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2 BEVEZETES

2.1 Az urachus kialakulasa és visszafejlodése

Az urachus a sinus urogenitalis fejlodési maradvanya, mely a magzati élet soran a
koldokot koti 6ssze a hugyholyag kupoldjaval. Kialakuldsa az embrionalis fejlodés 3-7.
hetében kezdddik, amikor a cloaca egy eliilsé sinus urogentialis-ra és egy hatulso
canalis analis-ra osztodik. A sinus urogenitalis fels6 része a 4-5. honap soran lesiillyed a
kismedencébe magaval hizva egy tubularis koteget, az urachust. Az urachus a magzat
6 kivalaszto szerve, mely a nitrogenozus vegyiileteket tavolitja el hugyholyagbol. Ez a
képlet a magzati fejléddés sordn fokozatos kotdszovetesedés eredményeként a
ligamentum umbilicale medianum-ma alakul, melynek feladata a felnétteknél a
hugyholyag rogzitése a koldokhoz. A ligamentum umbilicale medianum a holyag
detrusor izmanak 6sszehuzodasakor a holyag tartalmanak kiiiritését is segiti [1, 2].

A felndttek mintegy harmadaban az wurachus kotészovetes degradacidja
tokéletleniil megy végbe, ilyenkor az igynevezett urachus-maradvany marad vissza,
melyben az eredeti/magzati szoveti struktira megtartott. Ennek néhany jellegzetes
formdja a perzisztdlo urachus (ilyenkor az urachus csatorna lumene megmarad, a
holyaggal és/vagy a koldokkel kommunikal), a holyag divertikulum (mely esetén a
ligamentum umbilicale medianum alsd, a holyaggal 6sszekottetésben allo része nyitva
marad), vagy az urachus ciszta (amikor is az urachus egy fels6bb szakasza nem
kotészovetesedik el, hanem folyadék tartalmu iireget képezve kioblosodik) (1. abra) [3].
részletes leiras 1930-bol Begg tollabol szarmazik [1]. Az urachus barmely szovettani
rétegébdl kiindulé daganatot urachus daganatnak (UrC) nevezzik. Az UrC a
ligamentum umbilicale medianum mentén vagy intramurélisan terjedve elsésorban a
hugyholyagot involvalja, igy eleinte foleg vizelési panaszokat okoz, mellyel a betegek
legtobbszor urolégushoz fordulnak. Nem art azonban szem el6tt tartani azt a tényt, hogy
bar az UrC-at — gyakori hugyholyag lokalizacidja miatt — a holyagdaganatok kozé
soroljuk, fejlodéstani eredete miatt az UrC a vastagbélrendszerrel all kozelebbi

rokonsagi fokban.
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1. abra: Az urachus maradany néhany jellegzetes formaja

(forras: http://www.medbullets.com/step1-embryology/3008/umbilical-cord-and-remnants)

2.2 Az urachus carcinoma epidemiologiaja

Az UrC egy rendkiviil ritka malignus betegség, melynek incidenciaja 1:5.000.000
[4]. A hagyholyagdaganatoknak minddssze 0,2-0,7%-at, a hdlyag adenocarcinomainak
10-35%-at, a gyermekkori daganatoknak pedig 0,01%-at teszi ki [5-8]. Szemben a
hugyholyag urothelsejtes daganataval, mely elssorban a 60 év feletti korosztalyt érinti
[9], az UrC-t leggyakrabban az 50 év koriili korban diagnosztizaljak[10], bar néhany
esettanulmany beszamol négy [11] és hét [12] honapos korban torténd megjelenésérdl
is. Eléfordulasdnak nemek szerinti eloszlasa egyenl6tlen, a férfiak korében 1,4-szer
gyakrabban alakul ki, mint a noéknél [5]. (Erdekes, hogy amig a hugyhélyag
urothelsejtes carcinomdja szintén gyakoribb a férfiaknal, addig ezzel ellentétben a
hagyholyag primer adenocarcinomai (ADC) gyakrabban fordulnak elé néknél [13].) Az

UrC rizikéfaktorai egyeldre ismeretlenek.

2.3 Az urachus carcinoma patologiaja

Az esetleges elégtelen kotdszovetesedés kovetkeztében fennmaradt urachus
csatornat a hugyhdlyagra is jellemzd tobb rétegii urothelium béleli, mely aldl azonban a
hugyhodlyag szovettani szerkezetére jellemzO bazalis membran hidnyzik. Az

urotheliumot koriil 6lel6 kotészoveti rétegben kisebb vér- és nyirokerek futnak, kiviilrél



pedig egy korkoros simaizom réteg dvezi, mely a musculus detrusos vesicae folytatasa
(2. abra) [1]. Az UrC az urachus barmely szovetrétegének barmely sejttipusabol
kiindulhat, emiatt szovettani megjelenése is valtozatos lehet. Az UrC leggyakoribb, az

esetek tobb, mint 90%-aban el6forduld szdvettani formaja az adenocarcinoma (ADC).

Fascia transversalis
Rectus abdominis

Urachusadventitia

Fibrozus kotoszovet

Laza kotoszovet

Simaizom

2. abra: Az urachus csatorna szovettani szerkezete
(forras: [14])

Az UrC kialakulasanak pathomechanizmusa egyelére nem tisztazott. Egyes
feltevések szerint ennek hatterében az urachus urotheliumanak fokalis glandularis
metaplaziaja all, mely az intesztinalis tipusti daganatoknak kialakulasahoz vezet [13].
Egy masik elképzelés szerint a fejlodés sordn a cloaca-bol visszamaradt enteralis sejtek
(melyek migracioja az epigasztriumba elmaradt) képezik az UrC-ADC-janak talajat [1,
15, 16]. Ezzel 0Osszhangban tobb tanulmany is igazolta az intesztinalis-tipusu
daganatokra jellemz6 Goblet sejtek jelenlétét [1, 7, 13, 17]..

Az UrC-ADC szovettani megjelenése rendkiviil valtozatos. A leggyakoribb
enteralis tipusu ADC-an kiviil el6fordul mucindzus illetve pecsétgylirii sejtes mintazat
is. Az un. nonglandularis UrC-ak el6fordulasi aranya kevesebb, mint 10%. Ide tartoznak
a mar emlitett urothélsejtes carcindma, a sarcoma, valamint a kissejtes, a squamosus

sejtes valamint a neuro-endokrin tumorok [15, 17].

2.4 Az urachus carcinoma stadiumbeosztasa

Az UrC helyes terapiajanak megvalasztasahoz, tovabba a klinikai kimenetel eldre

jelzéséhez elengedhetetlen tdmpontot nyujt a daganat stadiumbeosztasa. A klinikai



gyakorlatban tobb stadiumrendszer is ismert, melyek koziil az Gin. Sheldon- [8] illetve a
Mayo-féle [18] stadiumbeosztast hasznaljak a leggyakrabban (1. tablazat). Az UrC elsé
stadiumbeosztasat Sheldon fogalmazta meg 1984-ben. Sheldon beosztasa szerint az |
stadiumcsoportba keriilnek azok a betegek, akik daganata az urachus mucosdjara
korlatozédik. A 1II stddium eseteinél a daganat a submucosa rétegét is érinti, de nem
terjed tal az urachus csatornan. A III stddiumban az UrC raterjed a hugyhdlyagra
¢s/vagy az eliilsé hasfalra, a peritoneumra vagy a holyagon kiviili més parenchymas
szervekre. A IV stadiumban az UrC metasztazist ad a nyirokcsomokba, esetleg

tavolabbi szervekbe is.

1. tablazat: Az urachus carcinoma staddiumbesorolasa

Stage | A tumor urachalis mucosara korlatozodik
Stage ll A tumor magara az urachusra korlatozodik, a submucosa rétegeit involvalja

Stage IlIA A tumor kiterjed a hiigyhélyagra

Stage llIB A tumor eléri a hasfalat
Stage llIC A tumor kiterjed a peritoneumra
Stage llID A tumor a hugyhdlyagon kiviil mas parenchymas szervet is érint
Stage IVA Metasztazis a nyirokcsomokba
Stage IVB Metasztazis a tavoli szervekbe

Stage | A tumor az urachust és/vagy a hugyhdlyagot érinti

Stage ll A tumor eléri az urachus és/vagy a hugyhdlyag izomrétegét
Stage Il A tumor infiltralja a kornyéki nyirokcsomadkat
Stage IV A tumor infiltralja a tavoli nyirokcsomdkat vagy mas szerveket

A Sheldon-féle stadiumbesorolassal szembeni leggyakoribb kritika, hogy annak
alkalmazésa sordan a betegek kiilonb6zd stadiumok kozotti eloszlasa tulsdgosan
egyenetlen, hisz a legtobb beteg a diagnozis felallitaskor a III stadiumba keriil. Ezzel
szemben a Molina 4ltal javasolt un. Mayo-féle stddium rendszer egy egyszeriibb
besorolasat tesz lehetévé, melyben a betegek egyes stadiumcsoportok kozotti eloszlasa
egyenletesebb [15]. A Mayo | stadiumban a tumor az urachusra és/vagy a hugyhodlyagra

lokalizalodik, II stddiumban a tumor az izomréteget is infiltralja. A III stadiumban a



regionalis nyirokcsomok, a IV stadiumban a tavolabbi nyirokcsomodk és/vagy szervek is
érintettek.

A hugyholyagdaganatok esetében alkalmazott TNM stadiumbeosztas UrC-aban
nem hasznalhat6, mivel az UrC a hugyholyagra kiviilrdl terjed. Tovabbi kevésbé ismert

¢és alkalmazott modszer az Ontario-stadiumrendszer [19].

2.5 Az urachus carcinoma prognosztikija

Az UrC prognoézisa altalaban kedvezotlen, melynek legfobb oka, hogy az els6
tiinetek tobbnyire késén jelentkeznek, amikor a daganat mar a hugyholyagot is
infiltralja. Irodalmi adatok szerint az 6t éves tlélési arany 50% koriili [5, 16, 18, 20],
mig a tiz éves tulélés a 30%-ot sem ¢éri el [5, 21, 22]. Az UrC, a hagyhdlyag
urothelsejtes és primer ADC talélésének Osszehasonlitasaval idaig minddssze néhany
publikacio foglakozott [20, 23], és érdekes modon azt talaltak, hogy az UrC tulélése a
rossz progndzisa ellenére is kedvezdbbnek tiinik a mdésik két tumorentitds hasonld
invazivitdsu tumorainadl. Az UrC-dkat azonban tobbnyire késdi stadiumban
diagnosztizaljak, ennek kdszonhetd dsszességeében rosszabb tuléléstik.

A Kklinikai kimenetel megjoslasara tobbnyire csupan néhany, kisebb esetszamot
feloleld retrospektiv vizsgalat érheté el. Ezek koziil magasabb esetszamaval kitiinik
Bruins retrospektiv, regiszter alapu kutatdsa, melyben 152 beteg klinikai adatainak
vizsgalatakor a Sheldon-stadiumot, a daganat a differencialtsagi fokat, a nyirokcsomo
érintettséget, a tdvoli metasztazisok jelenlétét valamint a pozitiv sebészi sz¢€l jelenlétét
igazolta prognosztikus faktorként [5]. Eredményeit Kim ¢és munkatarsai is
megerdsitették, valamint tovabbi prognosztikus faktorként a Mayo-stadiumot és az 6t

centiméter feletti tumor méretet azonositottak [24].
2.6 Az urachus carcinoma tiinetei

Az urachus rejtett anatomiai elhelyezkedésének koszonhetéen az UrC sokaig
tiinetmentes marad, ezért a betegek altalaban csak akkor fordulnak orvoshoz, amikor a
daganat mar el6rehaladott stadiumot ért el. A tumor ndvekedése soran jellemzden
el6észor a Retzius-térbe terjed [1], s ilyenkor egy bizonyos méret meghaladasaval az

elilsé hasfalon keresztiil tapinthatéva valhat, valamint vizelési nehézségeket ¢és
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fajdalmat okozhat. A késébbiekben jellemzden a hugyhdlyag falat involvalja és a
holyag lumenébe is betdr, melynek kovetkeztében a leggyakoribb kezdeti tlinetként
ismert mikroszkopos vagy makroszkopos haematuria alakul ki [8, 16]. Minthogy az
urachus a holyag kupolajat a koldokkel koti Ossze, igy jellemzO, de kevésbé gyakori
tiinet lehet a koldok koriili fajdalom és a koldokon keresztiil vér, vizelet vagy mucus
tiriilése is [16]. UrC ritkabb tiinetei k6z€¢ a mucosuria, a bacteruria, a pollakisuria, a
pyuria, valamint az altalanos daganatos tiinetek gy, mint hirtelen testsuly csokkenés,
laz, hanyinger és hanyas tartoznak [15]. A daganat nagysaga felfedezésekor atlagosan
négy centiméter [25], bar az irodalom olykor akar hisz centimétert is eléré tumorokrol

is beszamol [26, 27].

2.7 Az urachus carcinoma diagnosztikaja

Az anamnézis felvétele és a fizikalis vizsgalat utan kdvetkezo diagnosztikai 1épés
a holyagtiikrozés. Ennek segitségével leggyakrabban a hélyag kupoldjdban vagy az
ellilsé holyagfalon lehet felfedezni az UrC-t, mely megjelenhet széles alapu ulcerativ
elvaltozasként, de az intramurdlis terjedés soran akar az is el6fordulhat, hogy a korai
stadiuma daganatot még normal mucosa fedi, ezért a tiikr6zés soran lathatatlan marad
[17]. Nlyenkor az alhasra nyomast gyakorolva mucus iiriilést provokalhatunk, mely
felfedi a daganat rejtett lokalizaciojat [10]. A cisztoszkopia az UrC-as esetek koriilbeliil
80%-aban ad pozitiv eredményt [25]. A kovetkezd 1épés a tumorbol térténd mintavétel,
melyet rendszerint transzuretralis reszekcioval (TUR) végeznek.

Az ultrahang (UH) kép jellemzden inhomogén €s szabdlytalan tomeget mutat a
hugyholyag felett rendszerint a kozépvonalban. Ahogy a mucinézus colorectalis ADC-
ak, tigy az UrC is gyakran termel mucint és mutat kalcifikaciot, mely megjelenhet az
UH-on kéjelként és hangarnyékot is vethet [28]. A computer tomografia (CT) illetve a
magneses rezonancia (MR) vizsgdlatok az UH-kép eredményeit rendszerint
megerdsitik, ezen feliil informéciét nyQjtanak a lokalis kiterjedésrél valamint a
nyirokcsomo és a tavoli attétek jelenlétérdl. A karakterisztikus CT-képet a hypodens
mucin-6blok jelentik, a daganat periféridgjan pedig patognémikus jelként pontszeriien
vagy korkorosen kalcifikacio jelenhet meg [29]. A mucin jelenléte esetén a T2-stlyozott

MR-képen lathatd legerésebben az UrC jele [29]. Tovabbi képalkoto eljaras a pozitron
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emisszids topografia (PET) melyet a CT-képpel kombinalva kaphatjuk meg a
legpontosabb informaciot az UrC stadiumarol, miel6tt miitétre kertilne sor [10]. A tavoli
attétek feltérképezése céljabol a teljes kivizsgalashoz hozza tartozik a mellkas
abrazoléasa rontgen vagy CT kép segitségével.

Mivel az UrC kiviilrdl terjed a hugyholyagra, a vizelet citologia csak abban az
esetben lehet pozitiv, amikor a daganat mar betort a holyag lumenébe, igy diagnosztikus
eszkozként kevéssé hasznalhatd, legfeljebb a daganat utdn kovetésére, kiegészitd
eljarasként. Osszességében elmondhatd, hogy minden urachus elvéltozas esetén -
fiiggetlentil annak malignus vagy benignus voltatdl - miitéti eltavolitas ajanlott azzal a

céllal, hogy egy esetleges UrC-at mindenképp eltavolitsunk.

2.8 Az urachus carcinoma diagnosztikus kritériumai

Az UrC diagnozisanak felallitasa esetenként bizonytalan lehet, melynek {6 oka a
colorectalis carcinomatél (CRC) valamint a hugyholyag primer ADC-aitol torténd
nehéz elkiilonithetdség. Ezért az UrC diagnoézisanak egyik feltétele e két tumorentitas
Kizarasa, ami viszont csakis a klinikai és patologiai leletek egyiittes figyelembe
vételével lehetséges. Az UrC diagnozisanak felallitasara tobb kritérium rendszer is
létezik, azonban ezidaig nem sziiletett megegyezés arrdl, hogy melyik rendszer a
legalkalmasabb. A leggyakrabban hasznalt kritérium rendszereket a 2. tablazat foglalja
Ossze. Els6ként Wheeler és Hill [30] 1954-ben irta le az UrC diagndzisanak feltételeit,
de azt a thlzott szigorusaga miatt 1984-ben Sheldon [8] atdolgozta.

Mas szerzOk a Sheldon-féle kritérium rendszert is tilsdgosan szigorunak tartottak
¢és ramutattak arra, hogy Sheldon kritériumai a gyakorlatban alkalmazva az UrC-ak egy
részét tévesen kizarjak a diagnézisbol [18]. Ezért Gopalan [13] egy egyszeriibb
diagnosztikus rendszert javasolt (2. tablazat).

Herr [6] fogalmazta meg a legkevésbé szigorii kritériumokat. O az UrC
diagnozisahoz elegendének latta a szovettanilag igazolt ADC-anak a holyag
kupoldjaban vald lokalizaciojat, bar egy kés6bbi tanulmany a kupoldban elhelyezkedd
adenocarcinomakat csak 34%-ban igazolta UrC-aként, ramutatva a Herr féle

kritériumrendszer alkalmatlansagara [13].
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A Sheldon-féle kritérium rendszert a késébbiekben is érték kritikak, mivel az

figyelmen kiviil hagyta, hogy az UrC az urachus teljes hosszdban és annak barmely

szakaszabol kiindulhat és igy nem feltétleniil terjed a holyagra [33]. Ezen feliil az

2. tablazat: Az urachus carcinoma diagnosztikai kritériumrendszerei

Sheldon (1984) 8 Herr (2007) © Gopalan (2009) 13

A tumor a hélyag
kupolajaban helyezkedik el

Cystitis cystica / glandularis
jelenléte kizarhatd

A tumor a hdlyag mélyebb
izomrétegébe betér

A tumor és a hugyhdlyag
epitheliumanak felszinét
vékony demarkaciés vonal
valasztja el

Az urachus maradvany
fellelheté

A tumor a hdlyag elilsé
falara, a Retzius-térbe vagy
a koldskre terjed

A hugyholyagon kiviil egyéb
primer tumor jelenléte
kizarhato

urachus maradvany megtalaldsa sokszor nehézségekbe

tumor a teljes UrC maradvanyt benovi) [31]. Tovabba

Az ADC a hélyag
kupolajaban helyezkedik el

A tumor a hdlyag
kupolajaban vagy az eliilsG
falan helyezkedik el

A tumor centruma a
huagyhdlyag faldban van

Cystitis cystica / glandularis
jelenléte kizarhaté

Egyéb primer tumor
jelenléte kizarhaté

Anderson Cancer
Center (2012) 1©

A tumor a hdlyag
kupolajaban vagy a
hélyagfal kézépvonalaban
talalhato

A tumor és a hugyhdlyag
epitheliumanak felszinét
vékony demarkacios vonal
valasztja el

A szovettan ADC-at igazol

A szovettan az urothel sejtes
metaplaziat vagy az
atmeneti sejtek hianyat
igazolja

A cystitis cystica /
glandularis atmenete a
tumorba kizarhato

Egyéb primer ADC kizarhato

itkozik (példaul azért, mert a

a Sheldon-féle rendszerben az

UrC-t kizar6 tényezoként hasznalt cystitis cystica és a cystitis glandularis az UrC-val

egyiittesen is el6fordulhat [32]. E kritikakat szem el6tt tartva a texasi MD Anderson

Cancer Center munkatarsai [16] egy gyakorlatiasabb kritérium rendszert dolgoztak ki

(2. tablazat).

A fent emlitett kritériumok mind az UrC-ADC-dkra vonatkoznak, de nem

alkalmazhatéak a nem-ADC tipust UrC-akra. Ezért Paner [33] felallitott egy 1j

kritérium rendszert a joval ritkabb tipusu nem-ADC UrC-ak diagnosztizalasahoz:
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2.9 Az urachus carcinoma kezelése
2.9.1 Sebészi kezelési lehetoségek

Az UrC lokalis eseteiben ecls6dlegesen a sebészi terapia valasztando, mely
napjainkig az egyediili kurativ kezelés. A leggyakrabban alkalmazott miitét a parcialis
cystectoma, mely a hugyholyag érintett részén til magaba foglalja a ligamentum
umbilicale medianum ¢és a koldok en-bloc eltavolitasat is (3. abra). A radikalis
cystectomia — tehat a hugyholyag teljes eltavolitasa - csak abban az esetben indikalt, ha
nem lehet elegendd egészséges hiigyholyag maradvanyt megtartani ahhoz, hogy abbol
vizelettarolot alakitsunk ki [34]. A parcialis cystectomia azért élvez elényt a radikalis
cystectomidval szemben, mert az onkologiai kimenetel azonos mindkét mutéti eljaras
esetén, de a parcialis cystectomia jobb életmindséget €s kisebb szovédmény ratat kinal
[5, 22, 25, 35]. A daganat szorddasanak veszélye miatt (akar egy mucindzus cysta
ruptrajaval) a nyitott sebészet preferalt a laparoszkopos eljarasokkal szemben [36, 37].
Szintén fontos, hogy a sebészi szélek negativak legyenek, mivel annak pozitivitasa

bizonyitottan Osszefiigg a daganat relapszusaval [8, 22, 25].

Urachus
maradvany

Holyag
kupola

3. abra: Parcialis cystectomia mutéti preparatuma

(forras: Duisburg-Esseni Egyetem, Németorszag. Operatér: Christian Niedworok)
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A nyirokcsomoeltavolitas hatdsa a daganat specifikus talélésre maig tisztazatlan
[5, 38]. Bar a metasztatikus-UrC-ak esetén elsGsorban a szisztémas kezelés javasolt, a
szoliter vagy kis volumenii, sebészileg elérhetdé metasztdzisok mutéti eltavolitasa
kedvez0 hatassal lehet az onkoldgiai kimenetelre [6, 39]. A metasztazisok tipikusan a
tiid6t, a csontokat, a bélrendszert, az agyat és a majat érintik [18].

Amennyiben a matét utani rizikofaktorok negativnak bizonyulnak, az UrC mitét
utani hossza tava talélése koriilbeliil 50% [34]. A pozitiv sebészi szél [6, 25, 35], a
koldok valamint a ligamentum umbilicale medianum eltavolitasanak elmaradéasa [25,
35], a peritoneum [5, 18, 25, 35] illetve a nyirokcsomok daganat altali beszirtsége [5, 6,
18, 25, 35] mind Osszefliggésben allnak a kedvezoétlen prognozissal. Ha a fent emlitett
rizikofaktorok barmelyike is pozitiv, a kijulas esélye 75% folé n6 [34], ami elég magas

ahhoz, hogy az adjuvéns terapia megkezdése indokolt legyen.

2.9.2 Kemoterapids kezelési lehetdségek

A Dbetegség kés6i felfedezésébdl addodoan az UrC-as betegek 20-30%-at
metasztatizalt betegséggel diagnosztizaljak. Ebben a staddiumban a korai kiujulas
valoszinlisége meghaladja a 30%-ot [15]. Ilyenkor hatékony sugarkezelés hianyaban
egyediili lehetdségként a szisztémads terapia kindlkozik. Az UrC ritka eléforduldsabol
adodoan nagy esetszdmot feldleld klinikai tanulmanyok nem allnak rendelkezésiinkre,
ezért a kemoterdpiara vonatkozo irdnyelvek sem fogalmazodtak meg. Ennek
kovetkezménye, hogy az UrC kezelése altalaban egyéni dontések alapjan, rendkiviil
heterogén modon torténik. A klinikusok egy része a hiigyholyag érintettsége miatt a
holyag urothel sejtes daganataban is hasznalatos ciszplatin alapi kemoterapiat valasztja.
Ezzel 6sszhangban Molina szamolt be hat betegénél az MVAC (metotrexat, vinblasztin,
doxorubicin és ciszplatin) kezeléssel elért pozitiv eredményeirdl [18]. Hasonloan biztato
eredményeket mutatott fel Galsky, akinek hat betege koziil négy stabil betegséggel egy
pedig parcialis valasszal reagalt a ciszplatin-alapi kemoterapias kezelésre [40]. A
klinikusok masik része az urachus és a colorectalis rendszer kozos fejlédéstani
kiindulopontja valamint az UrC-anak a CRC-ahoz val6 klinikai és szdvettani
hasonlosaga miatt a vastagbél tumorok esetén hasznalt 5-fluorouracil (5-FU) alapu
kezeléseket részesiti elonyben. Logothetis mar 1985-ben kezelt doxorubicin,

mitomycin-C és 5-FU (DMF) kombinacidjaval UrC betegeket, s bar a nyolc betegbdl 6t
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teljes vagy parcialis valaszt adott, egy esetben pedig a betegség stabil maradt, a
gyakorlatban mégsem terjedt el e kezelés alkalmazasa annak gyakori és sulyos
mellékhatasai miatt [41]. Egy frissebb tanulmany szintén az 5-FU alapu kezelések
hatékonysagat igazolja, ahol a négy UrC paciens 50%-os valaszadasi ardnyt mutatott
[42]. igéretes eredményeket publikalt Siefker-Radtke, amikor hat UrC beteg kombinalt
5-FU-ciszplatin alapi kemoterapias kezelésekor 30-40% kozotti radiologiai vélasz
jelentkezett [35]. Egy masik kombinalt kezelés, az IFEP (ifoszfamid, 5-FU, etoposzid és
ciszplatin) hasznalataval Tatokoro négybdl harom betegénél ért el teljes vagy parcialis
valaszt [43]. A szakirodalom esetenként egyéb, nem ciszplatin vagy 5-FU alapu
kemoterapiak hasznalatarol is beszamol (paclitaxel, [35], taxan szarmazékok,
gemcitabin vagy irinotecan [42]), melyeknek eredményei altalaban kevesebb sikerrel
jarnak.

Lathat6, hogy az UrC kemoterapias kezelése rendkiviil valtozatos, és annak
egységesitésére még nem sziiletett konszenzus. A metasztatikus UrC-ak 5 éves talélése
kevesebb, mint 20%, ami ramutat kemoterapias kezelés jelenleg gyenge hatékonysagara
[5, 25]. A fent leirt adatok igen Kis, tobbnyire tiz alatti esetszamu vizsgalatokbol
szarmaznak, melyek még a legegyszeriibb statisztikai kiértékelést sem teszik lehetove.
Ezért lattuk sziikségesnek az 0sszes elérhet6 irodalmi adat szisztematikus 6sszegzésével

metaanalizist végezni.

2.9.3 Célzott terapidas kezelési lehetoségek

Az UrC prognoézisa a kiillonbozd kemoterapids kezelések hasznélata ellenére is
rendkiviil rossz, ami hatékonyabb kezelési lehetdségek kidolgozasat siirgeti. Mivel az
UrC szisztémas kezelésére vonatkozd terapias iranyelvek hianyoznak, ezért a daganat
genetikai hatterének feltérképezése soran azonositott eltérések korrigaldsara bevetett
célzott kezelések igéretes alternativat nyujthatnak az eldrehaladott stadiumt UrC-as
betegek kezelésére. Az UrC célzott kezelésével kapcsolatban eddig csupan négy
publikacio6 jelent meg [44-47].

Hisztologiai- és immunfenotipusat valamint molekularis hatterét tekintve az UrC
igen sok hasonlosagot mutat a CRC-ahoz. Ebbdl kiindulva elsésorban azon célzott

terapias szerek alkalmazasa tiinik indokoltnak, melyeket CRC-aban sikerrel

16



alkalmaznak. llyen az anti-EGFR terapia, mely a CRC esetében masodvonalbeli
standard kezelésnek szamit.

E terapia tervezése soran az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR —
epidermal growth factor receptor) intracellularis szakaszanak mutéacidi a terapias
dontéshozatalt merden befolyasoljak. Az EGFR jelatviteli ttvonal aktivéacioja a
novekedési faktorok (ligandok) az EGFR extracellularis részéhez valo kotddésével
valosul meg, mely a receptor intracellularis részének heterodimerizacidjat eredményezi.
Az EGFR igy aktivalodo intracellularis doménje tirozin-kindz aktivitdsan keresztiil
foszforilalja és ezaltal beinditja az EGFR-jelatviteli utbol kiindul6d tovabbi harom fo
szignalutat: a RAS-RAF-MAPK, a PIBAK-AKT és a JAK-STAT szignalutakat, melyek
alsobb szintjein bekdvetkezd un. aktivald muticiok kialakuldsa ligand bekotédése
nélkiil is a szignalat aktivalodasat eredményezi, mely a sejtek fokozott
vezethet. E mutaciok leggyakrabban az EGFR gén 18-21 exonjat, a KRAS gén 2-4
exonjat, a BRAF gént, az NRAS gén 2-4 exonjat és a PIK3CA gén 9-es és 20-as exonjat
érintik, Klinikai jelent6ségiik pedig az EGFR-inhibitor kezelés hatékonysaganak
predikcidjaban rejlik.

Novekedési faktor ——p .

Epitelidlis névekedési
faktor receptor (EGFR)

Proliferacié

4. abra: Az EGFR jelatviteli ut

(forras: http://www.institut-oncologie-thoracique.com/archives/mutation/quest-ce-que-aktl)
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Az EGFR-inhibitorok az EGFR gatlasan keresztiil elérhetik, hogy a daganat
osztodasanak €és novekedésének iiteme lassuljon, azonban ha az EGFR-szignalut egy
lejjebb elhelyezkedd tagja aktivald mutéaciot szenved (pl. KRAS, NRAS, BRAF,
PIK3CA), akkor az EGFR-inhibitorok mar nem képesek kikapcsolni a mutacio altal
aktivalt jelatviteli wtvonalat. Igy tehat mig az EGFR gén mutaciéi, valamint
amplifikacidja pozitiv prediktora az anti-EGFR terapianak, addig a szignalut lejjebb
elhelyezkedo tagjainak aktivalé mutacioi az EGFR-inhibitor kezelést kontraindikaljak.

Az UrC anti-EGFR kezelésével kapcsolatban eddig két esettanulmany jelent meg.
Az egyik egy metasztatikus UrC-aban szenvedd fiatal beteg esetét irta le, akinél
tobbvonalbeli kemoterapias kezelés is kudarcot vallott. A beteg primer tumorszdvetét
teljes exom szekvenalasnak vetették ald, mely EGFR amplifikaciot és vad tipusu KRAS
gént azonositott, ami egyértelmii indikaciot jelent az EGFR-inhibitor kezelésre. A CRC-
aban is hasznalatos anti-EGFR (cetuximab) terapiaval e betegnél nyolc honapon at tartd
parcialis regressziot sikeriilt elérni [44].

Egy korabbi fazis 1-es klinikai vizsgéalat soran Goss €s munkatarsai egy masik
EGFR-gatlo, a gefitinib hatékonysagat 28 beteg 7 kiilonb6z6 szolid daganatnal
hasonlitotta 6ssze. A vizsgalatba bevont huszonnyolc beteg koziil a legerésebb terdpias
valaszt a vizsgalatba bevont egyetlen UrC-as beteg adta. Az UrC mérete 55%-0S
csokkenést mutatott, ezen feliil a kezelés elott €s utdn vett tumor biopszidk
Osszehasonlitod vizsgalata a Ki67 proliferacios index szignifikans csokkenését mutatta,
sejtszinten is alatamasztva az anti-EGFR terapia hatékonysagat [45].

Egy tovabbi esetleirds egy multikindz inhibitor a sunitinib UrC-aban tortént
alkalmazasarol szamol be [47]. Ennek soran egy terminalis allapotban 1évé fiatal n6i
beteg esetén a sunitinib alkalmazasa a daganat részleges visszafejlodéséhez vezetett,
melyet a beteg alhasi fajdalmanak jelentds csokkenése kisért. A kezelést végiil
mellékhatasként metrorrhagia miatt kellett elhagyni. Egy tovabbi beszdmol6 két UrC-4s
beteg tirozin-kinaz gatlokkal torténé kezelésének eredményeit irja le. Az egyik beteget
sorafenib, trametinib ¢és sunitinib terdpia kombinacidjaval sikeriilt ideiglenesen
stabilizalni, melyet a késObbiekben a késleltetett sebgyogyulas miatt fiiggesztettek fel.
A masik UrC-as beteg esetén a molekuléris genetikai vizsgalat a KRAS, a GNAS ¢és a
TP53 gének érintettségét igazolta. A KRAS és GNAS muticié miatt trametinib terapiat
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alkalmaztak, de azt idejekoran el kellett hagyni a stlyos fulladdsos mellékhatds miatt,
igy a trametinibre adott terapias valasz ez esetben ismeretlen maradt [46].

A célzott terapia idozitése fontos kérdés, mivel a kemoterapia hatasara a daganat
mutacid statusza folyamatosan valtozik [48-50]. A citosztatikus kezelés hatasara egyre
inkabb kiszelektalodnak azok a genetikai mutaciot hordozé tumorsejtek, melyek idovel
a tobbi sejtet tilndve kialakitjdk a kemoterapiarezisztens daganatot. Ezek alapjan a
mutaciés statusz meghatarozasara a kemoterapias kezelés utan vett minta
megfeleldbbnek tlinik, mint az elsd diagnoziskor vett kemoterapia naiv tumor szovet.
Nem szabad azonban megfeledkezni a daganat heterogenitasrol sem, ezért szamolni kell
azzal a veszéllyel, hogy a bioptatumbdl torténd analizis soran egyes, a daganatban

potencialisan jelenlévé mutaciok azonositatlanok maradhatnak [51].

2.10 Az urachus carcinoma molekularis hattere
2.10.1 Az urachus carcinoma szérum markerei

Az UrC kiilonb6zd daganatokkal valé szovettani hasonldosdga miatt elsésorban a
tobbi tumorentitasnal jol ismert szérum markereket érdemes monitorozni. Az
emésztdszervi daganatoknal gyakran vizsgalt carcino-embrionalis antigén (CEA), a
petefészekrakokndl ismert cancer antigén 125 (CA 125) és az elsdsorban
hasnyalmirigyrakoknal megemelkedd un. cancer antigén 19-9 (CA 19-9) Siefker-Radtke
[35] tanulmanyaban az UrC betegeknél 40-60%-ban mutatott emelkedett szérum szintet.
A CRC szérum markereinek UrC-aban torténé emelkedésérol mas publikaciok is
tantuskodnak [38, 52]. Az UrC ritkabb tipusat képez6 laphamrakok esetén a squamosus
cell carcinoma antigén (SCC) szérumszintjeinek vizsgalata bizonyult eredményesnek a
betegség kovetésére [52]. Szintén informativ lehet a szekunder maj attéteket is jelezni
képes laktat-dehidrogenaz (LDH) [52, 53], az eml6rakok esetén vizsgalt cancer antigén
15-3 (CA 15-3) [47, 54, 55] és a maj- és csirasejtes daganatokra jellemzd alfa-
foetoprotein (AFP) [20, 55-58] mérése. A legfiatalabbakat érint6 UrC-ak is
produkalhatnak megndvekedett biomarker szinteket: egy hét honapos csecsemdnél az
urachus yolk sac tumorat az azzal gyakran egyiitt jaro AFP szint megemelkedése altal

fedezték fel [12], mig egy hat honapos csecsemdnél az urachus neuroblastomajat
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diagnosztizaltak melyet a neuronspecifikus enolaz (NSE) magas szérum szintje kisért
[59].

A kemoterapias kezelés hatdsara a tumormarkerek szérumszintjei gyakran
csokkenéssel reagalnak, igy a kezelésre adott valasz monitorozhatova valik [16]. Ezzel
Osszhangban Siefker-Radtke a citosztatikus kezelést kovetden 6t UrC betegnél mutatta
ki a szérum CEA-szint csokkenését [35].

A tumormarkerek meghatarozdsa a diagnozis feldllitasdban ritkdn nyujt
tampontot, 4m a daganat eltavolitasat kovetden szérumszintjiik jellemzden drasztikusan
leesik, ezért folyamatos monitorozasukkal a tumor lokalis kiujuldsa vagy a tévoli

metasztazisok megjelenése idejekoran jelezheto.

2.10.2 Az urachus carcinoma immunhisztokémiai markerei

A hugyholyagban felfedezett ADC wurachélis, primer hugyhodlyag illetve
szekunder, elsdsorban vastagbél attét eredetének elkiilonitése egyeldre megoldatlan. A
legfontosabb differencidldiagnosztikai problémak, melyek dontéen befolyasoljdk a

terapias dontéshozatalt az aldbbiak szerint osztalyozhatok:

1) Az UrC elkiilonitése a CRC potencialis huigyhdlyagot érintd invaziojatol vagy
metasztdzisatol. Ez azért is fontos, mert a CRC szekunder megjelenésének

kizarasa az UrC diagnozisanak feltétele.

2) Az UrC eclkiilonitése a holyag primer ADC-atol. E kérdés megvalaszolasa
alapvetden fontos a terdpia helyes megvalasztdsa szempontjabol, hiszen a két
tumorentitas sebészi terapiaja eltér egymastol; az UrC parcialis, mig a primer

holyagdaganat radikalis cystectomiaval kezelendd.

3) Ismeretlen eredetli mucinozus ADC esetleges urachalis eredetének igazolasa.
Az UrC gyakorta ad attéteket, foleg a csontokba, a tiidobe és a majba. Az UrC-
ara specifikus biomarkerek felfedezése segithet az ismeretlen eredetli mucinozus

ADC-4k urachdlis eredetének igazolasaban.
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4) Az UrC invazidjanak elkiilonitése a primer petefészek daganatoktol. Az UrC
szekunder megjelenése a petefészekben hasonl6 lehet a primer petefészek rakok

megjelenéséhez.

Az UrC esetleges immunhisztokémiai markereinek kutatasarol csak szorvanyosan
lelheték fel publikaciok, melyek elsésorban az ADC-ak esetén ismert leggyakoribb
markerek, a citokeratin 7 (CK7), a CK20, a CDX2, a B-catenin ¢s a CK-34BE12
expresszidjaval foglalkoznak.

Osszességében elmondhaté, hogy az UrC a CRC-4ktol és a holyag primer ADC-
aktol torténd elkiilonitése egyeldre megoldatlan. Az UrC immunhisztokémiai sajatsagai
napjainkig csupan csekély mértékben ismertek. Egyel6re annyit tudunk, hogy a CK20+,
CK7+/-, a citoplazmatikus B-catenin és a CK-34BE12 diffuz expresszidja felveti az
adott ADC urachalis eredetét.
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1)

2)

3)

4)

3 CELKITUZESEK

Irodalomkutatason alapuld vizsgalataink célja az volt, hogy aktualis és atfogo képet
kapjunk az UrC klinikopatologidjarol, prognosztikajardl és kezelésérol, ezért - az
esettanulmanyok kivételével - az irodalomban fellelheté &sszes UrC-aval
foglalkozo publikaciot Gsszegytijtottiik és a kozolt adatok felhasznalasaval tobb,
mint 1000 UrC beteg adatain metaanalizist végeztiink.

Célul thztik ki, hogy egy nemzetkdzi kooperacido életre hivasaval a lehetd
legnagyobb szamu UrC szovetmintat és klinikai adatot gytjtsik Ossze. A
vizsgélatok lezarultdig 5 egyetemi klinikar6l (Budapest, Essen, Krakko, Rennes,
Vancouver) 0Osszesen 31 UrC beteg klinikai adatait és paraffinba agyazott
szovetmintait gyijtottilk Gssze. Laboratoriumi vizsgalataink egyik része az UrC
genetikai hatterének feltérképezésére iranyult. Ehhez a CRC-aban gyakran
mutalédott gének; a KRAS, az NRAS, a BRAF, valamint az EGFR és a PIK3CA
mutécios forropontjait analizaltuk.

Osszefliggéseket kerestiink a muticiok jelenléte és a betegek klinikopatologiai
adatai (Sheldon-stadium, Mayo-stadium, malignitas, nyirokcsomod attét jelenléte,
kalcifikacio jelenléte €s pecsétgylirtisejtes fenotipus) kozott. Ezen kiviil vizsgaltuk

a mutaciok jelenléte €s a betegek tulélése kozotti esetleges dsszefiiggéseket.

Tovéabbi célunk volt, hogy eredményeinket az irodalmi adatokkal Osszevetve
Osszehasonlitsuk az UrC mutécids profiljat a CRC, az urothel sejtes carcinoma ¢és

a holyag primer ADC muticids mintazataval.

Az UrC molekularis hatterének tovabbi feltérképezése céljabol immunhisztokémiai
vizsgalattal 15 UrC mintan elemeztiik az urothel sejtes carcinoméaban valamint a
CRC-aban ismert prognosztikus markerek, a RHAMM, BGN, MMP-7, IMP3,

TP53 valamint a Ki67 szoveti expresszidjanak prognosztikus értékét.
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4 MODSZEREK
4.1 Irodalomkutatas

Az adatgyljtés soran szisztematikus PubMed keresést végeztiink az aldbbi
keresdszavak hasznalataval: ,,urachal cancer” és ,,urachal carcinoma”, s az igy fellelhetd
0sszes publikaciot 0sszegyljtottiik a 2015-6s év novemberével bezarolag. A kereséslink
az esettanulmanyok kizarasa utan 6sszesen 29 tanulmanyt eredményezett, melyek koziil
tovabbi 6tot zartunk ki; harmat a kifogasolhatd beteg kivalasztasi kritériumok, kett6t
pedig nem angol nyelvii publikalas miatt. gy Gsszesen 25 tanulmanyt valogattunk be
vizsgalatunkba, melyek egylittesen 1010 UrC-as beteg adatait dolgoztak fel. Ezek koziil
két publikéacid tumorregiszter alapu vizsgélatot kozolt, tovabbi 23 pedig egy-egy intézet
eseteit dolgozta fel. Az UrC prognosztikai faktorainak vizsgalata soran statisztikai
megfontolasbdl csak azokat a publikaciokat vettiik figyelembe, melyek legalabb 20
beteg adatait dolgoztdk fel. Azokat a tanulményokat, melyek betegeiket egy hatarozott
vizsgalat szempontjabol célzottan valasztottdk ki (példaul a kemoterdpiara fokuszalo
tanulmanyok tobbnyire az el6rehaladott allapotli, metasztazissal rendelkezd betegeket
gyljtotték 0ssze), csak azon paraméterek vizsgalatara valogattuk be, melyek analizisére

az adott tanulmanyt tervezték.

4.2 Az EGFR-jelatviteli itvonal mutacié analizise

4.2.1 Mintagyijtés

Az UrC ritka megjelenése miatt nagyobb szaml minta dsszegyljtése csakis tobb
intézmény Osszefogasaval lehetséges. Egy nemzetk6zi kooperacid eredményeként 31
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott UrC szdveti blokkot gytlijtottiink Ossze Ot
kiilonb6zo egyetemi klinikarol. A Semmelweis Egyetemrdl 5 UrC-as beteg paraffinba
agyazott szovetmintajat gyujtottikk dssze, mig a németorszagi Duisburg-Esseni Egyetem
11, a lengyel Jagello6 Egyetem 3, a francia Rennes-i Egyetem 4, a kanadai VVancouveri
Prosztatarak Centrum pedig 8 beteg mintait bocsajtotta rendelkezésiinkre. A
bevalogatasi kritériumok kozott szerepelt a tumornak az urachus fisztulara és/vagy a
huagyholyag kupoldjara valo lokalizacidja, az ADC jelenlétének szovettani megerdsitése.

Kizar6 tényez6 volt azonban a CRC jelenléte.
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4.2.2 DNS izoldlas

A blokkokbol 4 um vastagsagl nativ metszetek késziiltek, melyeken hematoxilin-
eozin festést kovetden patologus jelolte be a tumoros szoveti részeket. A metszetekrdl a
fedolemezt egy 24 Oras, xilolban torténd aztatds soran leusztattuk, majd a bejelolt
tumoros szdveteket makrodisszekcioval leemésztettiik, kiilondsen figyelve arra, hogy a
tumoros részek ne kontaminalddjanak normal szovettel (5. abra). A daganat DNS-ének
izolalasat és tisztitdsat az erre a célra kifejlesztett kittel végeztiikk (High Pure PCR
Template Preparation Kit, Roche, Mannheim, Németorszag) kovetve a gyartd altal a
1000 Spectrophotometer V3.3 késziilékkel mértiik meg (Thermo Fischer Scientific,
Wilmington, Amerikai Egyesiil Allamok).

5. abra: Makrodisszekcio

(forras: sajat anyag)

4.2.3 PCR reakcio és piroszekvendlas

A DNS felsokszorositdsa polimeraz lanc reakcioval (polymerase chain reaction —
PCR) tortént, mely soran a KRAS gén 2, 3 és 4-es exonjat, az NRAS gén 2, 3 és 4-esS
exonjat, a BRAF gént, az EGFR gén 18, 19, 20 és 21-es exonjat, valamint a PIK3CA
gén 9 és 20-as exonjat amplifikaltuk az Applied Biosystems Veriti"™ 96 well Thermal
Cycler késziilékével (Applied Biosystems, Foster City, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
PCR kondicidkat a 3.tablazat foglalja 6ssze.
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3. Tablazat: PCR reakciok kondicioi

KRASexon2 | |KRASexon3,4; | |NRASexon234 |

Hé (°C) [ole] Hé (°C) Id6 Hé (°C) Id6
Kezdeti denaturalads 95 12 perc 95 10 perc 95 10 perc
Ciklus 95 10sec 42x 95 30sec 40x 95 30 sec 40x
55 20 sec 58 30 sec 58 30 sec
72 20 sec 72 30 sec 72 30 sec
Meghosszabbitas 72 5 perc 72 5 perc 72 5 perc
Tarolas 4 4 4
Génekésexonok |BRAF | [EGRR | IPK3CA |
Hé (°C) 1d6 Hé (°C) Id6 Hé (°C) 1d6
Kezdeti denaturalas 95 12 perc 95 15 perc 95 10 perc
Ciklus 95 10sec 40x 95 20sec 40x 95 30 sec 40x
55 20 sec 53 30 sec 52 30 sec
72 30 sec 72 20 sec 72 20 sec
Meghosszabbitas 72 5 perc 72 Sperc
Tarolas 10 4 4

A PCR termékek szekvenalasat Pyromark Q24 analyzer gépen végeztiik
PyroMark Q24 Software 2.0. hasznéalataval (Qiagen, Hilden, Németorszag). A
szekvenalas soran a KRAS gén 12, 13, 59, 61 és 146-0s kodonjat, az NRAS gén 12, 13,
59, 61, 117 és 146-os kodonjat, a BRAF gén 600-as kodonjat, az EGFR gén 719, 744-
750, 768, 790 és 858-861 kodonjat, valamint a PIK3CA gén 542, 545 és 1047-es
kodonjat vizsgaltuk. A primer szekvencidkat az 4. tablazat foglalja Gssze. Minden
mutacio jelenlétét egy ismételt PCR reakcioval €s piroszekvenalassal erdsitettiik meg.

A piroszekvendlds az tujgeneracios szekvenalas egy forméja, ahol az egyes
nukleotid bazisok beépiilését fényfelvillands jelzi. A PCR reakcidban keletkezett
egyszalu DNS templatrol a piroszekvendlds sordn komplementer szalat szintetizalunk a
nukleotidok egyesével torténd adagolasaval. A komplementer nukleotid beépiilésével
pirofoszfat keletkezik (a modszer err6l kapta a nevét), amit egy luciferdz nevi
kemolumineszcens enzim hasit el fényfelvillanis kiséretében (6. &bra). Ha olyan
nukleotidot adunk a reakcidhoz, amely a komplementaritds hidnya miatt nem tud
beépiilni, akkor nem detektdlunk fényjelenséget. Kemolumineszcencia tehat csak a

komplementer bazis beépiilésekor jon Iétre, a kamera pedig az egyes felvillanasokat
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detektalja. A piroszekvenalas elénye, hogy a mutéciot kiilon csucs jelzi, igy az adott
mutédciorol mennyiségi informécio is nyerhetd. Piroszekvenalds soran elészor a DNS
templatot egy streptavidin-tartalmi mix segitségével polisztirén gyongyok feliiletére
rogzitjiik (szilardfazisu piroszekvenalds). A PCR minta higitdsa biztositja, hogy egy
gyongyhoz éltalaban csak egy DNS-fragmens kotddjon. Ezt kdvetden a gyongydket
olaj/viz emulzidhoz adjuk, ahol egy vizcseppben egy gyongy fér el, majd az erre
kialakitott egység (PyroMark Q24 Vacuum Workstation; Qiagen, Hilden, Németorszag)
felilletén a gyongyoket egy olyan specialis plate-re vissziik fel (PyroMark Q24 plate),
melynek reakcid csOveibe eldzetesen a megfeleld primereket bemértiik, s melynek
felszine millidnyi nanométeres mélyedést tartalmaz, amiben egy-egy gyongy fér el. A
plate-et két percen keresztiil 80 °C-os feliileten melegitjiik (ekkor torténik az anellacio, a
primereknek a DNS templathoz val6 tapadasa), majd 6t percig szobahdmérsékleten
hitjiik. Ezt kovetéen a plate-et behelyezziik a PyroMark Q24 analyzer gépbe. A
késziilék ezutan egyesével adagolja a reakciohoz a nukleotidokat, tovabba hozzdadja a
DNS-polimerazt (mely a komplementer szl szintézisét végzi), az ATP-szulfurilazt
(mely a nukleotid beépiilésekor felszabaduld pirofoszfatot ATP-vé szintetizalja), az
adenozin-5’-foszfoszulfatot (mely az ATP-szulfurilaz szubsztratja), az apirazt (mely a
nukleotidok és az ATP lebontaséaért felel), a luciferazt (mely fényfelvillandssal hasitja az
ATP-t) és a luciferint (mely szintén szubsztratja a luciferaz enzimnek). Végiil minden

egyes fényfelvillanast a szaloptika a detektorhoz vezeti.

THTTT

Polymerase

GTAAT ‘
dGTP g
I\\\/\

\/\PPi ATP Light :>

A CILL

GCATGCT CATGCATGC
Sulfurylase Luciferase

a >

Luciferin Oxyluciferin

6. abra: A piroszekvenalas mechanizmusa
(forras: http://www.suggest-keywords.com/cHlyb3NIcXVIbmNpbmcgY29zdA)
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4. tablazat: A piroszekvenalashoz hasznalt primerek

_ Szekvencia (5'-3’) Kodon(ok)

KRAS exon2 forward
KRAS exon2 reverz*
KRAS exon2 szekvencia
KRAS exon3 forward
KRAS exon3 reverz*
KRAS exon3 szekvencia
KRAS exon4 forward
KRAS exon4 reverz*
KRAS exon4 szekvencia
NRAS exon2 forward
NRAS exon2 reverz*
NRAS exon2 szekvencia
NRAS exon3 forward
NRAS exon3 reverz*
NRAS exon3 szekvencia
NRAS exon4 forward
NRAS exon4 reverz*
NRAS exon4 szekvencia
NRAS exon4 szekvencia_2
BRAF exon15 forward
BRAF exon15 reverz*
BRAF exon15 szekvencia
EGFR exon18 forward
EGFR exonl8 reverz*
EGFR exon18 szekvencia
EGFR exon19 forward
EGFR exon19 reverz*
EGFR exon19 szekvencia
EGFR exon20 forward
EGFR exon20 reverz*
EGFR exon20 szekvencia
EGFR exon20 szekvencia_2
EGFR exon21 forward
EGFR exon21 reverz*
EGFR exon21 szekvencia
PIK3CA exon9 forward*
PIK3CA exon9 reverz
PIK3CA exon9 szekvencia
PIK3CA exon20 forward*
PIK3CA exon20 reverz

PIK3CA exon20 szekvencia

GGCCTGCTGAAAATGACTGA
AGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
AAACTTGTGGTAGTTGGA
CAGACTGTGTTTCTCCCTTCTCA
GTCCTCATGTACTGGTCCCTCATT
CCTGTCTCTTGGATATTCT
GGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTT
ADCATAATTGAGAGAAAAACTGATA
AATTCCTTTTATTGAAACAT

GGTGTGAAATGACTGAGTACAAACTGG

CATATTCATCTACAAAGTGGTTCTGGA
CAAACTGGTGGTGGTTGGAG

GATTCTTACAGAAAACAAGTGGTTATAGAT

GCAAATACACAGAGGAAAGCCTTCG
CTGTTTGTTGGACATACTG
AGACTCGGATGATGTACCTATGG
CCAGAGTTAATCAACTGATGCAAA
TTCCATTCATTGAAACC
TGGTGCTAGTGGAA
TGAAGACCTCACAGTAAAAATTAGG
TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
TGATTTTGGTCTAGCTACA
GTTCTTGTCCCCCCCAGCTT
GCCTGTGCCAGGGACCTTAC
AAAAAGATCAAAGTGCTG
GCATGTGGCACCATCTCA
AAAAGGTGGGCCTGAGGTTC
TAAAATTCCCGTCGC
GCTTTTCCTCCATGAGTACGTATT
CTTTGTGTTCCCGGACATAGTC
AAGCCTACGTGATGGC
ACCGTGCAGCTCATC
TGTCCCTCACAGCAGGGTCTT
GCCTCCTTCTGCATGGTATTCTT
AGATCACAGATTTTGGG
AACAGCTCAAAGCAATTTCTACACG
ACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTT
TAGAAAATCTTTCTCCTGCT
CAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA
CAATCCATTTTTGTTGTCCA
GTTGTCCAGCCACCA

* 5’ biotinilalt primer
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4.2.4 A pirogram kiértékelése:

A piroszekvenalas soran kapott pirogramok kiértékelését a PyroMark Q24
Software 2.0. verzidjaval végezziik. A pirogramon megjelend csticsok mindegyike egy-
egy bazisnak a beépiilését jelzi. A vizsgalt gének bazissorrendjének megfelelden adagolt
nukleotidok egy, az adott génre jellemzd cstcs mintdzatot rajzolnak ki, a csucsoknak
pedig mind a megjelenési helyét (x-tengely), mind pedig csucsmagassagat (y-tengely)
elemezziik. A normalis, vad tipusi mintara jellemzd, hogy a csucsok vagy egyenld
magassaguak, ha azonos nukleotidok ismétlédnek egymas utan, Gigy a csicsmagassagok
egymas egész szamu tobbszorosét érik el (7. dbra — KRAS gén kettes exon vad
tipusanak példaja). A mutans mintara jellemz6, hogy nem vart helyen egy extra csics
jelenik meg, melynek mérete megegyezik egy, a normalis csics magassaganak
méretbeli veszteségével (8. abra).

A pirogramrél nemcsak a muticid pontos helye, hanem annak szazalékban
megadott mértéke (mutacidt tartalmazo sejtek aranya) is leolvashatd, melyet a
kiértékeléskor gondosan Osszevetiink az adott minta szovettani elemzésekor a

patologus altal megbecsiilt tumorszazalékkal.

Vad tipusti KRAS gén : ;:I' b

Wild type ‘ |
m‘ |

i $ = .

V¢tttV "t
5 " " »

7. abra: Normal, vad tipusu KRAS gén pirogramja

(forras: sajat anyag)

28



&
b
T LT L
e ] §: ¥y

GGT>GAT
G120

- T

Mutans KRAS gén
ol

(¥

8. abra: Mutans KRAS gén pirogramja
A KRAS gén kettes exonjan elhelyezkedd6 GGT>GAT mutacio esetében a G12D
pozicioban a guanin helyett adenin épiilt be, igy a piroszekvenalds soran adenin
adasakor megjelend extra csucs az eldtte elhelyezkedd, a guanin adasakor megjelend

csucs méretének az extra csucs méretével megegyezd csokkenését okozta.

(forras: sajat anyag)

4.2.5 Statisztikai kiértékelés

Eredményeinket a betegek klinikopatologiai adataival (Sheldon-stadium, Mayo-
stadium, malignitasi fok, nyirokcsom¢ attét jelenléte, kalcifikacio és pecsétgyiiriisejtes
fenotipus jelenléte) valamint progresszio-mentes és teljes tilélésével korrelaltattuk. A
mutaciok jelenléte és a klinikopatologiai adatok kozotti Osszefiiggést y?-probaval
vizsgaltuk. A tulélési adatokat elemzésekor a Cox univariancia analizist, valamint a
Kaplan-Meier modszert és a log-rank tesztet alkalmaztuk. A statisztikai kiértékeléseket
az SPSS version 20.0. szoftverrel (SPSS, Chicago, Amerikai Egyesiilt Allamok)

végeztiik. A szignifikancia szintet p<0.05-re allitottuk be.

4.2.6 A kiilonbozd tumorentitisok mutacios mintazatianak osszehasonlitisa

Harmincegy UrC mintan hataroztuk meg az EGFR-jelatviteli it mutacidinak
gyakorisagat, melyeket tovabbi, az UrC mutdcioira iranyuld publikalt adatokkal

Osszegeztiink. Az igy Osszegzett mutaciogyakorisagi adatokat a kovetkezd 1€pésben
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Osszehasonlitottuk a CRC-aban valamint a holyag urothelidlis és primer ADC-aban

publikalt mutaciégyakorisagi adataival.

4.3 Az UrC immunhisztokémiai vizsgalata

4.3.1 Mintagyiijtés

E vizsgalat idoben megeldzte a mutacidanalizis elvégzését, amikor még csak 15
UrC beteg mintai alltak rendelkezéslinkre. Magyarorszagrol a Semmelweis Egyetem
Urologiai Klinikajarol 5, mig az Essen-Duisburgi Egyetemrél 10 UrC beteg mintajat

vizsgaltuk.

4.3.2 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia a szOvetek antigénjeinek kimutatasat szolgald specifikus
immunologia mddszer, mellyel a fehérjék szdveten és sejten beliili elhelyezkedését
tessziik lathatova. Az eljaras in situ modon torténik, vagyis az antigén jelenlétét
megtartott szoveti kornyezetben tudjuk vizsgalni. Specificitasat az antigén-antitest
kotddés hivatott biztositani. Az antitest gyartasa soran, a vizsgalt antigént egy masik
immunologiailag adaptiv fajba (altaldban nyual vagy egér oltjak be, mely szervezetének
az antigén idegen, igy a vizsgalt antigénre specifikus (elsédleges) antitestet termel. Az
indirekt immunhisztokémia sordn a jeldletlen primer antitesthez egy enzimmel jelolt
antitestet kapcsolunk, majd egy kromogén szubsztratot hozzdadva az enzim
aktivitdsanak kovetkeztében keletkez6 szines csapadék arulkodik a vizsgalando antigén
helyérdl.

Vizsgalatunk sordn a formalinban fixalt paraffinba dgyazott tumormintakbol 4-5
um vastagsagi metszeteket készitettink. A RHAMM, a BGN, az MMP-7 ¢s az IMP3
ellenanyagokkal torténd immunfestés elsé 1€péseként az antigén feltarasat magas
hémérséklet segitségével végeztiik, ahol 20-25 percen at 95°C-os vizfiird6t és 6,2-es
pH-ju citrat puffert hasznaltunk. Az els6dleges ellenanyagok adatait az 5. tdblazat
foglalja 6ssze. Az elsédleges ellenanyaggal vald inkubalds 4 °C-on egy éjszakan at
tartott, melyet masnap egy 5 perces blokkolas kovetett 3%-os hidrogén-peroxiddal. A

masodlagos ellenanyagot egy o6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk, melyet az
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inkubalas utan haromszor oOblitettiink. A detektalashoz diamino-benzidint (DAB)
hasznaltunk. Fényképezéskor a Leica® DM2000 (Leica-Camera AG, Wetzlar,
Németorszag) késziilékkel legalabb harom reprezentativ szoveti részt fotoztunk le.
Negativ kontroll az elsddleges ellenanyagok elhagyasaval minden vizsgalat esetén

készilt.

5. tablazat: Az immunhisztokémiai kisérletek soran hasznalt ellenanyagok

RHAMM Amsbio® 1:100
BGN Dr. Larry Fishertél kapott ellenanyag’? 1:250
MMP-7 RnD Systems 1:600
IMP3 DakoCytomation 1:100

Az immunhisztokémiai eredmények kvantitativ és a kvalitativ analizisét két
patologus végezte egymastol fliggetleniil, a klinikai és a kovetési adatok ismerete
nélkiil. A festés intenzitasat a patologusok 0, 1, 2 vagy 3 ponttal értékelték attol
fliggden, hogy a vizsgalt minta az ellenanyaggal nem festddott, gyenge, kozepes vagy
erO0s festodést mutatott. A tovabbi szemikvantitativ kiértékeléshez a ,,H-score’-t
alkalmaztuk, melyet az alabbiak szerint szdmoltunk ki: ha a minta 30%-a erdsen, 20%-a
kozepesen 10%-a pedig gyengén festddott, akkor a minta 30 x 3 + 20 x 2 + 10 x 1
pontot kapott. Ez alapjan egy minta maximalisan 300 pontot érhetett el.

A Ki67 és a p53 ellenanyagokkal az immunhisztokémiai festés automatizalt
moédon tortént a Dako Autostainer Plus System (DakoCytomation, Carpinteria,
Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilékével, melyhez az anti-egér IgG EnVision Plus
detection kitet (DakoCytomation) hasznaltuk. A reakci6 végtermékét diamino-
benzidinnel (DAB) jelenitettiik meg. Az értékelés a pozitiv tumormagok szazalékos

becslésével tortént, melyet szintén két patologus allapitott meg egymastol fliggetleniil.

4.3.3 Statisztikai kiértékelés

Vizsgalatunk soran a RHAMM, a BGN, az MMP-7, az IMP3, a TP53 valamint

Ki67 szoveti expressziojanak prognosztikus értékét a talélés tekintetében vizsgaltuk. A
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teljes és progreszidomentes tulélés statisztikai analiziséhez a Cox-regressziot, valamint a
Kaplan-Meier modszert és a log-rank tesztet alkalmaztuk. A statisztikai kiértékeléseket
az SPSS szoftverrel (SPSS version 21, Chicago, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztiik.
A szignifikancia szintet p<0.05-re allitottuk be.
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5 EREDMENYEK

5.1 Azirodalomkutatas eredményei

5.1.1 Az urachus carcinomads betegek klinikai paraméterei és diagnosztikdja

Irodalomkutatasunkat kovetdéen dsszesen 1010 UrC-as — 604 férfi (60%) és 406
n6 (40%) — beteg adatait értékeltiik.A férfi:né arany 1,50:1, a median életkor pedig 52
év volt (20-90 év). A leggyakoribb tiinetek kozott a makroszkoépos vagy mikroszkdpos
haematuria (394/540; 73%), az alhasi fajdalom (54/396; 14%), a dysuria (29/229; 13%)
valamint a mucosuria (35/353; 10%) szerepelt. A tumor medidn mérete (melyet a
leghosszabb atméré alapjan hataroztunk meg) 3,0 és 6,3 cm kozotti értéket ért el.
Cisztoszkopos vizsgalat elvégzésérdl osszesen 276 beteg esetében szamoltak be, mely
245 esetben pozitiv eredményt hozott (89%). Az ultrahangos vizsgalat 142 eset koziil
45-nél irta le kalcifikacio jelenlétét (32%). A vizeletcitologia minddssze 29%-ban
mutatott pozitivitast (30/102). A Dbetegek tiineteivel valamint a diagnosztikus

eljarasokkal kapcsolatos eredményeket a 6. tablazat foglalja Gssze.

5.1.2 Az urachus carcinoma patologiai paraméterei

crer

ADC jelenléte, melynek kovetkeztében a glanduléris UrC-ak ardnya a nem-glandularis
UrC-akhoz képest a valosdgosnal magasabbnak mutatkozik. Ezért annak érdekében,
hogy ezt az adattorzulast elkeriiljiik, e csoportok Osszehasonlitdsa sordn csak azt a 11
tanulmanyt vettiik figyelembe, melyek mind glandularis, mind pedig nem-glandularis
UrC-ékat is tartalmaztak. [gy osszesen az UrC daganatok 91%-a bizonyult ADC-anak
(477/527).

A daganat malignitdsi fokara vonatkoz6 adatok 5 tanulmany esetén voltak
elérhetéek, melyek alapjan a tumorok 18%-a (33/186) alacsony malignitast (grade 1),
48%-a (90/186) kozepes malignitasu (grade 2), mig 34%-a (63/186) magas malignitasu
(grade 3) volt.
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Az urachus carcinomas betegek diagnosztikus adatai

6. tablazat

%62
Z01/0¢€

S/t

91/0

S/1

ve/L
8/t

Ze/ET

Z1/9

e139]030
Anzog

%68
9.z/sve
82/8T

6T/ST
LT/9T
SE/TE

01/0T

1/21
€6/Sv

99/%5

8€/vE

e1doyzso3zsid
AIjzod

%TE %ET
wi/st  ecz/eT
Le/e 8t/¢
ST/t LT/T
se/e /8

LT/T
vZ/T
vI/s ¥1/9
9z/6 99/8
S7/8T [444

onpejyyie) | eunsAg | eunsoonpy | oleyjuidep

%0T
€SE/SE

9t/¢€
Sz/e

8¢/0

LT/T

vZ/T
vI/1
6v/8

99/9
(4414

8¢/9
ve/v

%11
TvE/6E

sz/8
8Z/¢
LT/T
Tv/L
LT/T

vz/T
vI/1
6v/28

99/9
et

8¢/1

%1
96€/¥S

9%/9
9z/¢
sz/e
8T/

1t/0T
LT/T

vz/0
v1/0
6v/v

99/91
zz/e

8¢/8

wojepley
Isey|y

%EL
0vS/v6E
8t/1e
917/62
9z/stT
sz/9
87/81
LT/PT
Tv/z€
L1/z1
S9/61
01/8

ve/LT
YI/ET
6v/tv

99/¢€S
Tz/et

8¢/0€
ve/ee

E

s
(£5-9%) Z&
(z8-82) €S
(€L-ze) 8y
(€8-¥7) 6¥
(£9-92) 9%
(££-1€) 05

X

9t

15
(0£-T€) 5
(06-07) 85
(89-92) 5§
(s2-v2) 28§
(9£-z¥) 8S

X

18
(¥9-£5) 19
(69-12) 8¥
(9£-€2) L¥

X
(££-52) SS
(88-82) LS

s

(9£-8¢) 55
(n2)

1001312 Sepy

90t

9T
1T
[43

LT

€¢

9

9T
89
LT
0¢
[4"
(04
<t

0T
1T

S 6 14" [43
EEHE

v09 O0TO0T
1¢ 8¢
0€ 9t
ST 9C
14 SS
6T 8C
ot LT
ve 1974
€T LT
[474 59
8 0T
88 74T
ST 144
6 14"
€€ 6%
€8 TSI
14 ot
ot 99
€T T4
[44 (474
6 |14
8 LT
8¢ 8¢
€Tl e

4%}
£
TC
LTT
[44
6E
144
99
S9
8¢

€T
ot
8T
0¢
(44
St
9
S€
€9
9
e
T9

uasazssQ
1yseAey
uojjiya
yolompaiN
uiwy

gunr

usyy

wiy

oyd

S EETNY]
BMEZEA
suinug
uejedon
usygy

BUllON
Y3um
snyjuld
As|ysy
gemyds-lieyl
DIpey-1aj}als
Jexapueq
122njues
AluaH
uouduo

uosuyor

Auewnuey

34



A Sheldon-féle stadiumbesorolas 13 tanulmanyban Osszesen 532 beteg esetén volt
hozzéaférhetd. E szerint az I-es stadiumu csoportba 3 beteg (0,6%), a Il-es és IlI-as
csoportba 40 (8%) illetve 363 (68%) beteg, mig a IV-es stadiumu csoportba 126 (24%)
beteg keriilt (8. tdblazat). A Mayo-féle stadiumbesoroldst 6 tanulmany Osszesen 221
UrC-as beteg esetén alkalmazta. Ennek soran 73-an (33%) az I-es, 88-an (40%) a 1l-es,
15-en (7%) a Ill-as és 45-en (20%) a 1V-es stadium csoportba keriiltek (8. tablazat).

A diagnozis felallitasakor 646 beteg koziil 136-nak (21%) volt tavoli attétte. A
primer nyirokcsom6 metasztazisok jelenlétének meghatirozasakor csak azokat a
tanulmanyokat analizaltuk, ahol a sebészi kezelés nyirokcsomo eltavolitassal egésziilt
ki, igy a nyirokcsomo pozitivitds az esetek 17%-ban igazolodott (41/239). A mitéti
kezelés utan a betegek 21%-anal (73/349) igazoltak pozitiv rezekcids sz€It. A patologiai

paramétereket a 7. tablazat foglalja dssze.

5.1.3 Az urachus carcinoma prognosztikus tényezoi

Az UrC prognosztikus faktorainak feltérképezését szamos tanulmany tizte ki
célul, melyek koziil a leggyakrabban vizsgélt paraméterek kozott a kovetkezOk
szerepeltek: kor, nem, Sheldon és Mayo stadium, malignitasi fok, nyirokcsomo statusz,
metasztazisok hidnya vagy jelenléte, pozitiv sebészi szél, a tumor mérete,
pecsétgylriisejtes fenotipus jelenléte vagy hianya, mucin termelés, peritonealis
érintettség, koldok és a nyirokcsomodk eltdvolitdsa vagy azoknak hidnya, parcialis és
radikélis cystectomia és az Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) kritériumai
szerint megallapitott, statusz, mely a betegek altalanos allapotat hivatott leini. A
kiilonb6zé tanulmanyok Osszehasonlitdsat szdmos tényezd nehezitette. Ezek koziil
kiemelendd, hogy a vizsgalt paramétereket az egyes tanulméanyok alataldban eltérd
modon csoportositottdk. Az olyan folytonos valtozok, mint a tumor méret, az életkor, a
staging ¢és a grading analizise sordn kiilonbozOképpen beallitott hatarértéket hasznaltak,
ami a tanulmanyok eredményeinek kozvetlen Osszehasonlitdsat lehetetlenné tette.
Tovéabbi problémat jelentettek az eltérd vizsgalati végpontok (1gy, mint a teljes vagy
betegség-specifikus illetve progresszio-mentes tulélés), melyek ugyancsak jelentdsen

megnehezitették a tanulméanyok Gsszevetését.
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Tobb publikdcidban az alacsony betegszamhoz képest tul sok valtozot vizsgaltak,
ami csokkentette a statisztikai modellek megbizhatésagat. Ez utdbbi probléma
kikiiszobolésére csak azokat a tanulmanyokat vontuk be a prognosztikai faktorok
vizsgalataba, melyek legalabb 25 beteg adatait dolgoztak fel. Igy sszesen 10 tanulmany
620 betegének 6sszehasonlitasat tudtuk elvégezni.

Az egyes tanulmanyok univariencia analiziseinek 0Osszehasonlitdsa soran
szignifikans Osszefiiggést talaltunk a Sheldon IIIB< ¢és IIIC< staddiumok és a rovid
talélési 1d6 kozott. A Mayo-féle beosztas szerinti II-es stadium feletti betegek szintén
szignifikansan rovidebb ideig ¢éltek. Ezenfelil a Mayo-féle stadiumbesorolds a
magasabb szignifikancia alapjan megbizhatobbnak bizonyult mint a Sheldon-féle
rendszer. A multivariencia analizisek mindkét stddium rendszert fiiggetlen
prognosztikus faktorként azonositottdk a talélés tekintetében. A tumor malignitasi foka
az univariencia analizisben prognosztikus faktornak bizonyult, &m a multivariencia
vizsgdlatok e faktor fiiggetlen prognosztikai értékét nem tamasztottak ald. A
nyirokcsomodk érintettsége és a tavoli metasztazisok jelenléte mind az univariencia,
mind pedig a multivariencia analizisek sordn szignifikdns kockazati tényezOknek
bizonyultak. A pozitiv sebészi szél prognosztikus értékét Osszesen 4 tanulmany
tamasztja ald. Az eredményekbdl kiolvashato, hogy a radikalis cystectomia alkalmazasa
nem biztositott tulélési eldnyt a parcialis cystectomiaval szemben. A tumor mérete ¢és a
pecsétgylirisejtes fenotipus jelenlétének prognosztikus értéke nem egyértelmi, mig a
mucin megjelenése a daganat szovetben nem mutatkozott prognosztikusnak. Végiil, az
ECOG statusz prognosztikus szerepét az univariencia és a multivariencia vizsgalatok is

alatamasztottak. A prognosztikus faktorokat a 8. tablazat foglalja dssze.
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5.1.4 Az urachus carcinoma sebészi kezelése

Az UrC sebészi kezelésérdl késziilt metaanalizisiink Osszesen 22 tanulményt
foglal magaba, mely soran 957 UrC-as beteg adatait dolgoztuk fel. A legtdbben az
elsddleges miitéti kezelésnek a parcidlis cystectomiat valasztottdk (633/957; 66%), ezt
kovette a radikalis cystectomia (117/957; 12%), majd a transzuretralis mitét (49/957,
5%). A koldok eltavolitasaval kapcsolatos adatok 429 esetben voltak elérhetek, ebbdl
287 esetnél (67%) végezték el a koldok valamint a ligamentum umbilicale medianum
teljes eltavolitasat. A regiondlis nyirokcsomok eltdvolitasat a referdlt 647 UrC-as
esetbdl 248 betegnél (38%) végeztek el. A sebészi kezeléssel kapcsolatos adatokat a 9.

tablazat foglalja Ossze.

9. tablazat: Az urachus carcinomas betegek miitéti adatai

ELTETY Parcidlis CE Radikalis CE TUR Koldok Nyirokcsoma
eltavolitas eltavolitas
14 11 X X

Johnson 32 1 0
Grignon 61 24 16 4 1 X X
Henly 31 38 30 4 2 34 X
Santucci 62 17 14 0 2 X
Dandekar 63 21 10 9 0 X
Siefker-Radtke 35 42 28 7 0 19 19
Ashley 25 66 46 14 0 32 20
Pinthus 22 40 28 4 0 X
Wright 20 151 71 17 19 45
Molina 18 49 43 0 42 12
Chen 10 14 8 3 0 X X
Gopalan 13 24 20 3 1 11 14
Bruins 5 152 81 20 17 X 43
Yazawa 38 10 5 4 0 9
Meeks 65 65 59 0 0 50 51
Cho 66 17 16 1 0 16 3
Kim 24 41 29 5 3 X X
Chen 358 17 12 2 1 13
Amin 117 55 40 0 3 32 X
Niedworok 21 26 21 4 0 X 10
Dhillon 23 46 33 7 0 7x) X
Hayashi 52 28 12 5 0 X 17
Osszesen 957 633/957 117/957 49/957 287/429 248/647
66% 12% 5% 67% 38%
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5.1.5 Az urachus carcinoma kemoterdpidas kezelése

Azért, hogy a kiilonb6z6é kemoterapias kezelések hatékonysagat 6sszehasonlitsuk,
az irodalomban fellelhetd Osszes olyan publikalt esetet Osszegyljtottilk, melyekben
UrC-as betegek kemoterapiaval torténd kezelésérél szamoltak be. Figyelembe véve a
betegek heterogén kezelési modjat (kiilonos tekintettel a kemoterapia elotti
kezelésekre), a igen eltérd altalanos allapotat (ECOG statusz) €s a rovid kovetési idoket,
végpontként a talélés helyett inkabb a radiologiai valaszt hasznaltuk. Azokat az
eseteket, ahol a radiolégiai valasz hianyzott, kizartuk a vizsgalatbol. Igy Gsszesen 74
UrC-as beteg adatait dolgoztuk fel, akiket a radiologiai valaszaik alapjan 3 csoportba
soroltunk: a teljes vagy parcialis valaszt adok, a stabil betegséggel, valamint a
progressziv betegséggel birok csoportjdba. A kemoterapids kezelés szerint 4 csoportot
hoztunk 1étre, ezek pedig a platina-alapti, az 5-FU-alapti, a kombinalt, valamint az
egyéb kezelésben részesiil betegek csoportjai voltak (10. tablazat). A 74 beteg koziil
22-en kaptak platina-alapt, 16-an 5-FU alapt, 14-en kombinalt platina- és 5-FU alapu,
valamint 22-en egyéb, nem platina- és/vagy 5-FU alapi kemoterapias kezelést. A
radioldgiai vélaszok alapjan a betegek hasonloan reagaltak az 5-FU alaptu kezelésre,
mint a kombindlt platina—5-FU alapti kezelésre, hisz mindkét csoportban a reagalok
aranya 40% feletti értéket mutatott (44% ¢és 43%). Ez az arany a platina-alapa kezelést
kapott betegcsoportban csupan ennek negyedét (10%) érte el. A legalacsonyabb
progresszios aranyt azoknal a kezeléseknél lehetett megfigyelni, ahol a platina-alapt
szereket 5-FU kezeléssel kombinaltak (14%). Az 5-FU kezelésben részesiilo betegek
31%-a mutatott progresszidt, mig a platina-alapu és az egyéb kezelésen atesett
betegeknél gyakrabban fordult el6 progresszid (45 és 50%) (9. abra). A legmagasabb
aranyban terapids valaszt kivaltd, mig a legalacsonyabb progresszids ratdt mutatd
kezelés az 5-FU-platina kombinacidja volt, melyet a Fisher-féle egzakt teszt is

megerésitett (p=0,043).
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10. tablazat: A kemoterapias kezelésekre adott radioldgiai valaszok

Teljes / parcialis valasz Stabil betegség Progressziv betegség
N % N % N % N

Platina-alapu 2 10 10 45 10 45 22
3-FU-alapu 7 44 4 25 5 31 16
Kombinalt terapia (Platina — 5-FU) 6 43 6 43 2 14 14
egyéb (nem platina- vagy 5-FU-alapu) 5 23 6 27 11 50 22
> 20 27 26 35 28 38 74
60
50

&

B Teljes / parcialis valasz

B Stabil betegseg

I Progressziv betegség

Beteg % minden csoportban
8

Platina-alapi 5-FU-alapi  Kombinalt Egyéb

9. abra: Az urachus carcinomas betegek radiologiai valasza a kiilonbozo tipusu

kemoterapids kezelések hatasara
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5.2 Az EGFR jelatviteli utvonal mutacidinak vizsgalata

5.2.1 Vizsgalt mintak

A vizsgalt 31 beteg koziil 19 férfi és
12 nd (1,6:1).

felallitasakor az életkor kozépértéke 51 év

volt A diagnozis

volt (24-77 év). A szovettani leiras
minden esetben ADC-at igazolt, mely 6
esetnél pecsétgylri-sejtes fenotipust, 4
esetben pedig kalcifikaciot is mutatott
(egy esetnél az adatok hidnyoztak). A
Sheldon-féle kritériumoknak megfeleléen
[8] 16 beteg a IIA stadium, 7 a IlIB
stadium, 1 a IIIC stadium, 2 a IIID és 4
pedig a IVA stadiumcsoportba keriilt. A
Mayo-stadium [18] szerint 7 beteg keriilt
az l-es, 13 a ll-es, 7 a Ill-as és 3 a IV-es
stadium csoportba (egy betegnél a stadium
adatok

hianyoztak). A  diagnodzis

felallitisakor 5  beteg rendelkezett
nyirokcsomé vagy tavoli attéttel (16%).
Elsddleges sebészi kezelésnek 21 esetben
parcialis cystectomia, 8 betegnél radikalis
cystectomia, 2 esetben pedig TUR miitét
volt. A primer miitét 17 betegnél (55%)
egésziilt ki a koldok és 21 betegnél (68%)
a nyirokcsomok eltavolitasaval. A két
TUR mitéttel kezelt betegen késébb
cystectomiat végeztek. A mitét elott
kemoterapids

és/vagy sugarkezelésben

egyik beteg sem részesiilt (11. tablazat).
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11. téblazat: A betegek klinikopatologiai adatai

I [

55< 12
55> 19

Nem |
Férfi 19
NG 12

(siovettan | Hianyas adati1 |
ADC pecsétgyl(irlsejtes 6

fenotipussal

ADC pecsétgylriisejtes 24
fenotipus nélkul

Kalcifikacio Hianyzo adat: 1

Jelenléte 4

Hianya 26

| 0

1l 0

1A 16

1B 7

HIC 1

1D 2

IVA 4

VB 0

| 7

1l 13

1l

v 3
Avetdimgnoniskor |

Igen S

Nem 26
witétkezeles |

Parcialis cystectomia 21

Radikalis cystectomia 8

TUR 2

Igen 17

Nem 12
[Nyirokcsoms atavolitdsa |

Igen 21

Nem 10



5.2.2 Az UrC-ds betegek kovetési és tulélési karakterisztikdaja

Vizsgalatunk soran a 31 beteg koziil a daganat lokalis kitijulasa a mutéti kezelés
utan 3, metasztazis megjelenése 4 ¢és lokalis kitjulds valamint metasztazis egyiittes
megjelenése 5 betegnél fordult eld. A sebészi kezeléstdl a progresszid megjelenéséig
eltelt id6 median értéke 18 honap volt (a progresszidval kapcsolatos adatok 5 esetben
hidnyoztak). Az adatok feldolgozasanak idépontjaban a 31 UrC beteg koziil 20 volt
¢letben, 10 pedig elhunyt. A median talélés 49 honap volt (a talélési adatok 1 esetben
hianyoztak).

5.2.3 Az EGFR jelatviteli utvonal mutdcidinak gyakorisaga

Harmincegy UrC-as beteg mintaiban vizsgaltuk a KRAS, NRAS, a BRAF, EGFR
és PIK3CA gének leggyakrabban eléforduld patogén mutaciéit. Osszesen 14 mutaciot
talaltunk 13 (42%) betegnél. A leggyakrabban a KRAS gén mutéalodott (8/31; 26%),
melyet a BRAF (5/31; 16%) és az NRAS (1/31; 3%) gének kovettek. Egy esetben mind
a BRAF, mind pedig az NRAS génben mutaciot talaltunk. Az EGFR és a PIK3CA
gének minden esetben vad tipusunak bizonyultak. A mutaciokkal kapcsolatos

informéaciokat a 12. tablazat foglalja 6ssze.

12. tablazat: Az azonositott mutaciok tipusai és el6fordulasi gyakorisaguk

mmm Pont mutacié | Kodon valtozas m Aminosav csere _

KRAS 2 12 €.35G>A GGT>GAT p.G12D Gly>Asp 1

2 12 ¢.35G>T GGTGTT p.G12V Gly>Val 3

3 61 c.182A>T CAA->CTA p.Q61L GIn=>Leu 1

4 146 c.437C>T GCA>GTA  p.146AV Ala=>Val 2

4 146 C.436G>A GCA>ACA  p.A146T Ala>Thr 1

s 8/31
NRAS 3 61 c.183>T CAA->CTA p.Q61H GIn=>Hus 1

2 1/31
BRAF 15 660 €.1799T>A GTG>GAG  p.V600E Val>Glu 5

b3 5/31
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5.2.4 A mutdciok jelenléte valamint a betegek klinikopatologiai adatai és

tulélése kozotti osszefiiggés

A mutaciok jelenléte, valamint a betegek klinikopatologiai adatai kozott (Sheldon-
stadium, Mayo-stadium, malignitas, nyirokcsomo attét jelenléte, kalcifikacio jelenléte
és pecsétgyliriisejtes fenotipus) nem talaltunk osszefiiggést. Erdekes modon a KRAS
mutacioval rendelkezd nyolc betegiink egyike sem rendelkezett nyirokcsomo6 vagy
tavoli attéttel, ennek ellenére a muticiok és a metasztazisok jelenléte kozotti
Osszefliggés mégsem érte el a szignifikancia szintet (p=0,108).

Sem a mutaciok jelenléte, sem pedig a betegek klinikopatoldgiai adatai és a teljes
tulélése kozott nem talaltunk Osszefliggést (13. tablazat). Néhany ismert rizikotényezo
prognosztikus értéke megkozelitette a szignifikancia kiiszobot: a Sheldon szerinti IITA-
nal magasabb stadiumu (p=0,069), valamint a magas malignitasu (grade 3) (p=0,071) és
pecsétgyliriisejtes komponenst tartalmazo tumorok (p=0,051) rovidebb talélési idokkel
mutattak osszefiiggéseket, melyek azonban nem érték el a szignifikancia kiiszobot. Az
egyes klinikopatologiai valtozok és a teljes tulélés dsszefiiggését abrazold Kaplan-Meier
gorbék a 10. abran lathatok. A mutaciok eléfordulasat a betegek adatai szerint

csoportositva a 14. tdblazat mutatja.

5.2.1 A kiilonboz6 tumorentitisok mutacios mintdazatainak osszehasonlitisa

Az UrC, a CRC, valamint hugyhdlyag urothel sejtes és primer ADC muticios
profiljainak Osszehasonlitdsakor sajat eredményeinket vetettiik Ossze az irodalomban
fellelhetd adatokkal (15. tablazat).

A CRC és az UrC mutécids mintazatainak dsszehasonlitasa soran megallapitottuk,
hogy a KRAS gén érintettsége mindkét tumorban gyakori (28% vs. 41%). Tovabbi
hasonlésdg mutatkozott az UrC és a CRC kozott a BRAF gén muticidinak
Osszehasonlitasakor (8% vs. 10%), mig az NRAS ¢és az EGFR gének ritkan érintettek
mindkét tumor entitasban. Az UrC és a CRC mutédcidos mintazata kozott kiilonbséget
csupan a PIK3CA gén esetében lattunk, ugyanis e gén mutacioi viszonylag gyakorinak
szamitanak CRC-aban (15%), UrC-aban viszont az esetek mindossze 2%-aban volt

kimutathato.
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10. abra: A klinikopatoldgiai valtozok valamint az urachus carcinomas betegek teljes

tulélését abrazold Kaplan-Meier gorbék

A CRC-4tol eltér6en az

UrC és a holyag urothel sejtes carcinomajanak mutacios

gyakorisagai kozott egyértelmi kiilonbségeket talaltunk. Egyrészt az UrC-aban gyakori

KRAS mutaciok urothel sejtes daganatokban ritkdk (3%), ezzel szemben a PIK3CA

urothel sejtes daganatokban gyakori (20%), mig UrC-aban ritka eseménynek szamit.

Az UrC és a holyag primer ADC mutacidés mintdzata nagymértékben hasonlit

egymasra: a KRAS gén mutécidja viszonylag gyakran érintett mindkét tumorentitdsban

(UrC-aban 28%, primer ADC-aban pedig 18%), melyet a BRAF gén érintettsége kovet

(mindkét tumorban 8%), mig az NRAS ¢és az EGFR gének érintettsége e két

tumorféleségben alig, vagy egyaltalan nem fordul eld.
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13. tablazat: A mutdciok jelenléte valamint az urachus carcinomds betegek
klinikopatologiai adatai kozotti dsszefiiggések

T eles s

HR 95% KI P

Eletkor <50 ref.

> 51 0,712 0,200-2,542 0.601
Nem né ref.

férfi 0,543 0,156-1,890 0,338
Sheldon stadium A ref.

>A 3,786 0,903-15,865 0,069
Mayo stadium -1 ref.

- 1,772 0,474-6,625 0,395
Ontario stadium [-11 ref.

Hr-1v 1,598 0,393-6,492 0,512
Malignitas alacsony (G1-2) ref.

magas (G3) 4,116 0,884-19,171 0.071
Pecsétgytrisejtes komponens nem ref.

igen 4,374 0,996-19,206 0,051
Kalcifikacio nem ref.

igen 0,891 0,109-7,284 0,914
Metasztazis (M/N) negativ ref.

pozitiv 2,142 0,530-8,661 0,285
Koldokeltavolitas nem ref.

igen 3,016 0,623-14,591 0,170
Nyirokcsomaeltavolitas nem ref.

igen 0,774 0,216-2,771 0,694
KRAS mutacio nem ref.

igen 0,917 0,193-4,351 0,914
K-, NRAS v. BRAF mutacié nem ref.

igen 1,022 0,287-3,640 0,973
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14, tablazat: A mutaciok jelenlétének eloszlasa a betegek karakterisztikaja szerint

T  peegel | cvas | wRas | BRar
n %

n n n

Kor <55 12 39 4 1 4
255 19 61 4 0 1

Nem Férfi 19 61 2 1 4
NG 12 39 6 0 1

Szovettan ADC 6 20 1 0 2
pecsétgylirlisejtes
fenotipussal
ADC 24 80 7 1 3
pecsétgylrisejtes
fenotipus nélkul
Hianyzo adat 1

Kalcifikacio Jelenléte 4 13
Hianya 26 87 6 5
Hianyzd adat 1

Sheldon-stadium I-11 0O o0 0 0 0
A 16 533 3 1 3
1]]:] 7 233 4 0 1
Inc 1 33 0 0 0
1D 2 7 0 0 0
IVA 4 133 1 0 1
IVB 0 o] 0 0 0
Hidanyzd adat 1

Mayo-stadium | 7 23,3 1 0 0
Il 13 433 4 1 4
11} 7 233 2 0 0
v 3 33 1 0 1
Hianyzo adat

Attét diagndziskor NO/MO 5 16 8 1 4
N+/M+ 26 84 0 0 1

M(itéti kezelés Parcidlis cystectomia 21 68 7 0 3
Radikalis cystectomia 8 26 1 0 1
TUR 2 6 0 1 1

Koldok eltavolitasa lgen 17 59 5 0 3
Nem 12 41 3 1 2
Hidnyzé adat 2

Nyirokcsomo eltavolitésa Igen 21 68 5 0 3
Nem 10 32 3 1 2

Kemoterapia lgen 7 28 2 1 2
Nem 18 72 6 0 3
Hidnyzo adat 6

Progresszio Lokalis kiujulas 3 12 0 1 1
Tavoli attét 4 15 1 0 0
Mindkettd DI IS 2 0 1
Nem progredialt 14 54 4 0 3
Hianyzo adat 5 1
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15. tablazat: EGFR szignalut tagjait érinté mutaciok gyakorisagainak dsszehasonlitasa

a kiilonboz6 tumorentitasokban

M|m Hélyag primer ADC| Urothel sejtes cc Colorectalis cc
N 9 N N o

KRAS N % % % %
8/31* 26 2/21¥ 10 10/234% 4 3410/8350%° 41

3/7%° 43 4/12°% 33 3/105% 3 613/1487% 41

1/587 20 4/218°%7 2 124/277% 45
1/7100 14 4/98 % 4 92/194%2 47

2/9% 22 0/1288 0  71/164% 43

5/12% 42 119/27681 43
b3 20/71 28 6/33 18  21/783 3 4429/10748 41
NRAS 1/31* 3 0/129 2/105% 2 17/64417 3
/7% 0 0/218 97 0  14/282% 5

1/9% 11 4/98 % 4 7/194 % 4

0/12%8 0 0/12885 0  25/276% 9

s 2/59 3 0/12 0 6/549 1 63/1396 5
BRAF 5/31* 16 1/12% 8 0/14597 0 1288/119551% 11
0/7 % 0 0/12885 0  18/243% 7

0/7100 0 10/194 92 5

0/9% 0 26/164%1 16

0/12% 22/276% 8

3 5/66 8 1/12 8 0/273 0 1342/12832 10
EGFR 0/31* 0 0/28%7 0 0/213%6 0  17/236% 7
0/7100 0 0/75 8 0 3/280 & 1

0/9% 0 0/12885 0 11/2768 4

s 0/47 0 0/28 0 0/224 0 31/792 4
PIK3CA 0/31* 0 61/2571% 24  108/743%7 15
0/7:° 0 19/105% 18  24/2558 9

1/9% 11 37/218%7 17 32/194% 16

26/128% 20  50/276%* 18

s 1/47 2 - - 143/708 20 214/1468 15

*sajat eredmények
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5.3 Immunhisztokémiai vizsgalatok
5.3.1 Vizsgadlt mintik

A vizsgalt betegek koziil 9 férfi és 6 nd volt (1,5:1), az életkor kozépértéke a
diagnozis felallitaskor 49 év volt (32-66 év). Mind a 15 beteg tumormintaja a szovettani
elemzés soran urachus ADC-at igazolt, mely harom esetnél pecsétgytiriisejtes fenotipust
mutatott. Kalcifikacio két beteg mintdjaban fordult el6. A Sheldon-féle beosztas szerint
[8] 5 beteg a IIIA stadium, 6 a IIIB stadium, 1 a IIIC stadium, 1 a IIID és 1 a IVA
stadium csoportjaba keriilt. A Mayo-féle kritériumoknak megfeleléen [18] 2 beteg
keriilt az I-es stddium csoportjaba, még 7 a II-es, 3 a lll-as és 2 a IV-es stddium
csoportjaba sorolodott (a tumor stadiumaval kapcsolatos adatok 1 beteg esetén
hianyosak voltak). A diagnodzis felallatasakor 2 beteg rendelkezett nyirokcsomé vagy
tavoli metasztazissal (13%). A leggyakrabban valasztott sebészi kezelés a parcialis
cystectomia volt, melyben 10 beteg részesiilt, radikalis cystectomiaval 4, TUR miitéttel
1 beteget kezeltek. A sebészi terdpia 9 esetben a koldok, 10 esetben a teriileti
nyirokcsomok teljes eltavolitasaval egésziilt ki. A TUR mitéttel kezelt beteg a
késObbiekben cystectomidn esett at. A mutét eldtt egyik beteg sem kapott kemoterapids

¢és/vagy sugarkezelést.

5.3.2 A betegek kovetési és tiilélési adatali

E vizsgalat elvégzésének 1dején 15 UrC-as beteg mintai alltak rendelkezésiinkre.
Koziiliik 1-1 esetben lokalis kitjulds vagy metasztdzis megjelenésével progredidlt a
betegség. Ot betegnél a progresszid soran a daganat helyi kitijulasa valamint attét
megjelenése egyiittesen fordult el6. A progresszioval kapcsolatos adatok egy beteg
esetén hianyoztak. Az mitétt6l a progresszioig eltelt id6 kozépértéke 24 honap volt. Az
adatok kiértékelésekor 8 beteg volt életben, 7 pedig elhalalozott. Az UrC-as betegek

median talélési ideje 52 honap volt.

5.3.3 Hisztopatologiai eredmények

Két patologus egymastol fliggetleniil elemezte az MMP-7, BGN, RHAMM ¢és
IMP3 festddés intenzitasat, melyekbdl a hisztologiai pontszamot (H-score) kiszamolva

a kovetkezd eredményekhez jutottunk: a median pontszdm az MMP-7 esetén 110 (40-
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240 pont), a BGN-nél 75 (0-190 pont), a RHAMM esetén 10 (0-55 pont) és az IMP3-nal
100 (0-290 pont) értékeket érte el. Ezek kozill a RHAMM és az IMP3  szignifikansan
erosebb festodést mutatott a tumor szovetekben, mint a kontrollként hasznalt tumor
kornyéki normal szovetben (p=0,0431 és p=0,0052, 11. dbra). A Ki67 és a p53 festddés
intenzitasanak analizise szignifikdns emelkedést eredményezett a tumor szdvetekben
mindkét immunreakcid esetén (p=0,0006 és p=0,0024, 11. dbra). Az MMP-7, a BGN, a

RHAMM ¢s az IMP3 UrC esetén kizardlag a citoplazmaban mutatott immunreaktivitast

(11. abra).
A p=0,0052 B p=0,0024 p=0,0006
** *k
300+ S— = 100~ dedek
3 Tumor E 3 Tumor
=3 Kontroll é 80 3 Kontroll
200 b
2 T 2 o
wn
0 p=0,0431 & 10
T 1004 o
= 5 2
P i
c T T T T T T : | T o- 2
RHAMM  BGN MW7  IMP3 pS3 Kig7

10. abra: A RHAMM, a BGN, az MMP-7 és az IMP3 immunexpresszioja az

urachus carcinomas betegek tumor és normal szovetében.

A) RHAMM ¢és az IMP3 festddése szignifikans emelkedést mutat a tumoros mintdkban
(p=0,0431 ¢és p=0,0052).

B) A p53 és a Ki67 sejtmagi festddésének szazalékos értékei. Mindkét immunmarker
festddése a tumorszovetekben szignifikansabb erdsebb volt a kontroll szovetekhez képest
(p=0,0024 ¢és p=0,0006).

C) Az MMP-7, a BGN, az IMP3, a RHAMM, a Ki67 és a p53 jellegzetes festodései az
urachus carcinomas mintakon €s a kontroll tumormentes urotheliumban.

50



H-score

5.3.4 Az immunhisztokémiai eredmények osszefiiggése a klinikopatologiai
adatokkal

A Sheldon-féle stadiumbesorolas szerinti IIIA csoportba keriilt UrC-as mintak
szignifikansan erésebb IMP3 festddést mutattak szemben a Stage IIIB illetve az
elorehaladottabb stadiumu UrC-as daganatokkal (median H-score: 230 vs. 40,
p=0,0048, 12. abra). A RHAMM, a BGN, az MMP-7, az IMP3, a Ki67 valamint a p53
immunreaktivitdsa valamint a daganat stddiuma, malignitdsi foka (grade), illetve a

betegek neme és életkora kozott sszefiiggést nem talaltunk.

B
p=0,048
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11. abra: Az MMP-7, a BGN, a RHAMM ¢és az IMP3 immunexpresszidja az urachus

carcinomas betegek tumor szovetében.

A) Az IMP3 fest6dése szignifikansan magasabb korai stadiumti urachus dagantos mintakban
az elorehaladott stadiumaakhoz képest (p=0,048).
B) A p53 és a Ki67 sejtmagi festddésének szazalékos értékei nem térnek el egymastol.
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5.3.5 Az immunhisztokémiai eredmények osszefiiggése a tulélési adatokkal

A Cox regresszios analizis segitségével az immunreakciok és a betegek teljes,
betegség-specifikus €s progresszio-mentes tulélése kozott nem talaltunk szignifikéns

Osszefliggést (16. tablazat).

16. tablazat: A vizsgalt immunhisztokémiai markerek 6sszefiiggése az urachus

carcinomads betegek talélésével

-—-l Teljes Tulélés | | Progresszigmentes Tilélés

HR 95% Cl P-érték HR 95% Cl P-érték

MMP-7  Gyengén fest6d6 (H-Score<110) 9 ref. ref.

Erésen fest6d6 (H-Score>110) 6 1.305 0.290-5.872 0.729 1046 0.249-4.398 0.951
RHAMM Gyengén fest6d6 (H-Score<10) 8 ref. ref.

Erésen fest6dd (H-Score>10) 7 1576 0.352-7.061 0.552 1446 0.359-5.825 0.604
IMP3 Gyengén fest6d6 (H-Score<100) 8 ref. ref.

Erésen fest6d (H-Score>100) 7 0.703 0.155-3.184 0.648 0.751 0.179-3.159 0.696
BGN Gyengén fest6d6 (H-Score<75) 8 ref. ref.

Erésen fest6d6 (H-Score>75) 7 1.393 0.306-6.337 0.668 0.402 0.081-2.002 0.266
p53 Gyengén festéd6 (H-Score<80%) 8 ref. ref.

Erdsen fest6d6 (H-Score>80%) 7 2187 0.484-9.881 0.309 1917 0.474-7.762 0.362
Ki67 Gyengén fest6d6 (H-Score<70%) 10 ref. ref.

Erésen fest6d6 (H-Score>70%) 5 0.374 0.045-3.126 0.364 0.163 0.020-1.338 0.091
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6 MEGBESZELES

Jelen tanulmanyban célul tiiztiik ki, hogy az irodalmi adatokat feldolgozva az UrC
klinikai, patologiai és prognosztikai vonatkozasairol atfogo és aktualis képet nyerjiink.
Tovabbi célunk volt, hogy az UrC genetikai és immunhisztokémiai tulajdonsagainak
feltérképezésével kozelebb keriiljiink e betegség molekularis hatterének megértéséhez.
Ehhez egyrészt a ,PubMed” adatbazisban az UrC-aval kapcsolatos publikaciokat
Osszegylijtve metaanalizist végeztiink, masrészt egy nemzetkdzi kooperacid keretei
kozott osszegyljtott UrC mintdkon az EGFR szignalut gyakori mutacidinak analizisét
végeztiik el. Vizsgaltuk tovabba hat - a CRC-4ban és az urothel sejtes carcinomaban
igazoltan - prognosztikus immunhisztokémiai marker (p53, Ki67, MMP7, BGN,
RHAMM, IMP3) expressziojat is.

Az UrC incidenciaja rendkiviil alacsony [4], ebbdl kifolyolag az elérhetd
kozlemények szama is igen kevés. Az adatok szegényességébdl adodoan nem meglepd,
hogy e betegség kezelésével kapcsolatban szamos bizonytalansag tapasztalhatd. A
rendelkezésre allo tanulményok legnagyobb része egy-egy beteg adatait feldolgozo
esettanulmany, melyek bar altalaban részletes klinikai €és patologiai leirast tartalmaznak,
a rendszerint rovid kovetési id6é miatt a prognosztikai faktorok vizsgalatara kevésbé
alkalmasak. A publikaciok tovabbi — bar az esettanulmanyoknal joval kisebb szamban
publikalt — tipusaban egy-egy intézmény retrospektiv adatait dolgozzdk fel. E
publikaciok kielégitd részletességgel adnak meg klinikai és patologiai adatokat és a
kovetési ido altalaban megfeleld hosszusagi, de az esetszamok jellemzden 10-20
koriiliek, ami nem teszi lehetdvé megbizhatd statisztikai analizis elvégzését. A
publikaciok harmadik csoportja — amibe minddsszesen két tanulmany tartozik —
tumorregiszterek adatait hasznalja fel [5, 20, 67]. Ezekben az esetszamok jellemzéen
szaz felettiek, ami a statisztikai kiértékelhet6ség szempontjabol kedvezé ugyan, de a
vizsgalhato klinikai és patologiai paraméterek szama az ilyen tanulményokban
jellemzden igen alacsony. A kiilonbozd tipust tanulmédnyok elényeit és hatranyait
mérlegelve a legnagyobb esetszam mellett a legtobb paraméter vizsgélatit abban az
esetben tudjuk elvégezni, ha az egy-egy intézmény adatait feldolgozé publikaciok
eredményeit Osszesitjiik metaanalizis formajaban, a legaltaldnosabb paraméterek

(stadium, malignitas, életkor, nemek szerinti megoszlas) megitélésé¢hez pedig a regiszter
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alapu vizsgalatokat IS felhasznaljuk. Az e megfontolasok szerint kivalasztott
tanulmanyok 6sszesen 1010 UrC-as beteg adatait tartalmaztak.

Metaanalizislink soran az atlag ¢életkor a diagnozis felallitasakor 52 év volt, mely
szerint az UrC tobb, mint tiz évvel korabban alakul ki, mint a htigyhdlyag urothel sejtes
daganata [9, 10]. Munkank folyaman az is kideriilt, hogy az UrC masfélszer gyakrabban
fordul el6 a férfiak korében, mint a néknél. A leggyakoribb — az esetek 73%-aban
megfigyelt — tiinet a vérvizelés. Ritkabban jelentkez6 és a vérvizeléshez hasonloan
aspecifikus tiinet az alhasi fijdalom (14%), valamint a nehezitett és fajdalmas vizelés
(dysuria) (13%). Tovabbi jellemz0 tiinet a vizelettel, vagy ritkabban a koldokon at {irtild
nyak megjelenése, mely az esetek mintegy 10%-aban figyelhetd meg. A hodlyagtiikrozés
az UrC-as beteg kivizsgaldsakor a diagnozis felallitdsanak elsddleges eszkoze.
Osszesitett adataink szerint e modszer nagy valosziniiséggel (89%) igazolni tudja a
daganat jelenlétét. Az UrC ¢és az urothel sejtes carcinoma holyagon beliili lokalizacioja
kozott jellemzo  eltérés mutatkozik. Az urothel sejtes carcinoma altalaban a
holyagalapon illetve az ureter szdjadékoknal alakul ki, megjelenése pedig lehet
papillaris, polypoid, szesszilis vagy kifekélyesedd. Ezzel szemben az UrC az urachus
maradvanyrol, feliilrdl terjed a hugyholyagra, igy altalaban annak kupoldjaban vagy
eliils6 falan, lapos, voroses elvaltozasként jelenik meg. Az UrC patognomikus tiinetének
szamit az ultrahang képen megjelend echodus jel, ami az UrC-dban megjelend
kalcifikacio jelenlétével magyarazhatd. Bar e meszesedés jelenléte merdben segiti az
UrC diagnozisanak felallitdsat, metaanalizisiink az esetek minddssze 32%-aban irta le
annak diagnéziskori jelenlétét. Osszesité eredményeink a vizelet citoldgia alacsony
szenzitivitasara utalnak, hiszen e vizsgalat a betegek csupan 29%-anal mutatott
pozitivitast.

A hugyhodlyag urothel sejtes carcinomdjanak TNM stadiumbeosztdsa nem
alkalmazhat6 UrC esetén, mivel az urothel sejtes daganat a holyag belsejébdl terjed a
hastireg felé, mig az UrC a hdlyag kiilsd rétegei feldl terjed annak lumene felé, ezért
UrC esetén kiilon staging rendszerre van sziikséglink. Konszenzus hidnyaban
napjainkban két UrC-ara szabott stadiumbesorolast, a Sheldon- [8] illetve Mayo-féle
[18] stadiumrendszert is alkalmazzak. A Sheldon- és a Mayo-féle stadiumbesorolas
prognosztikai értékével és klinikai alkalmazhatosagaval kapcsolatban megoszlanak a

vélemények. A Sheldon-féle stadiumbesorolast érd leggyakoribb kritika, hogy a betegek
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eloszldsa az egyes stddium csoportokban igen egyenetlen, ugyanis a legtobb frissen
diagnosztizalt UrC a Sheldon III stadiumaba sorolddik. Ezzel szemben a Mayo-
rendszerben a betegek eloszlasa a kiilonb6zé stadium csoportokban sokkal
kiegyensulyozottabb, igy a gyakorlatban konnyebben alkalmazhato. A kétféle
stadiumrendszer prognosztikus erejének Osszevetését négy fiiggetlen tanulmany
felhasznalasaval végeztiik el, melyekben Gsszesen 179 UrC-as beteg adatait dolgoztuk
fel. E tanulmanyok szerint mindkét stadiumbesoroldsi rendszer szignifikans
Osszefliggést mutat a betegek tulélésével és igy alkalmas a betegség progndzisanak
elorejelzésére. Mindezekkel egyiitt a Mayo-féle stddiumrendszer hasznalata mégis
kézenfekvébbnek bizonyult: egyrészt a betegek besorolasa a kiilonb6zdé tumor
stddiumokba joval atlathatobb, madsrészt a prognosztikus értéke a multivariencia
vizsgélatokban erdsebbnek bizonyult a Sheldon-féle stadiumrendszerrel szemben [20,
23, 25, 26].

Az altalunk mutécioanalizisnek alavetett 31 UrC beteg adatait feldolgozva a
Sheldon-stadium, a malignitasi fok, a pecsétgyliriisejtes komponens ¢és a
koldokeltavolitas mutatott Osszefiiggést a betegek tulélésével, bar ezek az dsszefliggések
— feltehetéen az statisztikai szempontbdl alacsony esetszambol adoddéan — nem
bizonyultak szignifikdnsnak.

Az UrC kedvezétlen progndzisi betegség, melynek legfobb oka, hogy rejtett
anatomiai elhelyezkedése miatt tobbnyire csak eldrehaladott allapotban mutat tiineteket,
ezért felismerése altalaban késon torténik meg, amikor a holyag falat attdrve eléri annak
lumenét. A nagyobb esetszamu publikaciok szerint a diagnozistol szamitott 6t évet a
betegek koriilbeliil fele [5, 18, 20, 35], mig a tiz évet mintegy harmada ¢éli tal [5, 21,
22]. Az UrC prognosztikus tényezdinek vizsgalatakor 6sszesen 10 tanulmany 620 UrC-
as betegének adatait Gsszesitettiik [5, 21, 24, 25, 42]. E tanulmanyokban a kovetkezd
paraméterek prognosztikus értékét vizsgaltak: (1) életkor, (2) nem, (3) Sheldon-stadium,
(4) Mayo-stadium, (5) malignitas fok, (6) nyirokcsomo statusz, (7) tavoli attétek
jelenléte, (8) pozitiv sebészi sz¢€l, (9) tumor méret, (10) peritoneum érintettség, (11)
pecsétgyliriisejtes  komponens  jelenléte, (12) tumor nydktermelése, (13)
nyirokcsomoeltavolitas és (14) koldokeltavolitas hatasa, (15) radikalis mutét hatasa,

(16) a betegek altalanos allapota (ECOG-statusz).
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A fenti klinikai ¢és patologiai adatok koziil a legalabb egy tanulmany
univariancia analizisében a taléléssel szignifikdns Osszefiiggést mutatd paraméterek a
kovetkezOk voltak: (1) Sheldon-staddium, (2) Mayo-stadium, (3) a tumor malignitasi
foka, (4) nyirokcsom¢ érintettség, (5) pozitiv sebészi szél, (6) a betegek alltalanos
allapota (ECOG-statusz). A pecsétgylirisejtes komponens prognosztikai értékét két
tanulmany vizsgalta ellentmondasos eredménnyel [5, 21].

A fenti klinikai €s patologiai valtozok koziil a multivariancia analizisben a (1)
Sheldon- és a (2) Mayo-stadium, a (3) nyirokcsomo pozitivitas, a (4) pozitiv sebészi
sz€l ¢és (5) a betegek ECOG besorolas szerinti allapota bizonyult fiiggetlen
prognosztikai tényezoének.

Az elsOdlegesen valasztand6 terdpia az UrC nem metasztatizalt eseteiben a
sebészi kezelés. A leginkdbb ajanlott moddszer a parcidlis cystectoma, mely a
hugyholyag érintett részén til magédba foglalja a ligamentum umbilicale medianum és a
koldok en-bloc eltavolitasat is.

A nyirokcsomok eltavolitasanak jelentdsége jelenlegi ismereteink szerint ugyan
nem bizonyitott, azonban a limpfadenektomia elvégzése hasznos lehet, hiszen a
nyirokcsomd  pozitivitast patologiai  vizsgalattal lehet a legmegbizhatébban
megallapitani. Még ha a nyirokcsomo eltavolitds dnmagaban nem is nyujt kozvetlen
onkoldgiai hasznot — a mikrometasztazisok korai felfedezése lehetdséget nyujthat a
kemoterapias kezelés korai megkezdéséhez ndvelve a betegek tulélési esélyeit. A
nyirokcsomoeltavolitas azonban sokszor elmarad; osszesitett adataink szerint a
betegeknek csupan 38%-anal végezték el (248/647).

Egyértelmiibbnek tlinik a helyzet a koldok eltavolitasaval kapcsolatban, hiszen
ezen eljaras onkolodgiai hasznossaga tobb vizsgalatban is egyértelmiien kimutathat6 volt.
Osszefoglald vizsgalatunk tanulsdga szerint azonban a kolddkeltavolitasa napjainkig
nem terjedt el kelld mértékben hiszen fontossaga ellenére is csak a miitétek mindossze
67%-aban (287/429) végeztek el.

A holyag primer ADC-4janak sebészi terapidja a teljes holyageltavolitas, mig az
UrC esetében a részleges holyageltavolitas ajanlott, ezért e két tumorentitds egymastol
torténd megkiilonboztetése rendkiviil fontos a terapias dontések szempontjabol. Az UrC
¢és a holyag primer ADC, valamint a CRC elkiilonitése pusztan a szovettani kép alapjan

nem lehetséges. E differencialdiagnosztikai probléma lekiizdésének egyik lehetséges
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modszere az immunhisztokémia [7, 68]. A fenti harom tumorféleség elkiilonitésére a
CEA, a CK-7 ¢s CK-20, a CDX2, a pP-catenin és a CK-34BE12 tinik a
legalkalmasabbnak, a CRC és az UrC elkiilonitésekor pedig a PB-catenin lehet a
segitségiinkre.

Az UrC immunfenotipusardl e néhany markertdl eltekintve egyelére igen keveset
tudunk. Immunhisztokémiai vizsgalatainkhoz egyrészt olyan fehérjéket valasztottunk ki,
melyeket széles korben, akar a mindennapi rutinban is gyakran vizsgélnak (Ki67, p53),
masrészt olyan fehérjéket kerestiink, melyeket korabbi vizsgalatinkban az urothel sejtes
carcinoma prognosztikus faktoraiként azonositottuk (RHAMM, BGN, MMP-7, IMP3)
[69-72], és amelyek colorectalis ADC-aban is relevansnak bizonyultak [73-76].

A p53 a tumorszupresszor gének csaladjaba tartozik, a ,,genom 6rzdjének” is
nevezik, mely mutécioit eddig a daganatok tobb mint felénél talaltdk meg. Feladata a
daganatos sejtek kialakuldsanak megakadalyozasa a sejtciklus leallitdsa vagy apoptozis
révén. A p53 sériilése a fehérjének a sejtmagban vald felhalmozodasat eredményezi,
melyet rizikofaktorként azonositottak tobb malignus betegségben is. Vizsgélataink a
p53 kifejezddésének szignifikans emelkedését mutatta ki a tumorszdvetben ellentétben a
tumort koriilvevé stroma szovettel, ahol expresszidja alacsonynak bizonyult. Jelen
vizsgalataink nem igazoltak a p53 prognosztikus értékét UrC-aban.

Egy masik, szamos daganatban ismert prognosztikus fehérje a Ki67, mely a
proliferald sejtek magjaban halmozodik fel. Mintdinkon a Ki67 erds sejtmagi
akkumuldciét mutatott a tumorsejtekben, ami a normal sejtekben nem volt
megfigyelhetd. A Ki67 fokozott expresszidja valamint a talélés kozott azonban nem
talaltunk 6sszefliggést.

A RHAMM egy intracellularis fehérje, mely citokinek hatasara a sejt felszinére
helyezdédik, és a CD44-hez kotédve a MAPK-utvonal aktivalasan keresztiil a sejt
motilitasat fokozza. Emelkedett expresszidja €s befolydsa a kedvezdétlen kimenetelre
ismert eml6-, prosztata- és hugyholyagrak esetén [69]. Erés szoveti kifejez6dését
vizsgalataink UrC-aban is kimutattak, a sejteknek kizarolag a citoplazmaja fest6dott,
azonban a RHAMM fest6dés intenzitdsanak prognosztikus értékét nem tudtuk igazolni.

Egy masik, kutatocsoportunk altal korabban vizsgalt fehérje a BGN gén altal
kodolt byglican fehérje, mely az SLRP-k (small leucine repeated proteoglycan)

csaladjaba tartozik [70]. A tumorgenezist elsésorban a daganat progresszidjat kontroll
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alatt tartd bioldgiai mechanizmusok moduldldsaval segiti eld; modositja az
immunvalaszt, megvaltoztatja az extracellularis matrix dsszetételét és befolyassal van a
kiilonb6zé novekedési faktorok aktivitasara is. Prognosztikus hatasa a gyomor-
bélrendszer és a hugyholyag daganatai esetén is bizonyitottak [70]. Immunhisztokémiai
vizsgélataink UrC-aban a BGN gyenge citoplazmatikus festddését mutattdk, azonban az
expresszios szintek és a tilélés kdzotti Osszefiiggést nem azonositottak.

A matrix metalloproteinazok csalddjanak legkisebb méretli tagjaként ismert
MMP-7 szamos funkcidval tamogatja a daganat progressziojat ¢€s a kiilonbozd
citosztatikus terdpidk iranti rezisztencia kialakulasat. Kordbbi vizsgalataink sordn az
MMP-7 a prosztata- és a holyagrakos mintainkon is emelkedett expresszios szinteket
mutatott az invaziv tumorfronton, szoveti, sz€rum ¢&s vizelet szintjei pedig Osszefiiggést
mutattak a hugyholyagrak kedvezétlen tulélésével [77-80]. Urachus tumor mintainkban
azonban az MMP-7 nem mutatott fokozott kifejez6dést és a tulélési adatokkal sem allt
Osszefliggésben.

Az IMP3 egy onkofttélis fehérje, mely normalisan csak embriondlis korban
termelddik, de egészséges felndtt szervezetben nem jelenik meg. Néhany daganatban az
IMP3 azonban erds expressziot mutat. Kutatdcsoportunk egy korabbi munkajaban
izom-invaziv hdlyag daganatos mintdinkon az IMP3 emelkedett szintjét fliggetlen
prognosztikus faktorként azonositotta [71], jelen tanulmanyban pedig az IMP3 szoveti
expresszigjat szignifikdns mértékben emelkedettebbnek taldlta az urachus mintaink
tumoros sejtjeiben az egészséges sejtekhez képest. Ezen feliil a korai, szervre lokalizalt
(Sheldon IIIA vagy alacsonyabb stadiumu) urachus tumorok esetén az IMP3
expresszios szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, mint az eldrehaladottabb
stadiumu UrC szoveti mintdk esetében. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az IMP3 a
korai daganatképzésben jatszhat szerepet, a progresszid soran azonban expresszidja
visszaszorul.

Az UrC jellemzden késOi diagnozisabol kovetkezden a daganat altaldban mar
progredialt allapotban keriil felfedezésre, amikor szisztémas terapiara van sziikség. A
diagnodzis felallitasakor metaanalizisiink szerint az UrC betegek 17%-a rendelkezett
nyirokcsomod és 21%-a tavoli attéttel, emellett a mitétileg kezelt betegek 21%-anal
bizonyult a sebészi szél pozitivnak. Hatékony sugérkezelés hianyadban az UrC-as

betegek jelentds hanyada szorul szisztémas kezelésre. Az UrC ritkasagabol kifolyolag
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idaig nem sziiletett iranyelv a kiilonb6z6 kemoterapias szerek haszndlatat illetdleg és a
betegség alacsony incidenciaja miatt eldrelathatolag a jovOben sem szdmithatunk nagy
esetszamot  feloleld, prospektiv  klinikai  vizsgalatokra. Az ebbdl fakado
bizonytalansagot jol jellemzi, hogy az UrC-as betegek kemoterapids kezelésekor
egyesek a daganat hugyholyag érintettsége miatt az urothel sejtes carcindmaban
hasznalatos platina-alapi szereket valasztjak (22/74), mig masok a CRC-aval valo
szovettani hasonlosaga miatt inkabb az 5-FU alapt szereket részesitik elonyben (16/74).
Metaanalizisiink soran az 5-FU kezelésben részesiilt és a kombindlt platina-5-FU
kezelést kapo betegek mindkét csoportja magas aranyban reagalt a kezelésre (44% vs.
43%), ezen feliil az 5-FU-t kapd betegek csoportjaban a valaszadok aranya négyszer
magasabb volt, mint a platina-alapu kezelést kapok csoportjaban (44% vs. 10%). Ez
alapjan a platina-alapt, de 5-FU-t nem tartalmazé kezelések alkalmazasat UrC-aban
kertilenddnek tartjuk. A platina-SFU kombinalt kezelés hatékonysaga szignifikansan
jobb volt, mint a tobbi kezelési tipusé. Mindezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a CRC-
aban hasznalt 5-FU-platina kombinacidés kezelések hatékonyak UrC-aban, ezzel
szemben az urothel sejtes carcindmaban alkalmazott platina-alapti kezelések
hatékonysdga alacsony. FElmondhaté tehat, hogy a CRC kezelésére hasznalt
kemoterapids modszerek feliilmuljdk az wurothel sejtes daganatok kezelésében
haszndlatos kemoterapidk hatékonysagat, ami az UrC CRC-aval vald kozelebbi
rokonsagat tamasztja al4 az urothel daganatokkal szemben.

Az UrC elérehaladott stadiumu eseteiben a kemoterapias kezeléseken tul felmeriil
a célzott kezelések alkalmazasa is. EQy-egy kemoterapias szer hatékonysiga nagy
esetszamot feldleld, prospektiv klinikai vizsgélatok soran tapasztalati iton hatdrozhato
meg, am egy olyan ritka daganatnal, mint az UrC, ilyen tipusu vizsgalatok elvégzésére a
jovében sem nyilik lehetdség. A célzott terdpidk egy-egy sériilt szignalat elemeit
célozzak meg, melyeknek érintettsége az adott tumorban molekuldris modszerekkel
elére meghatarozhatd, tampontot nyujtva az adott szer adott tumor elleni
hatékonysaganak vonatkozasaban. Ezért a ritka tumorok esetén a célzott terapidk
jelentdsége még inkdbb felértékelddik. Ehhez azonban az adott tumorféleség
molekularis hatterének feltérképezésre van sziikség. A korabban emlitett szOvettani €s
molekularis hasonldsagok alapjan az UrC esetében érdemes azon szignalutakra

koncentralni, melyek CRC-4dban gyakran érintettek. Az EGFR-jelatviteli ut tagjainak
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mutacioéi fontos terapias tampontot jelentenek a metasztatikus CRC anti-EGFR
kezelésében. Az irodalombol eddig két UrC-as beteg anti-EGFR kezelése ismert. Az
egyik tanulmanyban molekularis vizsgalat elvégzése nélkiil egy UrC beteg esetében
sikeriilt 55%-os parcidlis remissziot elérni, melyet a tumor Ki67 proliferacids indexének
szignifikans csokkenése kisért [45]. Egy masik, kozelmultban publikalt UrC betegnél a
molekularis vizsgalatok EGFR gén amplifikéciot és vad tipusu KRAS gént mutattak ki,
ami alapjan anti-EGFR (cetuximab) kezelés kezdddott, mely a tumor méretének
csokkenéséhez és a beteg allapotanak javulasahoz vezetett [44]. Ezek az eredmények
tehat biztatdak az UrC anti-EGFR kezelésére vonatkozdan. Az EGFR-inhibitor iranti
rezisztencia gyakran egyiitt jar a vad-tipusi EGFR gén jelenlétével és az EGFR-bol
EGFR elleni célzott terapia (cetuximab) alkalmazhatosaganak feltétele, hogy az EGFR
alatti szignal transzdukcios Ut tagjaiban (KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA) ne legyen
jelen ilyen mutacid. A leggyakrabban érintett a RAS-RAF-MAPK jelatviteli Gt, mely
mutalodasakor — a receptor aktivitdsatol fliggetleniil — a sejtosztodas és sejtndvekedés
kontrolalhatatlanna valik, ami végiil a sejt daganatos elfajuldsdhoz vezet. Molekularis
genetikai vizsgalatunkban az EGFR szignalut mutacidés mintdzatanak UrC-aban torténd
feltérképezéseét tliztik ki célul. Ehhez 31 beteg tumor mintdjan piroszekvenalassal
hataroztuk meg az EGFR-szignalut tagjaiban (EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA)
a leggyakoribb forrépont mutaciok jelenlétét. E vizsgalat segitségével az UrC EGFR-
inhibitorokkal szembeni varhat6 hatékonysagat szerettiik volna megbecsiilni. Ezen
tulmenden a vizsgalt gének mutacidinak UrC-aban eléforduld gyakorisagait az urothel
sejtes daganatokban, a CRC-aban ¢és primer hdlyag ADC-dban el6forduld
gyakorisagaival 0Osszevetve molekularis taxonomiai képet kaphatunk az UrC e
tumorféleségekkel vald rokonsagi fokardl. Ezért a fenti gének érintettségének
frekvenciait Osszevetettiik az irodalomban fellelhetd, a CRC-4ban valamint a holyag
urothel és primer ADC-4jaban publikalt mutacio gyakorisagi adatokkal.

Az EGFR-gén mutacioja ritka eseménynek szamit CRC esetén (~4%) [81-83],
mig a holyag urothel sejtes [84-86] és primer ADC-4jaban [87] az EGFR mutaciok nem
jellemzoek. Vizsgalataink hasonld eredményt hoztak UrC esetén is, ugyanis az EGFR-

gén egyetlen minta esetén sem tartalmazott mutaciot.

60



A KRAS a G-fehérjék kozé tartozik, melynek vad tipusa jellemzden egy rovid
aktivacios 1d6t kovetden deaktivalodik. Ezzel szemben az aktivaldo mutéciot szenvedett
KRAS gén egy olyan fehérjét termel, mely deaktivalédasa elmarad, s igy folyamatosan
bekapcsolt allapotban tartja a szignalutat, ezéltal ligand kotddése nélkiil is sziintelen
osztodasi és proliferacios jelet kiild a sejtnek [88, 89]. Ennek eredményeképpen a
daganat rezisztenssé¢ valik az anti-EGFR terapiara, ezért a KRAS gén aktivalo
mutacioinak vizsgalat Gtjan torténd kizarasa kiilonosen fontos, amikor egy beteg anti-
EGFR terapiajat tervezziik. A CRC-ak majdnem felénél (~40%) fordul eld a KRAS gén
aktivald mutacioja [81, 83, 90-93], azonban a hoélyag urothel sejtes [85, 94-97] és
primer ADC-4ajanal [87, 98] ezen eltérések ritkabb eseménynek szamitanak (3% és
<18%). UrC-aban a KRAS gén érintettségét eddig 6t kisebb tanulmany Osszesen 71
betegen vizsgalta, melyek koziil 20 esetben (28%) talaltak aktivalo KRAS mutaciot [44,
87, 98-100]. Sajat vizsgalataink ezen eredményekkel egybehangzoan az esetek 26%-
KRAS gén érintettsége UrC esetén ugyanligy gyakori, mint a holyag primer ADC-
4jaban illetve CRC esetén, szemben a hélyag urothel sejtes carcinomajaval. Erdekes
kiilonbség azonban az UrC és a CRC KRAS mutécioi kozott, hogy mig a CRC esetén
ritkanak szamit a 61-es és 146-os kodon érintettsége (<5%), vizsgalataink az UrC-as
betegek felénél talaltak eltérését az emlitett kodonokon. A CRC betegek korében a
tavoli attétek jelenléte szignifikdnsan gyakrabban fordul eld, mint vad tipust tarsaiknal
[101-103]. Ennek alapjan azt varnank, hogy a KRAS gén érintettsége UrC-aban is elore
vetiti a daganat korai szorodasanak lehet6ségét. Ezzel szemben Sirintrapun eredményei
azt mutattdk, hogy az Osszesen vizsgalt hét UrC-as beteg koziil az a harom mutatott
hosszabb tulélést, melyek KRAS mutaciot hordoztak [99]. Egy frissen publikalt
esettanulmanyban a szerzok egy KRAS mutans UrC-as beteg esetében tobb, mint 3 év
progresszid6 mentes tulélést taldltak, ami szintén a KRAS mutacid pozitiv esetek
kedvezébb progndzisat tamasztja ala [104]. Hasonld tendenciat figyeltiink meg az
altalunk vizsgalt 31 UrC beteg esetében; a 8 KRAS mutéciot hordozé beteg egyikénél
sem fordult elé metasztazis, mig a vad tipusi KRAS-t hordozé 23 beteg koziil 6-nal
fordult elé nyirokcsomo pozitivitas vagy tavoli metasztazist. Ez arra utal, hogy a KRAS

gén mutacigja UrC esetén inkdbb kedvezd prognosztikai jelnek tekinthetd. Ennek
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megerdsitésére azonban tovabbi fliggetlen beteganyagon elvégzett vizsgalatra lenne
sziikség.

CRC esetében megfigyelték, hogy a vad tipusi KRAS gént hordozd betegek
koriilbeliil fele nem reagal az anti-EGFR terapiara [105]. Ilyen esetekben el6fordulhat,
hogy a BRAF vagy az NRAS gén tartalmaz aktivaldo mutaciot. A BRAF érintettsége
viszonylag gyakori CRC-as betegeknél (10%) [81, 83, 91, 92, 106], a hdlyag urothel
sejtes daganatainal azonban BRAF mutacié nem fordul el [85, 97], a primer ADC-
aban eléfordul6 BRAF mutéciok jelenlétérdl pedig Osszesen egy friss tanulmany all
Vizsgalatunkban az UrC-as betegek 16%-anal talaltunk BRAF mutaciot, mely igy
hasonldan gyakori a CRC-aban kozolt értékekkel. Az NRAS gén vizsgalatakor
minddssze egy mintaban talaltunk mutaciot (3%), mely hasonloan ritka el6fordulasra
utal, mint CRC-aban (~5%) [81, 83, 92, 107] vagy az urothel sejtes carcinomaban
(~1%) [85, 94, 96, 97].

A PIK3CA a PI3K jelatviteli Ut tagjaként alapvetd feladatot lat el a sejt
novekedésében, tulzott miikodése pedig a sejtek apoptdzisanak gatlasdn keresztiil
eldsegiti a daganatok kialakulasat. Az anti-EGFR terapidval szembeni rezisztencianak a
kialakulasdban a PIK3CA-gén aktivalé mutacioja is szerepet jatszhat. Ezen feliil szamos
tanulmany a ciklooxigenaz-2 (COX-2) gatloknak (mint példaul az aszpirinnek) a
protektiv hatdsardl szamol be a CRC-ds betegeknél. Az aszpirin csokkenti a
vastagbélben a polipképzodést, ezzel a CRC késébbi kialakulasanak esélyét is [108,
109]. Tovabba az aszpirinnek a CRC diagndzisanak felallitasat kovetden is ismert a
jotékony hatasa: az ilyenkor elkezdett rendszeres aszpirin szedés a betegek tulélésére
kedvezden hat, igy az aszpirint gyakran alkalmazzak adjuvans terapiaként [110-113].
Az aszpirin a PI3K jelatviteli utvonal aktivitdsat csokkenti, gatolva ezzel a
daganatsejtek novekedést és elGsegitve azok programozott sejthalalat. igy nem meglepé,
hogy szamos vizsgalat célozta a PIK3CA-gén aktivalo mutacioval rendelkezd illetve a
vad tipusut CRC betegek klinikai paramétereinek Osszehasonlitdsat az aszpirin kezelés
hatdsara. E kutatdsok eredményei azt hangstlyozzdk, hogy azokndl a CRC-as
betegeknél, akik PIK3CA mutdcioval rendelkeznek, az aszpirin rendszeres szedése
kedvezObb hatast, mint azoknal, akiknek PIK3CA génje vad tipusu [108, 114, 115]. A

CRC-aban a PIK3CA gén aktivalé mutacioi a 9-es és 20-as exonon viszonylag gyakran
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fordulnak el6 (~15%) [81, 83, 92, 107], am urothel sejtes carcinomaban sem ritka a
megjelenésiik (~20%) [85, 96, 97, 116]. Ezzel szemben sajat UrC-as mintaink
analizisekor egyik mintdban sem talaltunk PIK3CA mutaciot.

Osszességében elmondhatjuk, hogy mind az UrC, mind pedig a CRC esetén
gyakori a KRAS ¢és a BRAF gének mutacidja, még az NRAS ¢és az EGFR gének
mutacidi mindkét tumorban ritkan fordulnak eld.

A fenti eredményekbdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az UrC mutacios
mintazata sok hasonlésagot mutat a CRC-aval, mig az urothel sejtes daganat mutécios
profiljatol jelentdsen eltér.

Az UrC és a CRC molekularis és genetikai hatterében tehat nagymértékii
hasonlosagot talaltunk, melyet metaanalizisiink és mutacié analizisiink is aldtdmasztott.
Mindez arra utal, hogy a CRC-anal hasznalt citosztatikus és célzott kezelések (azaz az
5-FU-alapu kemoterapia €s az anti-EGFR terapia) hatékonyak lehetnek UrC esetén is.
Eredményeink megmutattak, hogy az EGFR-jelatviteli ut tagjainak mutacioi gyakoriak
UrC esetén, ezért mindenképp célszerli elvégezni az EGFR-jelatviteli Gt mutaciod

analizisét, ha UrC betegiink EGFR-inhibitor kezelését tervezziik.
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1)

2)

3)

4)

7 KOVETKEZTETESEK

Metaanalizisiink megmutatta, hogy a CRC-aban alkalmazott 5-FU-alapu
kemoterapids kezelések hatékonyabbak UrC-dban, mint az wurothel sejtes
carcinomaban  hasznalt ciszplatin-alapi  kezelések. A  leghatékonyabb

kemoterapids kezelésnek az 5-FU és ciszplatin kombindcioja tiinik.

Az UrC és a CRC genetikai hasonlosaga megerdsiti azt az elképzelésiinket, hogy a
CRC-édban hasznalt kezelési lehetoségek — példaul az EGFR-gatlok — hatékonyak
lehetnek UrC esetén is. Vizsgalataink megmutattak, hogy UrC-aban az EGFR-
szignalut tagjaiban gyakran fordulnak eld aktivaldo génmutaciok, ami az EGFR-

szigndlut muticidanalizisének fontossdgat hangstlyozza azokban az esetekben,

crer

Osszehasonlitva az UrC, a CRC és az urothel sejtes carcinoma muticids
mintazatat megallapitottuk, hogy az UrC mutécioi lényeges atfedést mutatnak a
CRC ¢és a holyag primer ADC mutacidos mintazataval, mig az urothel sejtes

daganatétol markéansan eltérnek.

Immunhisztokémiai vizsgalataink a RHAMM, az IMP3, a Ki67 és a p53 fehérje
expresszidjanak normal szovetekhez képesti emelkedését mutattdk ki a
tumorszovetben. Az IMP3 ezen feliil szignifikdnsan magasabb expressziot
mutatott a korai stadiumu (Sheldon >I11A) eseteknél, amibdl arra kovetkeztetiink,

hogy az IMP3 a korai karcinogenezisben jatszhat szerepet.
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8 OSSZEFOGLALAS

Az urachus carcinoma (UrC) egy ritka és kedvezétlen progndzisu betegség, mely
klinikai viselkedésérol és molekularis jellemzdirél keveset tudunk. Jelen értekezés e
betegség aktudlis klinikai kérdéseit, valamint molekularis és genetikai hatterét vizsgalja.

A kiilonb6z6 kemoterdpias kezelések hatékonysaganak Osszehasonlitasa céljabol
irodalomkutatast végeztiink. Megallapitottuk, hogy az UrC-as betegek az 5-FU-alapu
kezelésekre jobban reagalnak, mint a platina-alapi kezelésekre, am a legjobb terapias
valasz a két kemoterapias szer kombinalt alkalmazasaval érheto el.

Az UrC genetikai hatterét vizsgalva osszesen 31 UrC mintan végeztiik el az EGFR-
szignalut mutdcidanalizisét, mely soran a KRAS és a BRAF gének gyakori érintettségét
igazoltuk. Eredményeinket irodalmi adatokkal Osszegezve Osszehasonlitottuk a
kiilonb6z6 tumorentitdsok mutacios profiljat és megallapitottuk, hogy az UrC mutacios
mintazata nagymértékben hasonlit a colorectalis carcinoma (CRC) és a holyag primer
adenocarcinomajanak mutacios mintazatara. Eredményeink azt mutattak, hogy a KRAS
¢s BRAF gének UrC-dban gyakran hordoznak aktivald mutaciokat, ezért fontos az
EGFR-jelatviteli t tagjainak mutacidanalizisét elvégezni, ha UrC-as betegek EGFR-
inhibitor kezelését tervezziik.

Az UrC molekularis hatterének tovabbi feltérképezése céljabol CRC és urothel sejtes
carcinomaban is ismert prognosztikus fehérjemarkerek szoveti expressziojat vizsgaltuk.
Vizsgalataink a RHAMM, az IMP3, a Ki67 ¢és p53 markerek kifejezddését a
tumorsejtek citoplazmajaban erdteljesebbnek talaltdk a nem tumoros szdvetekhez
képest. Tovabba emelkedett IMP3 szdveti expressziot talaltunk a korai tumorstadiumt
betegeknél, mely az IMP3 korai tumorképzddés szakaszaban betoltott szerepét veti fel.

Eredményeink alapjan a szisztémds kezelést 1igényld UrC-as betegeknek
elsdvonalbeli 5-FU-platina kombinalt kezelést javaslunk, masodvonalban pedig az
EGFR szignalut mutédcidanalizisének eredményétél fiiggben EGFR-inhibitorok

alkalmazésat javasoljuk.
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9 SUMMARY

Urachal cancer (UrC) is a rare disease with poor prognosis. Our knowledge on it’s
clinical behaviour and molecular features is limited. In this study, we aimed to gain a
detailed insight into the clinical and molecular features of UrC. For this, we performed a
literature review and a meta-analysis of the published data of UrC. Moreover with
molecular genetic methods we performed the mutation analysis of the EGFR pathway.

We found that 5-FU-based chemotherapies are superior to platinum-based
regimens. The best therapy response can be achieved when combining 5-FU with
platinum.

In the present study, we collected 31 UrC tumor samples and performed the DNA
tumor sequencing of the most commonly affected EGFR-pathway genes. Our analysis
revealed the frequent occurrence of KRAS and BRAF mutations in UrC. Determined
mutational frequencies highlighted a clear similarity between the mutational patterns of
CRC and UrC. Anti-EGFR therapy seems to be a reasonable alternative for those UrC
patients who do not respond to chemotherapy.

In a further analysis, we immunohistochemically assessed the tissue expressions
of five proteins (Ki67, p53, MMP7, IMP3, RHAMM, BGN) with proven prognostic
value in urothelial and colorectal carcinoma. Ki67, p53, IMP3 and RHAMM showed
higher expressions in UrC compared to adjacent normal tissue. In addition, IMP3 were
stronger expressed in lower stage UrC suggesting a role for IMP3 in the earlier stages of
UrC.

Our results provide clinically relevant information for both chemotherapeutic
and targeted treatment of UrC. For UrC patients requiring systemic treatment, we
recommend the combination of 5-FU with cisplatin as a first-line. Upon failure of
chemotherapy, an anti-EGFR therapy should be considered based on prior molecular

analysis of the mutation status of the EGFR-pathway.
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12 KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelott koszonetemet szeretném kifejezni témavezetomnek, Nyirady Péter
Professzor Urnak, a Semmelweis Egyetem Urologiai Klinika igazgatojanak, hogy a
tudoméanyos munkara az elsé pillanattol fogva lelkesen 0sztonzott és biztositotta annak
koriilményeit. Koszonom neki, hogy sosem felejtette el megkérdezni a kiilfoldi
kollégaktol, van-e urachus daganat mintajuk, igy sikertilt a vilagon az egyik legnagyobb
urachus carcinoma szovet bankot dsszegytjteniink.

Koszonettel tartozom masik témavezetomnek, Dr. Szarvas Tibornak, aki
szdmomra egy merdben 0j vildg ajtajat tarta ki. Bevezetett a laboratériumi munka
rejtelmeibe, megtanitott néhany mifogéasra, amiket a kutatdsok soran alkalmazni
tudtam. Segitségével ¢és Onzetlenségével arra is lehetéségem nyilt, hogy
megtapasztaljam, milyen a laboratdriumi munka kiilf6ldon, hisz eltdlthettem majd’ egy
honapot mellette Essenben, Németorszagban. Ezen feliil szamos el6adésra rendiiletleniil
felkészitett, s a sokadjara felmondott beszédeket is faradhatatlanul hallgatta végig.
Megtanultam mellette cikket irni, melyeket rendkiviili alapossaggal és figyelemmel
korrekturazott, s igy azok szinvonalas lapokban jelenhettek meg. Tovabba nem gyézom
elégszer megkdszonni, hogy a nehéz helyzetekben is mindig mellettem allt, s ilyenkor
nemcsak szakmailag, hanem emberileg is tamogatott.

Koszonetemet szeretném kifejezni Kovalszky Ilona Professzor Asszonynak, a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet Molekularis
Diagnosztika laboratérium vezetdjének, hogy lehetdséget biztositott arra, hogy a
kutatasaimat a laboratdériumaban végezhessem el. S bar az urachus carcinoma szdvettani
értekelése sokszor rendkiviil koriilményes, Professzor Asszony mindig segitokész volt,
amikor a metszeteimen meg kellett keresni és bekarikazni a tumoros teriileteket.

A laboratorium munkatdrsainak nem gy6zém eléggé megkoszonni, hogy
kezdéként mindig tiirelemmel ¢és id6t nem sajnalva foglalkoztak velem. Csészar
Krisztinanak és Egedi Krisztinanak kiilon k6szondm, hogy megtanitottak tobbek kozott
nukleinsavat izolalni és tisztitani. Mindig bizalommal fordulhattam hozzajuk, ha
kérdések meriiltek fel bennem. Ezen feliil egy olyan bensdséges kdrnyezetet teremtettek

meg a laboratériumban, amely miatt minden nap O6rommel jartam be elvégezni a
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kisérleteket. Koszondm Dr. Baghy Kornélidnak, Dr. Hollosi Péternek és Dr. Olah
Laszlonénak a piroszekvenalassal jar6 rengeteg munkat és a pirogrammok
kiértékelésének segitését, mely merdben hozzajarult e dolgozat 1étrejottéhez.

Szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Sebestyén Annénak, a Semmelweis
Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Tumorbiologia laboratérium
vezetdjének, hogy nemcsak a kisérleteim gondos megtervezésében volt segitségemre,
hanem mindig volt egy-két épit6 jellegii Gtlete, mely azokat el6rébb lenditette. Kiilon
koszondm dr. Hujber Zoltan Ph.D. hallgatonak a kitartasat a sokszor tobb hetet is
igénybe vevo analiziseim elvégzése soran. Szintén szeretnék kdszonetet mondani Danko
Titanilla TDK hallgatonak a segitOkészségéért.

A doktori képzésem utolsé évében tarsat is kaptam magam mellé Keresztes David
TDK hallgaté személyében, kinek segitségével munkank joval gordiilékenyebbé valt.
Ko6szonom neki, hogy szorgalméval és lelkességével az urachus carcinomas mintaink
rendszerezése €s feldolgozasa kezelhetébbé valt, és koszondm neki, hogy viddimsagaval
még ¢élvezetesebbé tette a laboratérium mindennapjait.

Szeretném Kkifejezni halamat az esseni munkacsoport tagjainak, Dr. Christian
Niedworok-nak és Dr. Henning Reis-nak az immunhisztokémiai kisérletek gondos
elvégzéséért.

A Semmelweis Egyetem Urologiai Klinika urachus carcinomés betegeinek
felkutatasaért koszonet illeti Dr. Szendrdi Attila egyetemi Adjunktus Urat.

Dr. Keszthelyi Attilanak, a Semmelweis Egyetem Urologiai Klinika
igazgatohelyettes Docens Uranak is szeretnék koszonetet mondani azért, mert a kutatd
munka mellett {ligyelt arra, hogy az egyetem alatt megszerzett klinikusi szakmai
tuddsom ne réviilhessen el. Tanitdsai és odafigyelése, amiben az Uroldgiai Klinika
miitdjében és a szakrendelOben eltdltott néhany alkalom soran részesiilhettem segit
abban, hogy a jovében ne teljesen kezddként kezdjem el a rezidensi palyafutdsom.

Koszonet illeti azokat, akik allando jelleggel a hattérbdl biztattak €s tartottak
bennem a lelket, amikor mind nagyobb és nagyobb megmérettetések elé keriiltem.
Baratndim, Antal Emese és Dr. Kapi Zsofia sosem engedték, hogy félelmeim
eluralkodjanak rajtam és mindig tartottak bennem a lendiiletet, hogy az akadalyokat
meg tudjam ugrani. Testvérem, Maté a rengeteg teenddje kozepette is mindig forditott

1d6t arra, hogy felviditson, amikor sziikségem volt ra.
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S végiil azoknak mondanék koszonetet, kiknek a legtobbet koszonhetem: a
Sziileimnek. K6szondm, hogy szeretetben €s biztonsagban neveltetek fel. Koszonom,
hogy mindig kialltatok mellettem, tamogattatok, biztatok bennem, hogy mindig
szamithattam Ratok. Olyan példat mutattatok nekem, amit én is igyekszem tovabb vinni
¢s adni is masoknak. K6szondm, hogy tiirelmetek és joakaratotok elkisért idaig és

megteremtettétek azt a nyugodt kdrnyezetet, melyben e dolgozatot megirhattam.
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