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1. BEVEZETES

Az urachus a sinus urogenitale fejlédési maradvanya, melynek
degradacioja a felndttek mintegy harmadaban tokéletleniil megy
végbe. llyenkor az tigynevezett urachus-maradvany marad vissza,
melybdl kiindulé daganatokat urachus carcinomanak (UrC)
nevezzik.

Az UrC egy rendkiviil ritka malignus betegség, melyet
leggyakrabban a hugyhdlyagra torténé invazidja kapcsan
diagnosztizalnak. A holyagrakoknak kortilbeliil fél szazalékat, a
hugyholyag adenocarcinomainak (ADC) pedig mintegy harmadat
teszi ki. Szovettani megjelenése alapjan felmeriil a colrectalis
carcinomahoz (CRC) vald hasonlosaga is. Prognozisa altalaban
kedvezoétlen, az 6t éves talélési id6 alig éri el az 50%-ot. Ennek
oka, hogy tobbnyire elérehaladott stadiumban diagnosztizaljak.

Az UrC stadiumanak meghatarozasara tobb rendszer is ismert,
melyek kozil az un. Sheldon- illetve a Mayo-féle
stadiumbeosztast hasznaljak a leggyakrabban. A kétféle
stddiumbesorolds ~ prognosztikai  értékével és  klinikai
alkalmazhatdsadgaval kapcsolatban azonban megoszlanak a
vélemények.

Az UrC lokalis eseteiben az elsddlegesen valasztandé terapia a
sebészi kezelés. A leggyakrabban alkalmazott mutét a parcialis
cystectoma, mely magaba foglalja a ligamentum umbilicale

medianum és a koldok en-bloc eltavolitasat is.
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A késoi tiinetekbdl adoddan az UrC-as betegek 20-30%-at
metasztatizalt betegséggel diagnosztizaljak. Ilyenkor hatékony
sugarkezelés hidnydban egyediili lehetdségként a szisztémas
terapia kinalkozik. Az UrC ritka el6fordulasabol adoéddan nagy
esetszamot  felolelé  klinikai  tanulmanyok nem  allnak
rendelkezésiinkre, ezért a kemoterapidra vonatkozo iranyelvek
sem fogalmazodtak meg. Az ebbdl ad6dd bizonytalansagot jol
jellemzi, hogy mig egyesek a hugyholyag érintettsége miatt a
hélyag urothel sejtes daganataiban is hasznalatos ciszplatin alapti
kemoterapiat valasztjak, addig masok az UrC-anak a CRC-
ahozvalé klinikai és szoOvettani hasonlosaga miatt a vastagbél
tumorok esetén hasznalt 5-fluorouracil (5-FU) alapu kezeléseket
részesitik elényben. A metasztatikus UrC-ak o6t éves tulélése
kevesebb, mint 20%, ami rdmutat kemoterapias kezelés jelenleg
gyenge hatékonysagara. Az UrC Klinikai, patologiai, illetve
kemoterapias kezelésére vonatokozo ismereteink tobbnyire kisebb
esetszamokat feldolgozé tanulméanyokbdl szarmaznak. Ezért
sziikségesnek lattuk az Osszes elérhetd irodalmi adat
szisztematikus Gsszegzésével metaanalizist végezni.

Az UrC genetikai hatterének feltérképezése segithet eldonteni,
hogy az UrC az urothel sejtes vagy a CRC-ahoz all kozelebb,
ezaltal tampontot nyujthat a megfeleldé kemoterapids kezelés

kivalasztasahoz. Masrészt, egyes célzott terapiaval kezelhetd



mutaciok azonositasa a személyre szabott terdpidk alkalmazésat
teszik lehetdvé.

Hisztologiai €s immunfenotipus-beli hatterét tekintve az UrC
igen sok hasonlésagot mutat a CRC-dhoz. Ebbdl kiindulva azon
célzott terapias szerek alkalmazésa tiinik els6sorban indokoltnak,
melyeket CRC-aban sikerrel alkalmaznak. Ilyen az anti-EGFR
kezelés, mely a CRC esetében masodvonalbeli standard
kezelésnek szamit.

Az EGFR-inhibitorok alkalmazasanal az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) jelatviteli Gt mutacioi a
terapias dontéshozatalt merden befolyasoljak. Az EGFR
szigndlutnak az EGFR szintjénél lejjebb elhelyezkedd tagjait
érintd aktivalo mutaciok az EGFR-jelatviteli utvonalat ligand
bekotddése nélkil is aktivaljak, igy a sejtek felfokozott
proliferacigjdhoz, novekedéséhez ¢és taléléséhez valamint
daganatos elfajulasahoz vezethetnek. Az EGFR gén exonjainak
mutacidi, valamint az EGFR amplifikacidja pozitiv prediktora az
anti-EGFR  terapianak, mig a szignalut lejjebb elhelyezkedd
tagjainak  aktivald6 mutdciéi az EGFR-inhibitor kezelést
kontraindikaljak. A  mai napig kevés publikacio  all
rendelkezésiinkre az EGFR-gatlo kezelésekrél UrC-aban, s bar
ezek az eredmények biztatoak, a mutaciok eléfordulasanak

gyakorisagarol igen keveset tudunk.



A hugyholyagban felfedezett ADC wurachalis, primer
hugyholyag illetve szekunder, els6sorban vastagbél attét
eredetének szovettani vizsgalat alapjan torténd elkiilonitése
egyelore megoldatlan, holott e tumor entitasok differencialasa
egymastél  tobb  szempontbdl is Iényeges. Az UrC
megkiilonboztetése a CRC invaziojatol az UrC diagnozisanak
fontos feltétele. Ezen felill az UrC és a primer holyag ADC
elkiilonitése alapvetden meghatarozza a sebészi terapiat, hisz mig
az UrC parcidlis, addig a primer holyag ADC radikalis
cystectomidval kezelendd. Tovabba az UrC-ara specifikus
markerek felfedezése segithet az ismeretlen eredetli mucindzus

ADC-4k urachalis eredetének igazolasaban.



2. CELKITUZESEK

2.1. Irodalomkutatason alapulé vizsgalataink célja az volt,
hogy aktudlis képet kapjunk az UrC klinikopatologidjarol,
prognosztikajardl és kezelésérol, ezért az irodalomban fellelhetd
Osszes UrC-as esetet Osszegyujtottik €és a kozolt adatok
felhasznalasaval metaanalizist végeztilk. E munka soran kiilonds
figyelmet szenteltiink a kiilonboz6é kemoterapids szerek
hatékonysaganak statisztikai Gsszevetésére.

2.2. Célul thztik ki, hogy a leheté legnagyobb szamu UrC
szovetmintat és klinikai adatot gytjtsiik 0ssze, melyeken a CRC-
aban gyakran mutalodott gének, a KRAS, az NRAS, a BRAF,
valamint az EGFR ¢és a PIK3CA muticios forropontjait
analizaltuk. Osszefiiggéseket kerestiink a muticiok jelenléte
valamint a betegek klinikopatologiai és tulélési adatai kozott.

Tovabbi célunk volt, hogy eredményeinket az irodalomi
adatokkal 9sszevetve Osszehasonlitsuk az UrC mutécids profiljat
a CRC, az urothel sejtes carcinoma és a holyag primer ADC
mutacios mintazataval.

2.3. Az UrC molekularis hatterének tovabbi feltérképezése
céljabol immunhisztokémiai vizsgalattal 15 UrC-4s mintan
elemeztiik az urothelsejtes és a CRC-aban ismert markerek, a
RHAMM, a BGN, az MMP-7, az IMP3, a TP53 és Ki67 szdveti

expresszidjanak eléfordulasat és prognosztikus értékét.
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3. MODSZEREK

3.1. Az UrC Klinikopatologiaja, prognosztikaja és kezelése

Az adatgylijtés soran szisztematikus PubMed keresést
végeztink a ,urachal cancer” ¢és ,urachal carcinoma”
keresOszavak hasznalataval, vizsgalatunkba igy 0Osszesen 25
tanulmanyt valogattunk be, melyek egyiittesen 1010 UrC-as beteg
adatait dolgoztak fel.

3.2. Az EGFR-jelatviteli utvonal mutaci6 analizise

Az EGFR jelatviteli tutvonal mutacidanaliziséhez egy
széleskorli nemzetkozi kooperacido kereti kozott 31 formalin-
fixalt, paraffinba agyazott UrC szoveti blokkot gylijtottiink Ossze
ot kiilonbozd egyetemi klinikardl (Budapest, Essen, Krakko,
Rennes, Vancouver). A blokkokbdl nativ metszetek késziiltek,
melyeken hematoxilin-eozin festést kovetéen patologus jeldlte be
a tumoros szoveti részeket. Makrodisszekciot kovetden izolaltuk a
daganat DNS-ét, majd PCR-rel amplifikaltuk a KRAS, az NRAS,
a BRAF, az EGFR ¢és a PIK3CA gének 13 exonjat, végiil
piroszekvenaldssal hataroztuk meg a mutéaciok jelenlétét.

Sajat eredményeinket tovabbi, az UrC EGFR szignalut
mutacidira iranyuld publikalt adatokkal 6sszegeztiink. E mutacios

gyakorisagi adatokat a CRC-dban, az urothelsejtes carcinomaban



¢és a holyag primer ADC-aban talalt irodalmi adatokkal vetettiik

0ssze.

3.3.  Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatainkat 15 UrC-as beteg mintain
végeztiik el. A p53, Ki67, RHAMM, BGN, MMP-7 ¢és az IMP3
ellenanyagokkal torténé immunfestés detektalashoz diamino-
benzidint (DAB) hasznaltunk.

Az immunhisztokémiai eredmények kvantitativ és a kvalitativ
analizisét két patologus végezte egymastol fliggetleniil. A
RHAMM, BGN, MMP-7 és az IMP3 festés kiértékeléshez az ,,H-
score”-t alkalmaztuk. Az ellenanyagokkal az immunhisztokémiai
festés automatizalt modon tortént. A reakcid végtermékét DAB
festékkel jelenitettiik meg. A Ki67 és a p53 értékelés a pozitiv

tumor magok szazalékos becslésével tortént.



4. EREDMENYEK

4.1. Az UrC Klinikopatologiaja, prognosztikaja és kezelése

Irodalomkutatast kdvetden metaanalizist végeztiink, mely
soran Osszesen 1010 UrC beteg adatait értékeltiik. A paciensek
kozott 604 férfi (60%) és 406 nd (40%) szerepelt, a median
¢letkor pedig 52 év volt (20-90 év). A leggyakoribb tiinetek
kozott a makroszkopos vagy mikroszkopos haematuria (73%), az
alhasi fajdalom (14%), a dysuria (13%) valamint a mucosuria
(10%) szerepeltek. A daganatok 90%-a bizonyult ADC-anak. A
malignitasi fokra vonatkozé adatok alapjan a tumorok 18%-a
alacsony, 48%-a kozepes, mig 34%-a magas malignitasu volt. A
Sheldon-féle stadiumbesorolas szerint az I-es stadiumu csoportba
a betegek 0,6%-a, a ll-es és IlI-as csoportba 8%-a illetve 68%-a,
mig a IV-es stddiumt csoportba 24%-a keriilt. A Mayo-féle
stadiumbesorolas soran a betegek 33%-a sorolodott az I-es, mig
40%-a a ll-es, 7%-a a lll-as és 20%-a a 1V-es stadium csoportba
keriilt. A diagnézis felallitasakor a betegek 21%-a rendelkezett
tavoli attéttel. Azon eseteknél, ahol a sebészi kezelés
nyirokcsomo eltavolitassal egésziilt ki, a nyirokcsomo pozitivitas
17%-ban igazolddott. A miitéti kezelés utan a betegek 21%-anal
igazoltak pozitiv sebészi sz¢Elt.

A prognosztikai faktorok vizsgalata soran a multivariencia

analizis fiiggetlen prognosztikai faktorként azonositottdk a
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kovetkezoket: (1) Sheldon stadium, (2) Mayo stadium, (3)
nyirokcsomok érintettsége, (4) tavoli metasztazisok jelenléte, (5)
pozitiv sebészi sz¢l, (6) ECOG statusz.

A kilonbozé kemoterapids kezelések hatékonysagéanak
Osszehasonlitasa végett 74 UrC beteg adatainak feldolgozéasaval
metaanalizist végeztiink. A radiologiai valaszok alapjan a betegek
hasonloan jol reagaltak az 5-FU alapt kezelésre, mint a kombinalt
platina—5-FU alapt kezelésre, hisz mindkét csoportban a
valaszolok aranya 40% feletti értéket mutatott (44% ¢és 43%). Ez
az arany a platina-alapti kezelést kapott betegcsoportban csupan
10% volt. A kezelés alatt progrediald betegeket is figyelembe
véve a leghatékonyabb kezelésnek a platina-5-FU kombinalt
terapia tiinik, hisz ezek a kezelések adtak a legalacsonyabb

progresszios aranyt (14%).

4.2. Az EGFR-jelatviteli itvonal mutacié analizise
Harmincegy UrC-as betegnél vizsgaltuk az EGFR jelatviteli
utvonal 5 génjének 13 exonjan a leggyakrabban el6forduld
patogén mutaciokat. Osszesen 14 mutaciot talaltunk 13 (42%)
betegnél. Leggyakrabban a KRAS gén mutalddott (26%), melyet
a BRAF (16%) és az NRAS (3%) gének mutacioi kovettek. Egy
esetben mind a BRAF, mind pedig az NRAS génben mutéciot
talaltunk. Az EGFR és a PIK3CA gének minden esetben vad

tipustinak bizonyultak. A mutéciok jelenléte, valamint a betegek
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klinikopatoldgiai adatai kozott (Sheldon-stadium, Mayo-stadium,
malignitas, nyirokcsomo attét jelenléte, kalcifikacio jelenléte és
pecsétgyliriisejtes fenotipus) nem taldltunk Osszefiiggést. Ezen
feliil a mutaciok jelenléte és teljes talélés kozott sem talaltunk
Osszefliggést.

A tovabbiakban 0Osszehasonlitottuk az UrC, a holyag
urothelsejtes ¢és primer ADC, valamint a CRC mutacids
mintdzatat. A CRC ¢és az UrC mutacidés mintazatainak
Osszehasonlitdsa 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
mutacidinak dsszehasonlitasakor (8% vs. 10%), mig az NRAS ¢és
az EGFR gének ritkan érintettek mindkét tumorentitdsban. Az
UrC és a CRC muticiés mintazata kozott kiilonbséget csupan a
PIK3CA gén esetében lattunk, ugyanis e gén mutacidi viszonylag
gyakorinak szamitanak CRC-aban (15%), UrC-aban viszont az
esetek minddssze 2%-aban volt kimutathat6. A CRC-4tol eltéréen
az UrC és a hodlyag urothelsejtes carcinomdjdnak mutacios
gyakorisagai kozott egyértelmii kiilonbségeket talaltunk. Egyrészt
az UrC-aban gyakori KRAS mutaciok urothelsejtes daganatokban
ritkak (3%), ezzel szemben a PIK3CA urothelsejtes daganatokban
gyakori (20%), mig UrC-aban ritka eseménynek szamit. Az UrC
és a holyag primer ADC mutacidés mintazata nagymértékben

hasonlit egymasra: a KRAS gén muticidja viszonylag gyakran
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érintett mindkét tumorentitasban (UrC-dban 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.

4.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Tizenot UrC-as beteg mintdin két patologus egymastol
fiiggetlentil elemezte az MMP-7-tel, a BGN-nel, a RHAMM-mal
¢s az IMP3-mal vald festddés intenzitasat, melyek koziil a
RHAMM ¢és az IMP3 szignifikansan erdsebb festddést mutatott a
tumor szovetekben, mint a kdrnyezd normal szovetben (p=0,0431
¢és p=0,0052). A Ki67 és a p53 fest6dés intenzitasanak analizise
szignifikans emelkedést eredményezett a tumor szdvetekben
mindkét immunreakcid esetén (p=0,0006 és p=0,0024). Az IMP3
festédés szignifikansan erésebbnek mutatkozott a korai stadiumu
(Sheldon < IITA) UrC-as daganatokban (p=0,0048). A RHAMM,
a BGN, az MMP-7, az IMP3, a Ki67 és a p53 immunreaktivitasa
valamint a daganat malignitasi foka (grade), illetve a betegek
neme ¢és életkora kozott Osszefliggést nem taladltunk. A Cox
regressziOs analizis segitségével az immunreakciok és a betegek
teljes, betegség-specifikus €s progresszio-mentes tulélése kozott

nem taldltunk szignifikans 0sszefliggést.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Metaanalizisiink megmutatta, hogy a CRC-éban
alkalmazott 5-FU-alapti kemoterapia UrC-aban hatékonyabb,
mint az urothel sejtes carcinomaban hasznalt platina-alapu
kezelések. A leghatékonyabb kemoterapias kezelésnek az 5-FU ¢és

platina kombinacidja tinik.

5.2. Osszehasonlitva az UrC, a CRC és az urothelsejtes
carcinoma muticidos mintazatat megallapitottuk, hogy az UrC
mutacioi lényeges atfedést mutatnak a CRC és a holyag primer
ADC mutéciés mintazataval, mig az urothel sejtes daganatétol

markansan eltérnek.

5.3. Az UrC ¢és a CRC genetikai és molekularis hatterében
nagymértékii hasonldsagot taldltunk, mely megerdsiti azt az
elképzelésiinket, hogy a CRC-aban hasznalt kezelések — gy, mint
az EGFR-gatlok — hatékonyak lehetnek UrC esetén is. Ritka
tumorok esetén a célzott terapidk méginkabb felértékelddnek,
kiilondsen az olyan eldrehaladott esetekben, ahol a kemoterapias
kezelés hatastalannak bizonyul. Vizsgalataink megmutattak, hogy
UrC-aban az EGFR-szignalut tagjaiban gyakran fordulnak eld

aktivalo génmutaciok, ami az EGFR-szignalut
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mutacidanalizisének fontossagat hangstlyozza azon esetekben,

5.4. Immunhisztokémiai vizsgalataink szerint a RHAMM, az
IMP3, a Ki67 és a p53 fehérjeexpresszidja a normal szovetekhez
képest UrC-aban magasabb. Tovabba, az IMP3 expresszidja
szignifikansan emelkedett az alacsonyabb stadiumu UrC-aban,
ami az IMP3-nak a korai karcinogenezisben betoltott esetleges

szerepére utal.
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