras érzékenységét és specificitasat (130). A négy modszer koziil az UroVysion
szenzitivitasat (81 %) és specificitasat (96 %) talaltdk a legmagasabbnak. Szenzitivités
szempontjabol a BTA teszt (78 %), mig a specificitas alapjan a telomeraz reakcio (91 %) volt
a kovetkez0 érzékenységli vizsgalat. Skacel és munkatarsai 120 beteg vizeletének fluorescens
in situ hibridizdcios vizsgalatdval a modszer érzékenységét 85 %-nak talaltdk (178).
Kiemelték, hogy a metddus a daganat jelenlétét 9 esetbdl 8 alkalommal a negativ vizelet
citologia mellett és in situ carcinoma esetén is jelezte. Bollmann és munkatarsai 47
holyagtumoros beteg esetében UroVysion modszerrel a kromoszoma eltérések sulyossaga €s a
betegség progresszidja kozott szoros 0sszefiiggést talaltak (131). Hajdinjak 14 centrum, 2477
Urovysion vizsgalatanak meta-analizisét elvégezve a modszer szenzitivitasat 72 % (69 %-75
%)-nak, specifitasat 83 % (82 %-85 %)-nak talalta (179).

Sajat vizsgalatunkban a modszer szenzitivitasat 87 %-nak, specificitasat 100 %-nak
talaltuk, ugyanakkor a talalt genetikai eltérések nem mutattak egyértelmii Osszefliggést a
progresszioval. A nagyobb méretii és/vagy sulyosabb grade-del bird esetekben jellemzden
konnyebb volt a diagnézis felallitdsa a diagnosztikai kritériumoknak megfeleld sejtek
nagyobb szdma miatt. A tumorsejtek fenotipusa esetenként nagyban egyezett a normaél
sejtekével (3. 4bra), ami jelzi a genetikai eltérések kimutatasa nélkiili, pusztin
vizeletcitoldgidra alapozott tumordiagnosztika korlatozott lehetdségeit (180).

Pécsi kutatocsoport az Urovysion diagnosztika tovabbi finomitasardl és a szenzitivitas
97,3 %-ra, illetve a specificitds 96,1 %-ra emelésérdl szamolt be. Modszeriik szerint a
vizsgalat el6tt immunhisztokémiai segitséggel kivalasztjak a citokeratin-7 pozitiv sejteket €s
csak ezeken a célsejteken értékelik az Urovisyon FISH vizsgalatot (181).

A daganatok keletkezésével ¢és progresszidjaval Osszefiiggd genetikai hattér
bonyolultsdgara utal, hogy az ,,alap”elvaltozéasok, a 9p21 delécio illetve a 3/7/17 multiplikacid
el6fordulasan tul egyes esetekben a 3/7/17-hez tarsulva 9p21 multiplikécio is megfigyelhetd
volt a daganatsejtekben (4. abra), mig maskor a 3/7/17 kromoszémék felszaporodasa 9p21
delécioval tarsult (3. abra). A 9p21 multiplik4cid valdszinlisithetden nem egy specifikusan a
9p21 régidt érintd amplifikacidt, hanem a 9-es kromoszéma megsokszorozodasat jelzi (a
genetikai / kromoszomalis instabilitas jeleként).

Az UroVysion modszer esetében a mintdk végso értékelhetéségét szamos tényezd
befolyasolhatja. Technikai problémak (nem iddben megkezdett feldolgozas, a sejtek tul
sokszori vagy til kevés mosasa, stb.), illetve maganak a vizeletmintdnak a sajatossagai (a

vizelet kémiai jellemz0i, a tumorokat gyakran kiséré gyulladas miatti massziv granulocyta-
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irités, bakteriuria, a vizelet iritésének idOpontja /reggeli elsé vizelet vagy forszirozott
folyadékbevitel utan napi masodik iirités/, stb.). A technikai feladatok megfeleld szervezéssel
¢s a metodika eldirasainak szigoru betartasaval jorészt kikiiszobolhetdek, azonban a vizelet
inherens jellemz6i gyakran értékelhetetlenné tehetik a mintat. fgy a tal sok granulocyta
massziv bakteriuria (7. abra), mivel ez esetben a leginkdbb Spectrum Gold tartomanyban
fluoreszkalo baktériumoknak a sejtekhez tapadasa gyakorlatilag lehetetlenné teszi a 9p21
jelek korrekt észlelését. Az éjszaka soran gyiild, koncentraltabb reggeli elsé vizeletben
feldusulhatnak a sejtek, ami kevés tumorsejt esetén kedvezd, de pl. a granulocytak feldusulasa
ronthatja a minta mindségét. Mindezeken til az értékelést végzd személy hozzaértése,
tapasztalata is kritikus tényezd lehet. Fontos példaul, hogy ne értékeljiink kromoszoma
multiplikdcioként egyes sejtek egymdsra csliszasabol adodd tobbszords jeleket. Ez utobbi
elkeriiléséhez elengedhetetlen a magfestés (DAPI) csatornajat is mindig kiilon gondosan
megvizsgalni. A vizeletmintdk valtozo mindségébdl adodo hibak kikiiszobolésében segithet és
tapasztalataink szerint nagyban képes csokkenteni az értékelhetetlen esetek szamat, ha mind a
reggeli elsd, mind a forszirozott folyadékbevitel utani napi masodik vizeletiiritésbdl szarmazd
mintan elvégezziik az UroVysion vizsgalatot.

Az UroVysion FISH modszerrel végzett vizsgalatok eredményeirdl elséként
szamolunk be hazankban. A kiilonleges kovetelményeknek megfeleld technika elsajatitasa
utan az eljaras érzékenysége és specificitdsa hasonloan alakult a sajat anyagunkban, mint a
nemzetk6zi kozleményekben megjelent adatok. Mind dnmagéaban, mind a vizelet citologiaval
kiegészitve kitind eredmények sziilettek. Ennek ellenére a moddszer a magas koltség és
1doigényessége miatt a hazai rutin gyakorlatban nem valdszini, hogy a kozeljovoben elterjed.
Jelenleg a cystoscopos vizsgalatot véglegesen kivaltani nem képes.

A molekuldris biologidban ¢és molekularis patologidban  torténd  fejlédés
nagymértékben befolyasolja a daganatkutatds és ezen beliil a holyagrakokkal kapcsolatos
vizsgalatokat is. A modszerek koziil a kozelmultban nagy jelentdséget kapott a genetikai
mikroszatellita analizis. A vizsgalatok alapjat az biztositja, hogy a gének kozt, illetve az
intronok kozt €s a promdter régidban is ismétlédd, 2-5 nukleotidbol felépiild, konzervativ,
Mendeli szabalyok szerint 6roklédd rovid DNS szekvencidk vannak. Ezek a mikroszatellita
régiok nagyon megdrzottek, az egyed minden sejtjében azonosak és mintazatuk csak koros
koriilmények kozott valtozhat meg a szovetekben. A mikroszatellita DNS szekvencidk
rovidiilése, eltlinése jelzi a szomszédos génteriiletek sériilését. A genomikai instabilitds, a

heterozigdtasag elvesztése (LOH) tehat jol vizsgalhaté a mikroszatellita marker analizissel.
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Az eltérések kimutatdsat magabol a tumorbdl is lehet végezni, de szerencsés esetben a
daganattal kapcsolatba keriilé testfolyadékok is alkalmasak a kimutatashoz (17,32,33). A
holyagrak esetében adodik a logikus feltételezés, hogy a vizelet vizsgalatanak segitségével
adjunk valaszt a daganat meglétére. Ehhez azonban ismerni kell azt a tényt, hogy a vizsgalni
kivant szovetbol vagy folyadékbol nagy tisztasagu genomikus DNS-re van sziikség. A
modszer eldnye, hogy a vizeletbdl valo kimutatds nem igényel invaziv beavatkozast, igy a
betegre nem jelent semmiféle kockazatot. A modszert jelenleg a rutin diagnosztikdban nem
hasznaljak, de a késObbiekben tobb teriileten is segitséget nyujthat. Lehetségessé valhat a
hasznalata, - mint tumor marker - a daganat kimutatasira panaszmentes, veszélyeztetett
populécidban. Segitséget nyujthat a diagndzisban a tiinetekkel orvoshoz forduld betegeknél.
Az ismert betegség kovetése sordn a recidivak minél kordbbi jelzésére, az alkalmazott
kemoterapia vagy sugarterapia eredményességének mérésére, a tumor varhato viselkedésének,
progresszidjanak meghatarozasa. Jelenleg a modszer érzékenységének és specificitdsanak
ndvelése, illetve az eredmények pontos felmérése a kutatasok célja. Sajat anyagunkkal ebben
a fejlédésben kivantunk segiteni.

Vizsgéalataink soran sikeriilt igazolni, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen a 9-es
kromoszéma rovid és/vagy hosszii karjan torténd allélvesztés a leggyakoribb genetikai
karosodas. 44 beteg mintainak feldolgozéasa soran a modszer a tumor szovetek 85 %-aban
talalt legalabb egy deléciot, mig a vizeletbdl torténd kimutatds érzékenysége 68 és 80 %
kozott valtozott attol fiiggéen, hogy a vizelet mely részét vizsgéltuk. A tumorban talalt
deléciok 67 %-a a vizeletben is kimutathat6 volt (182).

Sikertilt azt a feltételezésiinket igazolni, hogy a vizelet feliilisz6 sejtmentes DNS-ének
mikroszatellita analizisével magasabb érzékenység érhetd el, mint a vizelet iiledékkel (80 %
és 68 %). Igy a vizelet frakciok kiilon vizsgalatdval a modszer hatékonysaga javithatd volt.
Feltételezésiinket arra alapoztuk, hogy a feliiluszé vizsgalatakor tilnyomorészt a tumorbol
szarmazé DNS-t elemezziik. gy a vizelet iiledékénél, mely a holyagfal normalis lesodrodott
hamsejtjeit is tartalmazza, kisebb ardnyu egészséges DNS-szennyezddéssel zavarjuk meg a
vizsgalatot. A plazmabol a sejtmentes DNS kimutatdsat mar 1948-ban megvalositottak, de
olyan molekuléris technologidk és genetikai ismeretek nem alltak rendelkezésre, hogy a
diagnosztikdba ezt akkor beépitsék (183). 1977-ben Leon munkacsoportjanak sikertilt
igazolnia, hogy a szabad DNS tartalom a hasnyalmirigyrakos betegek szérumaban emelkedett
¢s ez a tumorbol szdrmazik (184). Ezutan a kutatdsok felgyorsultak és kimutattdk, hogy a
daganatokbol szarmazé DNS, természetesen a daganat tipusatol fliggden, kiilonbozo

szazalékban megjelenik a szérumban, a pleuralis folyadékban, a liqorban és a vizeletben is.
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Jelenlegi ismereteink szerint a DNS, a sejtek apoptdzisaval, illetve nekrézisaval jut a
keringésbe és egyéb testfolyadékokba (185-188).

A vizsgélatunk sordn természetesen a kiilonb6zd vizeletfrakciok mikroszatellita
analizisének specificitasara is valaszt kivantunk kapni. A specificitas a vizelet liledék esetében
volt kedvezdbb; 95 % a beteg kontrolloknal és 88 % az egészséges személyek vizeletét
vizsgalva. Ezzel szemben a vizelet feliiluszoban 80 és 81 %-os specificitas volt tapasztalhato.
Ez val6szinlileg azzal magyarazhatd, hogy az egészséges, illetve nem tumoros személyek
vizelet feliiliszdjaban alacsonyabb koncentracidban van jelen a DNS, ezért tobb az
amplifikacios hiba kovetkeztében hibasan pozitivnak mutatkozo 1okusz.

Miutan a vizelet feliilusz6 magasabb ¢érzékenységet biztosit tumor jelenlétében,
specificitdsa viszont alacsonyabb, a mar diagnosztizalt tumor monitorozasara valosziniileg a
vizelet feliiluszo6 alkalmazésa ajanlhatd, mig az elsé alkalommal torténd kimutatasra a vizelet
tiledék latszik alkalmasabbnak.

A tovabbiakban a prognosztikai vizsgalatokkal szerzett tapasztalatainkat részletezziik
az irodalmi adatok tiikrében. Elsdként az invertalt papillomaval operalt betegeink prospektiv
kovetését végeztiik.

Invertalt papilloma megjelenése a vizeletelvezetd rendszerben ritkan fordul eld. A
hugyholyagban diagnosztizalt Osszes daganat, beleértve a benignus és a malignus
elvaltozasokat is, 2,2 %-at teszik ki az invertalt papillomak (189). Mai napig kevesebb, mint
500 hugyholyag invertalt papillomar6él szamolt be az irodalom, de ezek tobbsége
esettanulmany ¢és csak 8 olyan publikdcio olvashatd, amely 10 esetnél tobbet vizsgal
(190,191). Szervezetinkben a leggyakrabban az arciiregben ¢és a felsd légutakban
talalkozhatunk invertalt papillomaval, de természetesen az itt észlelt daganatok felszinét nem
urothelialis ham boritja.

Az elnevezésében talalhatd papilloma sz6 jelezheti a vizsgald szdmara, hogy egy
joindulata elvaltozasrol van szo, de nagy beteganyagot elemzé kozlemény, amely ebben
hatarozottan allast foglal, kevés létezik. Az invertalt papillomék hossz tava kovetésével
kapcsolatosan még nem sziilettek I-es evidencia szintnek megfeleld eredmények.

Az els6 hugyholyag invertalt papillomat Paschkis kozolte 1927-ben, miutdn 4
betegben talalt, ,,adenomaszerti polipust” (23). Az invertalt papillomat, mint hisztopathologiai
fogalmat eldszor Potts és Hirst hasznalta 1963-ban (192). Az invertdlt papilloma
(atmenetisejtes papilloma, invertdlt tipus) a hugyholyag egy ritka, joindulati daganata. A
daganatot szabalyos, transitiocelluralis sejtek alkotjak, kis fészkekbe rendezédve, minimalis

sejt atipiaval. Az elvaltozast altalaban normal urothelium fedi. A két legfontosabb kérdés az
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invertalt papillomaval kapcsolatban a daganat kiujulasa és a malignizalédasa. Nagy
beteganyagot atfogd vizsgalat kevés talalhat6 az irodalomban, amelyekbdl korrekt valaszt
kaphatnank (190,191,193). A masik probléma a pontos, minden kétséget kizar6d szdvettani
diagno6zis meghatdrozasa. Sung ¢és munkatdrsai a 75 hugyuti, koztiik 67 holyag invertalt
papillomat kdvettek, atlagosan 68 honapig. Malignus elfajulast nem észleltek, egy betegiiknél
irtak le recidivat. Kovetkeztetésként a komplett reszekcid utan sziikségtelennek tartjak a
betegek szigoru, holyagraknak megfeleld protokolok szerinti kdvetését (194). Az elméletiik
genetikai alapjait is probaltak feltérképezni és mikroszatellita vizsgalatot végeztek 39 invertalt
papilloman. Eredményeik alapjan a heterozigotasdg elvesztésének ardnya a vizsgalt
kromoszomakon szignifikdnsan kisebb aranyu volt a holyagrakokhoz képest (194).

Eurdpai tanulmanyok kozott a legnagyobb betegszam Witjes ¢és munkatérsai
munkdjaban all rendelkezésiinkre, ahol 37 beteget kovettek atlagosan 34 honapig. Egy
betegnél talaltak 49 honappal az invertalt papilloma miitéte utan pTaG1 holyag tumort (191).
A férfi:nd arany 5,2:1 (31:6). Az atlagos életkor 60,3 év volt tanulményukban. A két
leggyakoribb tiinet a haematuria (43 %) és a nehézvizelés (23 %) volt. A daganat, mely
mérete néhany millimétertdl 3 centiméterig terjedt 67 %-ban a hodlyagnyakon vagy a
trigonumon, 13 %-ban az oldalfalon és 13 %-ban a prosztatikus hugycsében helyezkedett el.
Miutan az invertalt papillomat normal urothelium fedi, a citologiai vizsgalatot bar elvégezték,
minden esetben normal eredményt hozott. Witjes végkovetkeztetése szerint, amennyiben
biztos a szdvettani diagnozis felesleges a hosszl tavi, szoros ellendrzése a betegeknek. Japan
szerzOk 20 éves anyagukban 35 invertalt papillomat talaltak, szintén erds férfi dominanciaval
(31:4) (190). Két betegiiknél egy iddben hugyholyagrakot is diagnosztizaltak és masik két
betegiiknél 16, illetve 30 honap mulva az invertalt papilloma kigjulasat észlelték.
Kovetkeztetésiik alapjan a kiGjuldsra és malignizalodasra hajlamos invertalt papillomat
minimun két évig tgy kell kdvetni, mint egy alacsony grade-ii transitocellularis carcinomat.
Hasonldan szoros és cystoscoppal vald ellendrzést javasolnak Castello és munkatérsai. Ezt
azzal indokoljak, hogy 16 invertalt papillomés betegiik kozott két alkalommal is talaltak a
kovetés soran holyagrakot (197). Kobayashi 9 beteget figyelt meg és nem mutatott ki
recidivat vagy hdlyagrakot (195). Nyolc esetben a holyagnyakon volt a tumor, egy
alkalommal a holyagfalon. A makroszkopos kép alapjan egy daganatot irtak csak le papillaris
tipusunak. Szovettani feldolgozas soran megkiilonboztettek glandularis, trabekularis és egy
kevert csoportot. Marquez Moreno a hugyhdlyag multiplex invertalt papillomatézisanak egy
esetét kozolte (197). Néhany esetben leirtak az invertalt papillomat a fels6 hugyuti traktusban
¢s a disztalis hugycsdszakaszban is (190,191,198-200). A témaban az els6 hazai publikacio
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Kisbenedek és munkatarsai munkajaként jelent meg, mely dolgozat legnagyobb értékét az
adja, hogy a hat eset kozott egy vesemedence invertalt papilloma is volt (200). Szapanidinisz
¢s munkatarsai a Szent Janos Korhazbdl négy invertdlt papilloma klinikai és szdvettani
jellemzdit ismertetik, melyek koziil az egyik esetben szinkron hoélyagrékot, mig egy madsik
betegnél ugyanazon holyagelvaltozasban invertalt papillomat és atmeneti sejtes karcindmat is
felfedeztek (201). A rovid 6-12 honapos kovetési id6 alatt recidiva nem kovetkezett be.

Sajat eredményeink alapjan,- bar ebben, mint a fentiekben lathaté az irodalom nem
foglal teljesen egyforman allast,- az invertalt papilloméval kezelt betegek kdvetését a primer
pTa G1 holyagrakoknak megfeleléen ajanljuk. Ennek megfelelden vizelet iiledékvizsgalat és
hasi ultrahangvizsgalat javasolt az ellendrzések soran (202).

Az E-cadherin az egyik leggyakrabban vizsgalt sejtadhézios molekula. Az adhézids
molekuladk szerepe a daganatokban Osszetett, mivel expresszidjuk valtozasa befolyasolhatja a
tumorsejtek motilitasat, ezaltal segithetik metasztazisok kialakuldsat (203-207).

Az E-cadherin a cadherinek csaladjaba tartozo, Ca2+-dependens sejtadhézids
molekula. Az epithelidlis sejtek felszinén expresszalodva, homolog, zipp-zar szerlien
kapcsolodva alkotja a zonula adherensnek nevezett sejtkapcsold struktirat. A molekula
intracellularisan a sejtek aktin filamentumaihoz rogzitett, egy tobb komponensbdl allo
fehérjekomplexum révén. A hamszovet integritdsanak biztositdsan tul szerepet jatszik a
neuruldcid folyamataban, mivel az ectodermardl lefiiz6dé sejteken expresszioja csokken
(208).

Az E-cadherint tumor szuppresszorként emliti az irodalom, bar az adhézidés molekulak
patofiziologiai szerepe ellentmondasos. Jelenlétiik akadalyozza a tumorsejtek alapszovetbol
torténd kivalasat, igy csokkenti motilitdsukat, ugyanakkor paradox modon elényds lehet tavoli
metasztazisok kialakuldsa szempontjdbdl. Az E-cadherin immunhisztokémiai kimutatdsa
egyes tumorok esetében komoly differencidldiagnosztikai jelentéségii (pl. ductalis / lobularis
emldcarcinoma). Az expresszié elvesztése ugyanis gyakori a tumorokban és szerepet jatszhat
azok progressziojaban. Bizonyos esetekben az expresszid helyreallithatd D3-vitamin
adagolassal (203-207).

Az E-cadherint a CDH1 gén kodolja, mely a 16-os kromoszéma hosszl karjanak 22.1-
es lokuszan helyezkedik el (16922.1). Expresszidjanak elvesztése tobbféle modon
kovetkezhet be: a molekula expresszidjanak szabalyozadsi zavara utjan, génmutacidval
(delécid, pontmutécio), illetve promoterének hipermetilacidjaval. A CDHI gén promoterének
hipermetilacidja és az abnormadlis E-cadherin expresszid kozott Osszefliggés mutathato ki

egyes szerzOk szerint (209-214). Cai és munkacsoportja az E-cadherin mRNS expressziojat

75



vizsgalta 30 holyagrakos betegen, akiket 12 évig kovettek. Eredményeik alapjan szignifikans
Osszefliggést talaltak a daganat stadiumaval (p=0,02) és differencialtsagaval (p=0,08).
Tobbvaltozos statisztikai analizis soran az E-cadherin mRNS expresszidjanak valtozasat
fiiggetlen prognosztikai tényezének talaltdk a daganatspecifikus talélésben (215).

Sajat vizsgalataink alapjan az E-cadherin expresszidonak nincs kimutathato
Osszefiiggése a tumor fokozatdval, klinikai stadiumaval, ill. a hosszu tava taléléssel (216).
Ezen adatok némiképpen ellentmondanak més munkacsoportok altal megallapitottakkal,
megjegyzendd azonban, hogy szinte minden munkacsoport mas eredményre jut az E-cadherin
expresszio, a tumor stadium, grade, ill. talélés adatainak értékelése soran (59-63). Nagy,
atfogo vizsgalatra joval tobb beteg adatainak elemzésére lenne sziikség egy végsd konkluzio
eléréséhez.

Harmadik prognosztikdval és egyben a hodlyagrdk carcinogenezisével foglalkozo
vizsgédlatunk a claudinok szerepének vizsgéalata volt. A norméal hdmban a claudinok
extracellularis hurkait a TJ egyéb struktirai elfedhetik, ezért nem vagy nehezen mutathatoak
ki immunhisztokémiai modszerrel, még akkor is, ha e fehérjék magas szinten vannak jelen a
sejtben. A normal hammal szemben a tumoros szovetekben a TJ atstrukturalodasa kovetkezik
be, melynek soran megvaltozhat a claudinok elhelyezkedése, illetve a claudin fehérje
mennyisége is. A TJ-0k atstrukturalédasa soran a claudinok extracellularis hurka a claudin
antitestek szamara hozzaférhetové valhat (217).

A gyogyszeres terdpia sordn léteznek olyan specifikus modszerek, mint az antitest-
alapu terapia, amely segitségével jelentésen csokkenthetéek a konvenciondlis kemoterapia
soran jelentkezd mellékhatasok. A mai onkoldgiai gyogyszeres kutatasok eredményeként
egymads utan jelennek meg a kiilonb6zé daganatokra specifikus monoklonalis ellenanyagok,
illetve célzott bioldgiai fegyverként alkalmazhat6 tirozin-kindz receptor-gatldo hatéanyagok.
Offner és munkatarsai felvetik, hogy a claudin ellen irdnyul6 antitesteknek is lehetne hasonld
szerepiik a daganatok kezelésében (217). A jelenlegi kereskedelmi forgalomban elérhetd
claudin ellenes antitestek a claudinok intracellularisan elhelyezkedd karboxi-terminalisahoz
kotddnek, ezért az immunhisztokémiai reakcid, az antitest bekdtddése csak mesterséges
antigénfeltaras vagy sejtlizis, nekrdzis esetén johet létre. A claudinok extracellularis hurkait
felismerd antitestek kifejlesztésével jelentds elérelépést lehetne elérni a claudinok, mint
terapias célpontok felhasznalasanak tertiletén.

A Clostridium perfringens enterotoxinjardl (CPE) mar tobb mint 15 éve ismert, hogy
emlds sejteken gyors, direkt citolizist okoz (218). A kozelmultban a claudin-3-at és -4-et a

CPE receptoraként irtak le (219, 220).
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A claudin-3 és -4 overexpresszalt ovaridlis karcinomaban. Az ovarialis karcindéma
doézisdependens citotoxikus  visszahatassal reagdl a CPE kezelésre. Xenograft
egérkisérletekben a CPE-nek szignifikans gatld hatasa volt a tumorprogressziora, valamint a
tulélés jelentdsen meghosszabbodott (121).

Normal prosztatahamban a claudin-3 és -4 expresszios szintje magas, prosztatarakban
viszont csak a claudin-3 szintje marad magas. Ez a tulajdonsag az androgénhormon fiiggetlen
csontmetasztazis tumor sejtjein is kimutathato, igy a claudin-3 0j potencialis terdpias célpont
lehet a prosztatarak kezelésében (90).

Hasnyalmirigy tumorok tobbségében, hasonldan a tobbi gasztrointesztinalis tumorhoz
a claudin-4 expresszio szintje emelkedett. A CPE-val torténd kezelés akut dézisdependens
citotoxikus hatast valt ki, mely hatas kizarolag a claudin-4 pozitiv sejteken az expressziod
mértékétdl fliggd valaszt valt ki. A pancreas tumor egér xenograft modellben a CPE
injektalasa tumor lizist okozott (222).

Sajat vizsgalatunk soran a claudin-3 nem, vagy csak gyengén volt kimutathatd. Ebbol
kifolyolag a claudin-3 nem lesz terapias célpont a hugyhodlyagrak antitest-alapu kezelésében.
A claudin-4 azonban, mely fehérje és mRNS szinten is detektalhatd volt, szoéba jon, mint
lehetséges terapids célpont. Boireau és munkatarsai leirtdk, hogy a progresszio elején, a
differencialtabb tumoroknal tulexpresszalodik a claudin-4, majd az anaplasztikus/izominvaziv
hugyhodlyagrakokban jelentds csokkenés kovetkezik be a claudin-4 expresszios szintjében.
Kutatasaik soran vizsgaltdk még a claudin-1-et illetve -7-et, de e fehérjék expreszidjdban nem
talaltak Iényeges eltérést a kiilonbozd differencialtsagl tumorok kozott. A hugyhdlyagrakokat
két részre osztottak fel: jol differencialt illetve anaplasztikus/izominvaziv tumorokka. (223).
Ezzel szemben vizsgalataink soran 8 kiilonbdzd csoportot elemeztiink. Osszesen 6 tumor
stddiumot illetve normal és gyulladasos hamokat hasonlitottunk dssze a claudin-1, -2, -3, -4, -
5, -7, -10 expresszi6 tekintetében (104, 224).

Eredményeink alapjan a gyulladdsos €és a normal hugyholyagham kozott sem fehérje-, sem
mRNS-szinten nincs 1ényeges eltérés a claudin-1, -3, -5, -10 expresszioban. A normal
hiagyholyaghdm és a htigyholyagrak stddiumai eltérd claudin expressziot mutatnak.

A claudin-2 fehérje expresszio a gyulladdsos hamban atrendezddik és emelkedett értéket
mutat a gyulladasos ham eserny6sejtjeihez képest. Ez alatamasztja, hogy a claudin-2 fehérje
megjelenés a hamban az ateresztoképesség megndvekedését eredményezi (225,226,227). A
claudin-3, -5, -10 wvaldszinlileg nem jatszik lényeges szerepet a hugyholyagrak

progressziojaban.
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Vizsgalatunk alapjan a pT1G3 szovettani stddiuma a claudin expresszid és a
recidivahajlam tekintetében is koztes helyet foglal el a pT1G2 és pT2G3 tumorok kozott. A
pT1G3-as betegek heterogén csoportot alkotnak a claudin expresszio €s a biologiai viselkedés
tekintetében. A nem recidivalo, illetve a recidivaldé pT1G3-as tumorok eltérd claudin
expressziot mutatnak. A claudin-1 csokkent expresszidja egyiitt jar a recidivahajlam
novekedésével. A claudin expresszido, mint prognosztikai faktor vizsgalata lehetdség
nyUjthatna a pT1G3, malignus nem-izominvaziv tumorok pontosabb besoroldsara és igy a
megfeleld korszerli terdpia kivalasztasara. Jelen dolgozat esetszdménak novelésével a
statisztikai adatok megerdsithetdek.

Vizsgalatunk alatamasztja azt a feltételezést, miszerint a tumorok kialakuladsa, a tumor
progresszio sordn a sejtkapcsolo-struktirak atalakuldsa, fellazuldsa kovetkezik be. A claudin
expresszid valtozasabol arra kovetkeztetiink, hogy szerepiikk lehet a hugyholyagrak
karcinogenezisében. Az mRNS-, illetve a fehérje expresszios értékek nem mindenhol azonos
iranyban valtoznak a tumor progresszid soran. A pT1G3-as csoporton beliil a claudin-1
fehérje expresszio kisebb a recidivald csoportban a nem recidivalé csoporthoz képest, mig az
mRNS expresszidé magasabb. A claudin-3 mRNS expresszio emelkedett a pT1G3 és pT2G3 -
as tumorokban, mely valtozds nem jelent meg fehérje szinten. A claudin-4 expresszid
hasonloan valtozik fehérje és mRNS szinten is. A claudin-5 expresszids szintjében nem volt
kimutathat6 jelentds eltérés, sem fehérje sem mRNS szinten. A claudin-7 fehérje expresszio a
pT1G3-as tumorokon beliil csokken a recidivald csoportban a nem recidivald csoporthoz
képest, mig az mRNS expresszio szintje emelkedett ugyanezen vonatkozéasban. A claudin-10
mRNS szintén emelkedett volt a tumor progresszio kezdetén (TaG1, T1G1), mely emelkedett
érték fehérje szinten nem mutatkozott. Az mRNS és fehérje expreszios értékek eltérése
egyrészt felveti a claudin fehérje expresszid poszttranszlacios szabalyozasanak lehetdségét,
masrészt az adatok arra utalhatnak, hogy a karcinogenezis soran komplex patobioldgiai
folyamatok zajlanak, melyek sordn egyes stadiumokban a sejtadhézié fellazulasa, masokban a
sejtadhézid szorosabba valasa kovetkezik be. A folyamatoknak szerepiik lehet az invazio
kialakuldséban, a bioldgiai viselkedés meghatarozasaban, illetve az attétképzésben is.

A tovabbi vizsgalatok célja kibOvitett anyagon a claudin expresszid részletesebb
vizsgalata a hugyholyagrakban, a claudinok pontos prognosztikai szerepének tanulmanyozasa

érdekében.
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. Kovetkeztetések

A szérum szoveti polipeptid antigén (TPA) értéke szignifikdnsan magasabb az
izominvaziv holyagrakok esetében, a nem-izominvaziv csoporthoz képest.

A daganat differencialtsagi foka és a szérum TPA szint kozott nincs szignifikdns
Osszefiiggés.

A TPA tumor marker 6nallo alkalmazasa a holyagdaganatok korismézésére €s kovetésére

nem elegendo.

A holyagrak vizeletbdl valo kimutatasara kifejlesztett UroVysion vizsgalat soran végzett,
fluoreszcens in situ hibridizaciés modszer (FISH), egy nem invaziv, kitlind specificitast
(100 %) és magas érzékenységli (87 %) metodika.

A vizsgalat soran alnegativ eredmény csak a nem-izominvaziv pTa stadiumban sziiletett.
A vizeletmintdk valtozd mindségébdl adddd hibak kikiiszobolésében csokkenti az
értékelhetetlen esetek szamat, ha mind a reggeli els6, mind a forszirozott folyadékbevitel
utani napi masodik vizeletiiritésbdl szarmazo mintan megtérténik az UroVysion vizsgélat.
A modszer kitind eredményei ellenére, az ara és a munkaigényessége gatat szab az

elterjedésének.

A vizeletbdl torténd mikroszatellita allélvesztés szintén egy érzékeny, nem invaziv
modszer a huigyholyagrak kimutatasara.

A vizelet feliiliszobdl a sejt-mentes DNS-en elvégzett vizsgalatok nagyobb érzé¢kenységet
biztositanak a modszer szamara, mint a vizelet iiledékbdl torténo kimutatas.

Jelenleg a fenti modszerek kitlind eredményei ellenére a cystoscopiat véglegesen

kivéltani nem képesek.

Az invertalt papilloma egy joindulata elvaltozas, de nagy beteganyagot elemz6
koézlemény, amely ebben hatarozottan allast foglal a mai napig kevés 1étezik.
Az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan, a betegek kovetését a primer pTa Gl

hélyagrakoknak megfelelden ajanljuk.

Az E-cadherin, sejtadhézidés molekula holyagrak carcinogenezisében elfoglalt szerepének

vizsgalata soran nem mutattunk ki Osszefiiggést az E-cadherin expresszidja és a tumor
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fokozata, a klinikai stadiuma, a betegek neme, a daganat kiujulasa ill. a hosszl tava tulélés
kozott.

e Miutan kiilonb6z6 munkacsoportok mas-mas eredményre jutottak, tovabbi nagy, atfogod
vizsgalatra, joval tobb beteg adatainak elemzésére van sziikség egy végsé konklazid

eléréséhez.

e A gyulladasos és a normal hugyholyagham kozott a claudin expresszidoban nincs 1ényeges
eltérés.

e A claudin-2, -3, -5, -10 valosziniileg nem jatszik Iényeges szerepet a hugyhdlyagrak
progressziojaban.

e A progresszi6 eldrehaladtaval a claudin-1, -4, -7 mRNS expresszidja a pT2 allapotban a
pT1G2-G3 allapothoz képest csokken, mig a claudin-2, -3 és -10 mRNS expresszidja no.

e A claudin-1, -4, -7 fehérje expresszid az invazidé megjelenésekor /pT2/ csdkken.

¢ A claudin-4 tlinik a legigéretesebbnek a célzott terapidk szempontjabol.

e A pTIG3 a claudinok szempontjabdl is koztes stddiumnak tiinik a pT1G2 és pT2G3
tumorok kozott.

e A pT1G3 staddiumon beliil, a recidivald esetekben a claudin-1, -4, -7 fehérje expresszioja
magasabb, mely kimutatisa segitheti a terdpias dontést ezen kiszamithatatlan viselkedésii
csoportban.

e Tovabbi, nagyobb elemszamot tartalmazo vizsgalatok sziikségesek a claudinok

karcinogenezisben valo szerepének pontos tisztazasara.

=]

. Osszefoglalas

A holyagrak a masodik leggyakoribb wuroldgiai rosszindulati daganat, mely
eléfordulasa vilagszerte novekszik. A sikeres terapia kozponti kérdése a korai diagnosztika és
a prognosztikai faktorok korszerli értékelése, ezeken keresztiil a tovabbi terapids 1épések
indikacidja. Jelen értekezésben célul tliztiik ki a holyagrak korai felismerésére bevethetd
modszerek, tumor marker és genetikai vizsgalatok klinikumban valo alkalmazasat és a
holyagdaganat prognosztikaja felé¢ iranyuld ajabb ismeretek és Osszefliggések feltérképezését,
a holyagrakok finom szdveti struktaraja és a betegek tulélése, illetve a betegség recidivdja
kozott. A tumor marker vizsgalatok soran a szérum szdveti polipeptid antigént koncentraciot

elemeztik a kiilonb6z6 stadiuma és szoveti differencialtsagu hodlyagrakos betegeken,
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Osszehasonlitva kontrollcsoportokon. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy bar az
izominvaziv folyamat soran a koncentracioja emelkedik, de a daganat felismerésére, a
betegség sziirésére, mint klasszikus tumor marker hasznalata nem elégséges. A molekularis
diagnosztikat segitségiil hivo, két kromoszomalis eltéréseket detektalni képes modszert
teszteltiink ¢és hatékonysaguk novelésére torekedtiink. A hdlyagrak felderitésére, mind a
fluoreszcens in situ hibridizacios modszer, mind a mikroszatellitak vizeletbdl vald kimutatasa
kitlind vizsgalatnak bizonyult. A FISH vizsgalatok soran megéllapitottuk, hogy ha mind a
reggeli elsd, mind a forszirozott folyadékbevitel utani napi masodik vizeletiiritésbdl szarmazo
mintan megtorténik az UroVysion diagnosztika, pontosabb eredményeket kapunk, de a
kisméretli pTaG1 szovettani stadiumt holyagrakok esetén még igy is bizonytalan a vizsgalat
eredménye. A mikroszatellita vizsgalatok sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
vizsgalat érzékenységét tovabb lehet ndvelni, ha a vizelet feliiluszobdl a sejt-mentes DNS-en
végezziik el a kimutatast. Végsd kovetkeztetésként megallapithato, hogy a fenti modszerek
kitind eredményei ellenére az invaziv cystoscopiat végleg kivaltani jelenleg még nem
képesek. A hugyholyagrak prognosztikai vizsgalatai sordn az invertdlt papillomaval
diagnosztizalt betegeket prospektiv kdvetését végeztiik. A betegség kitijuldsat nem észleltiik,
a tizenkét beteg koziil egy férfiban alakult ki a kdvetés soran holyagrak. Annak ellenére, hogy
egyértelmii, elsd szintli evidencia (IA/IB), még nem foglal allast a betegek kovetését illetden,
az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan a primer pTaGl hoélyagrakoknak
megfelelden ajanljuk. A tovabbi prognosztikaval, karcinogenezissel foglalkozé munkdink
soran az egyik legfontosabb sejtadhéziés molekula, az E-cadherin expresszid erdsségét
vizsgaltuk holyagrakos betegek szdvettani metszetein. Mas munkacsoportoktol eltérve nem
talaltunk szignifikans Osszefiiggést a daganat stddiumaval, differencialtsagi fokaval, recidivak
szamaval és a betegség tulélésével. A tight junction transzmembran fehérjéi kozé tartozo
claudinoknak tobb daganat kialakuldsaban is szerepet tulajdonitanak. Vizsgalataink soran
feltérképeztik a normal huagyhoélyag urothelium, gyulladdsos hugyhdlyagham ¢és a
hugyholyagrak kiilonb6z6 patoldgiai stadiumainak claudin expresszids mintazatat. A feltart
adatokkal kozelebb kivantunk keriilni a sejtkapcsold strukturdk és ezen beliil a claudinok
szerepének megértéséhez a hugyholyagrak kialakuldasaban és progresszigjaban. Az
izominvaziv stadiumokban, a progresszidé eldrehaladtaval a claudin-1, -4, -7 mRNS
expresszioja €s a fehérje expresszidja is csokken. Ismert tény, hogy a pT1G3 daganat kiilon
entitast képez a holyagrakok kozott. Amennyiben a pT1G3-as carcinoma prognézisat, invaziv
képességét elére meg lehetne josolni, tobb betegnél érnénk el idében kurativ beavatkozast. A

pT1G3 a claudinok szempontjabdl is koztes stadiumnak tinik a pT1G2 és pT2G3 tumorok
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kozott. A pT1G3-on beliil, a recidivald esetekben a claudin-1, 4, 7 fehérje expresszidja
magasabb, mely kimutatasa segitheti a terapias dontést ezen kiszadmithatatlan viselkedést
csoportban. A jelenlegi onkoldgiai gyogyszerkutatasok célja, hogy kevesebb mellékhatéssal
rendelkezd, daganatra specifikus készitményeket sikeriiljon eléallitani. Ez akkor lehet sikeres,
ha a daganatsejteken 1év0 célpontokat megtalalni képes gyogyszer komplexet alakitanak ki. A
holyagrak claudin mintadzatanak leirasa utan, a claudin-4, mely fehérje és mRNS szinten is

detektalhat6 volt igéretes terapias célpontnak tiinik a tovabbi kutatasok alapjaihoz.

9. Summary

Bladder carcinoma is the second leading malignant tumor in urology and it is getting
more and more common in all over the world. The central query of the successful therapy are
the early diagnostics, up-to-date valuation of the prognostical factors and with the help of
these further indications of therapeutic steps. The goal of this thesis was to introduce the
application of different methods for early clinical diagnostics such as genetic investigations,
tumor markers and connections between the tissue structure of bladder cancer and the survival
rate of the patients which are heading for the prognostication of bladder cancer. In the case of
our tumor marker investigations, we analyzed the serum polypeptide antigene concentration
in tumors with different tissue structure and in dissimilar stage and we made them compared
with data from controlling groups. Summing up our experiments, we came to the conclusion
that, however, the tumor marker concentration rises in muscular invasive processes, it is not
sufficient as a classical marker for recognizing and screening of tumors. As for the molecular
diagnostic tools, we developed two methods capable of recognizing chromosomal differences,
moreover, we also aimed at increasing their efficiency. Both the fluorescent in situ
hybridization method and the detection of microsatellites from urine samples considered as an
excellent investigation methodology.

In the course of FISH experiments the followings were realized: if the UroVysion
diagnostic are done both with the first urine per day and with the second which is a
consequence of the forced fluid intake, we could get more accurate data, however, in the case
of little histological bladder tumors in stage pTaGl the results still remain uncertain.
Concerning the investigations with microsatellites, we realized that the sensitivity of the
check could further be increased with analyzing the DNS without cells only from the
supernatant of the urine probes. As for the final conclusion, despite the above mentioned

methods possessing excellent results, they are unable to take cytoscopy out from everyday
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practice. Patients diagnosed with inverted papilloma were followed up prospectively at
prognostic medical checks and no renewal were detected but unfortunately bladder cancer
occurred in a male patient among the twelve patients we treated. In spite of having no primary
evidence (IA/IB) on taking stand on the follow-up of patients, we suggest that follow-up
based on literature data according to pTaG1 bladder cancer. For our further investigations
dealing with prognostics and carcinogenesis, we examined the strength of the E-cadherine
expression, which is one of the most important cell adhesive molecule, in tissue intersections
from patients with bladder tumor. Opposite to the results of other work groups, we found no
significant correlation among the stage and grade of differentiation of tumor, number of
recidives and survival of patients. In oe hand, the claudines, which are fall under the tight
junction transmembrane proteins, are suspected to have a share in developing many tumors.
During our expreiments, we discovered the caludine expression pattern of normal vesical
urothellum, of inflamed vesical tissue and of different pathological stages of bladder cancer.
With these data we aimed at getting further to the role of cell-linking structures especially the
role of claudines in the development and progression of bladder carcinoma. In the other hand,
both the mRNS and protein expression of claudine-1, -4, -7 decrease in parallel with the
progression in muscular invasive cases. Anyway, it is well known that tumor type pT1G3
creates an own entity among bladder tumors. Should the anticipating and invasive ability of
pT1G3 carcinoma be estimated ahead, we could achieve curative intervention in more patients
on time. As for stage pT1G3, it seems to be an internal stage between pT1G2 and pT2G3
tumors and in recidival cases the proteine expression of claudine-1, 4, 7 is higher. That
expression result could be the help with making correct therapeutic decisions in case of this
inestimable group of carcinoma.

The goal of recent medical research is to develop medicines with less side effects and
with more specificity for different kinds of tumors which would really be successful if
molecular complexes could be synthesized with target points appropriate also for tumor cells.
After having the pattern of claudine in bladder cancer been discovered, the claudine-4, which
were detected both in mRNS and protein layer, seems very promising therapeutic target for

the basic of further laboratory works.
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10. Fiiggelék

17. Tablazat: Esernyésejtek CLDN-2 fehérje expresszidja

norm gyull
mean 4.975 7.078

18. tablazat: Normal és gyulladasos esernydsejtek CLDN-2 fehérje expresszidjanak

osszehasonlitasa

p érték Gyull
Norm. 0.4460

19. tablazat: Fehérje expresszios kozépértékek

CLDNI | CLDN2 | CLDN4 | CLDN7
Normal | 10,95 8,37 21,45 49

Gyulladas | 8,77 8,324 12,27 27,32
TaGl 2,629 | 03435 | 9,864 10,73
TIG1 2279 | 0,4419 44 7,168
TIG2 3,965 1,309 4,296 5,778
TIG3 1,66 0,8025 | 7,665 4271
T2G3 1,723 | 0,9028 | 4,805 6,347

20. tablazat: Gyulladasos ham viszonyitva a normal hamhoz

CLDNI | CLDN2 | CLDN4 | CLDN7
pértek | 0,6907 | 0,5798 | 0,0059 | <0,0001

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)
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21. tablazat: Fehérje-expressszios kozépértékek 2.

CLDN1 |CLDN2 |CLDN4 |[CLDN7
Normal 10,95 8,37 21,45 49
Gyulladas 8,77 8,324 12,27 27,32
TaGl 2,629 0,3435 9,864 10,73
T1Gl1 2,279 0,4419 4,4 7,168
T1G2 3,965 1,809 4,296 5,778
T1G3Nrec 3,662 0,7773 5,671 5,751
T1G3Rec 0,3836 0,8151 8,661 3,346
T2G3 1,723 0,9028 4,805 6,347

22. tablazat: CLDN-1 fehérje expresszio valtozasanak osszehasonlitasa *

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)

CLDN-1 TaG1 T1G1 T1G2 T1G3 T1G3Nrec | TIG3Rec
TiGI 0.3659
Ti1G2 0.1543 0.2025
T1G3 0.0013 0.0091 0.0091
T1G3Nrec 0.0076 0.0380 0.0302 0.0058
TI1G3Rec | P<0.0001 | P<0.0001 | P<0.0001 0.0058
12G3 0.7875 0.6189 0.0612 0.1703 0.2551 P<0.0001

*A vastagon jelolt csoporthoz viszonyitva a dolt értékeket

23. tablazat: CLDN-2 fehérje expresszio valtozasanak osszehasonlitasa *

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)

CLDN2 TaGl1 T1G1 T1G2 T1G3 | T1G3Nrec | T1IG3Rec
TiGI 0.1027
TiG2 P<0.0001 | P<0.0001
Ti1G3 P<0.0001 | 0.0059 0.0542
T1G3Nrec | 0.0011 0.0643 0.1164 0.7487
TIG3Rec | P<0.0001 | 0.0104 0.0753 0.7487
72G3 0.1923 0.9728 0.0004 0.0852 0.0940 0.1194

*A vastagon jelolt csoporthoz viszonyitva a dolt értékeket
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24. tablazat: CLDN-4 fehérje expresszié valtozasanak osszehasonlitasa *

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)

CLDN4 TaG1 T1G1 T1G2 T1G3 T1G3Nrec | TIG3Rec
TiGI P<0.0001

Ti1G2 P<0.0001 |0.7000

Ti1G3 0.0006 0.7348 0.2973

T1G3Nrec |0.0022 0.9662 0.4883 0.8065
TIG3Rec |0.0045 0.6597 0.3174 0.8065

72G3 P<0.0001 |0.6134 0.4580 0.7009 0.7552 0.7393

*A vastagon jelolt csoporthoz viszonyitva a dolt értékeket

25. tablazat: CLDN-7 fehérje expresszié valtozasanak osszehasonlitiasa

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)

CLDN7 TaGl T1G1 T1G2 T1G3 T1G3Nrec | TIG3Rec
T1G1 0.0011

T1G2 P<0.0001 |0.4983

T1G3 P<0.0001 |0.0174 0.1087

T1G3Nrec | P<0.0001 |0.3895 0.7905 0.1058
T1G3Rec | P<0.0001 |0.0038 0.0316 0.1058

T2G3 P<0.0001 |0.5928 0.7705 0.0428 0.5937 0.0101

*A vastagon jelolt csoporthoz viszonyitva a dolt értékeket

26. tablazat: mRNS adatok

CLDNI | CLDN2 | CLDN3 CLDN4 CLDN5 | CLDN7 | CLDNIO

gyulladds 1,248 2,628 3277 1,253 3,479 4,603 4,764
TaGl 17,163 3,156 4234 4,753 4,192 79,41 41,493
TIGI 9,379 2,233 1,492 9,547 1,369 32,153 45,688
TIG2 11,738 2,166 2,981 14,678 1,558 47,423 1,68

TIG3NonRec | 3,056 1,66 29,651 19,335 1,788 22,066 7,20

TIG3Rec 4,657 3,964 15,542 22,775 2,235 54,474 6,386
T2G3 5,704 5,399 8,865 16,672 3,281 28,492 8,814
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27. tablazat: a claudinok mRNS expresszidja viszonyitva a normal hamhoz

(a vastagon jelolt értékek szignifikans eltérések)

p-értékek  |CLDN-1 |CLDN-2 |CLDN-3 |CLDN-4 |CLDN-5 |CLDN-7 | CLDN-10
gyulladas 0,920 0,770 0,500 0,92 0,480 0,400 0,410
TaG1 0,007 0,031 0,160 0,28 0,140 0,001 0,043
T1G1 0,017 0,300 0,570 0,037 0,540 0,004 0,043
T1G2 0,016 0,160 0,130 0,031 0,470 0,001 0,570
T1G3NRec | 0,310 0,390 0,003 | 0,0205 | 0340 0,021 0,140
T1G3Rec 0,180 0,110 0,036 0,037 0,330 0,004 0,210
T2G3 0,230 0,152 0,016 0,052 0,380 0,018 0,170
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13. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Romics Imre
Professzor Urnak, aki az Urolégiai Klinikara valo belépésem ota segiti munkamat, szakmai
fejlodésemet, lehetdvé tette, hogy az alapvetd szakmai ismeretek ataddsa utdn specialis
teriileteken is képzésben részesiilhessek. Soha nem fogom elfelejteni elsé beszélgetésiink
soran hallott szavait, miszerint igyekezzem a Klinikdn eltoltott éveim alatt az ,Intézetet
szolgalni”. Ezt mindvégig figyelembe véve, Professzor Ur kiemelt szakmai és emberi
tdmogatdsa mellett, magatdl értendd volt, hogy a tudomanyos munka felé terel6dott a
figyelmem. Tudomanyos palyafutasomat minden lehetséges eszkozzel tamogatta, tanacsaival
segitette. Tamogatasaval itthoni és kiilfoldi tarsintézetekkel sikertilt kiépiteni gyiimolcs6zo
munkakapcsolatokat, melyek nagyban hozzajarultak a disszertaci6 alapjait képezd dolgozatok
megsziiletéséhez. Tamogatott abban, hogy a sziikebb szakteriiletemen folyamatosan
naprakész ismeretekre tehettem szert, képzésemhez, kutatomunkdmhoz iddt és - amennyiben
kellett - anyagi forrast biztositott. Nagyon sokat tanulhattam tdle nemcsak jelen munkam
elOkészitése, kivitelezése soran, de €16 példdjat mutatta az alapos, onmagat folyamatosan
képzd, komoly szakmai alapokra helyezett, emberséges, kutatd-klinikus orvosldsnak is.

Halas vagyok, hogy a Professzor Ur altal kialakitott hélyagtumor munkacsoport tagjai
a magasszintli gyogyité munka mellett az anyaggytijtésben és a statisztikai feldolgozasban is
segitségemre voltak. Igy kiilon koszonetet szeretnék mondani Panovics Jozsef docens Urnak,
Keszthelyi Attila és Majoros Attila adjunktus Uraknak és Szendréi Attila tanarsegéd Urnak.
Halas vagyok és minden segitségét koszondm Schaff Zsuzsa Professzor Asszonynak, a
Semmelweis Egyetem II. Sz. Patoldgiai Intézetének volt igazgatdjanak, aki palyam kezdete
ota figyelemmel kisérte klinikai fejlédésemet, majd a tudomanyos vizsgalataim soran
személyes odafigyelésével minden helyzetben kitiintetett és tdmogatott. Lehetdvé tette, hogy
hazénk legnagyobb gyakorlati uro-patoléguséval Székely Eszter Adjunktus Asszonnyal
dolgozhassak egyiitt. K6szonom tovabba, hogy a molekularis vizsgalatokat a II. Sz. Patoldgiai
Intézet, Molekularis Patologiai Laboratoriuméaban barataimmal Kis Andras docens Urral, a
Laboratorium Vezetdjével, Lotz Gabor Adjunktus Urral és Torzsok Péter pHD 6sztonydijas
fiatal kutatoval, nemzetkdzi szintli koriilmények kozott végezhettiik. Koszonet illeti Szarvas
Tibor kutatd baratomat, aki a molekularis vizsgalatokban tovabbi segitségemre volt.

Nagyon k&szonom azt a nyitottsagot, pozitiv hozzaalldst és a mindenkor érezhetd

segiteni akarast, melyet a Semmelweis Egyetem, Urologiai Klinikajanak Osszes dolgozdja
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fel6l munkam soran érezhettem. Tudom, hogy a ndvérek, miitésnok, aszisztensek, egyéb
szakdolgozok €s orvosaink segitOkészsége egy ilyen munkahoz nélkiilozhetetlen feltétel volt.
Természetesen, ha az ember a lemondasokkal teli tudoméanyos munkat is fontosnak
tartja, sziiksége van kizokkenthetetlen hattérre, amit csaladom nagy tiirelme és szeretete
biztositott. Koszonom szépen feleségemnek Arvai Beatanak, hogy mindvégig mellettem allt
¢s tamogatott, aki gyermekeimet a legcsodalatosabb békében neveli. Halaval tartozom
Sziileimnek azért, mert szamomra gyermekkorom o6ta erdn feliil mindent megadtak, hogy

almaimat valdra valthassam.
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