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Poszukiwania zaburzeƒ genetycznych, zwiàzanych bezpo-

Êrednio z powstaniem i rozwojem nowotworów, prowa-

dzone sà na ca∏ym Êwiecie w wielu laboratoriach badaw-

czych ró˝nych specjalnoÊci. Podstawowych informacji na

temat zwiàzku zmiany genetycznej z chorobà nowotworo-

wà dostarczy∏y badania cytogenetyczne. Klasyczne bada-

nia cytogenetyczne, wykonywane technikà prà˝kowà

(GTG, G-banding) pozwalajà na wykrycie zaburzeƒ mor-

fologii chromosomów. Ujawniane w ten sposób aberracje

kariotypowe sà widocznà manifestacjà zaburzeƒ DNA.

W chwili obecnej badania nad identyfikacjà zmian gene-

tycznych prowadzone sà przy u˝yciu zarówno technik cy-

togenetycznych, takich jak: analiza prà˝kowa, fluorescen-

cyjna hybrydyzacja in situ (FISH, fluorescent in situ hybri-

dization), porównawcza hybrydyzacja genomowa (CGH,

comparative genomic hybridization), jak i zaawansowa-

nych technik molekularnych: reakcji ∏aƒcuchowej poli-

merazy (PCR, polymerase chain reaction), reakcji ∏aƒcu-

chowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR, real-

-time polymerase chain reaction), analizy zmiany szybkoÊci

migracji jednoniciowych fragmentów DNA (SSCP, single

strand conformation polymorphism) lub mikromacierzy

(microarrays).

Istotne dla poznania mechanizmów onkogenezy jest

okreÊlenie kolejnoÊci pojawiania si´ aberracji w danym

typie nowotworu. Zmiana pierwotna, istotna dla ustalenia

mechanizmu transformacji nowotworowej, jest najcz´-

Êciej pojedynczà aberracjà, specyficznà dla okreÊlonego ty-

pu nowotworu. Nieprzypadkowe zmiany wtórne, zacho-
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Rozwój nowoczesnych technik cytogenetyki molekularnej zaowocowa∏ istotnym post´pem w poznaniu genetycznych podstaw

nowotworów ludzkich. Kompleksowe badania cytogenetyczne pozwoli∏y na okreÊlenie aberracji kariotypowych, wyst´pujàcych

w komórkach raka p´cherza moczowego. Stwierdzono obecnoÊç zarówno zmian ploidii, jak i licznych aberracji strukturalnych.

Guzy o ni˝szym stopniu zaawansowania posiadajà zwykle kariotypy oko∏odiploidalne, natomiast nowotwory o wysokim

stopniu zaawansowania – kariotypy poliploidalne z licznymi translokacjami i zmianami niezrównowa˝onymi. Trwajà inten-

sywne badania, majàce na celu identyfikacj´ genów odpowiedzialnych za powstanie i rozwój tego nowotworu. Wysoka cz´stoÊç

nawrotów by∏a powodem stworzenia wielu testów, majàcych na celu wyznaczenie markerów, przepowiadajàcych mo˝liwoÊç

nawrotu i progresji. Metodami cytogenetyki molekularnej (FISH) mo˝na okreÊliç obecnoÊç charakterystycznych dla nowotwo-

ru zmian, takich jak aneuploidia chromosomów 3, 7 i 17 oraz utrata obszaru 9p21 w komórkach z osadu moczu. Test ten jest

rekomendowanà przez EAU metodà, zast´pujàcà/uzupe∏niajàcà klasyczne badanie cytologiczne, szczególnie w przypadku gu-

zów nawrotowych.

Cytogenetic and molecular genetic aspects of bladder cancer: an overview

The application of molecular cytogenetic methodologies has, recently, resulted in the remarkable advances in cancer genetics

which have, in turn, led to establishing chromosome aberration patterns as a diagnostic and prognostic index of numerous

malignancies. This article reviews the present-day data concerning the initiation and development of bladder cancer. Complex

cytogenetic investigations reveal ploidy alterations and structural chromosomal aberrations. Lower stage tumours have

a near-diploid karyotype, while higher stage tumours show numerous translocations and complex chromosomal aberrations.

The high incidence of urinary carcinoma recurrences has led to the development of a variety of urine-based tests for recurrent

disease. One of them is the fluorescent in situ hybridization technology (FISH) – a sensitive method of testing voided urine

specimens for such bladder cancer markers as aneuploidy of chromosomes 3, 7 and 17, as well as loss of the 9p21 locus. The

EAU recommends this particular test for recurrent disease monitoring.
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dzàce w komórkach niosàcych ju˝ zmian´ pierwotnà,

zwiàzane sà zwykle z progresjà i mogà mieç raczej znacze-

nie rokownicze. Poznanie mechanizmów patogenezy no-

wotworów jest najlepszà drogà dla stworzenia podstaw

optymalnej terapii.

W niektórych chorobach rozrostowych, wywodzàcych

si´ z uk∏adu krwiotwórczego, precyzyjnie okreÊlono me-

chanizmy onkogenezy, a zaanga˝owane w nie geny ziden-

tyfikowano na podstawie badania punktów p´kni´ç

w chromosomach metafazowych (http://cgap.nci.nih.gov/

Chromosomes). Badania cytogenetyczne i molekularne

pozwoli∏y m.in. na szczegó∏owe okreÊlenie zmiany pier-

wotnej w przewlek∏ej bia∏aczce szpikowej, gdzie w wyniku

translokacji t(9;22)(q34;q11) powstaje fuzyjny gen

BCR/ABL o zmienionej aktywnoÊci kinazy tyrozynowej.

Zrozumienie mechanizmu tego zaburzenia pozwoli∏o na

zaprojektowanie i skonstruowanie pierwszego, niecyto-

statycznego leku o swoistym dzia∏aniu przeciwnowotworo-

wym (imatinib, glivec, STI571). Imatinib selektywnie ha-

muje nieprawid∏owà kinaz´ BCR/ABL w komórkach nio-

sàcych t´ specyficznà aberracj´ [1-5]. Ten sam lek jest

wysoce skuteczny w terapii nowotworów zr´bu przewodu

pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal tumours),

gdzie dochodzi do nieprawid∏owej ekspresji bia∏ka KIT

(produkt protoonkogenu c-KIT) [6]. Mimo intensywnych

badaƒ, prowadzonych na materiale guzów litych, zidenty-

fikowano jedynie niewielkà liczb´ genów odpowiedzial-

nych za ich patogenez´ [7].

Kompleksowe cytogenetyczne badania raków p´che-

rza moczowego pozwoli∏y stwierdziç, ˝e ich komórki cha-

rakteryzujà si´ zarówno zmianà ploidii, jak i obecnoÊcià

znacznej liczby aberracji strukturalnych. Guzy o ni˝szym

stopniu zaawansowania wykazujà zwykle kariotypy oko∏o-

diploidalne, podczas gdy nowotwory poliploidalne o wyso-

kim stopniu zaawansowania – ujawniajà obecnoÊç licz-

nych translokacji i zmian niezrównowa˝onych [8-12]. Nie

zidentyfikowano do chwili obecnej aberracji ca∏kowicie

specyficznych dla zmian pierwotnych lub wtórnych w ra-

kach p´cherza moczowego. Ustalenie kolejnoÊci pojawia-

nia si´ zmian w czasie progresji choroby jest szczególnie

trudne w przypadku nowotworów niosàcych liczne, wspó∏-

wyst´pujàce aberracje. Istnieje jednak zwiàzek pomi´dzy

pojawieniem si´ okreÊlonych aberracji kariotypowych,

a okreÊlonym stopniem i stadium zaawansowania guza.

Epidemiologia i stadia kliniczne

Rak p´cherza moczowego stanowi 3% wszystkich nowo-

tworów z∏oÊliwych. U m´˝czyzn wykrywany jest 2,5 razy

cz´Êciej ni˝ u kobiet. Jest czwartym co do cz´stoÊci wyst´-

powania rakiem u m´˝czyzn (po raku p∏uca, ˝o∏àdka

i prostaty) i ósmym u kobiet [13]. Rak p´cherza moczowe-

go jest rozpoznawany g∏ównie u osób starszych, pomi´dzy

60 i 70 rokiem ˝ycia. Czynniki sprzyjajàce wystàpieniu ra-

ka p´cherza moczowego to palenie tytoniu (wyst´puje 4

razy cz´Êciej u palaczy), praca w przemyÊle gumowym

i barwiarskim, napromienianie okolic p´cherza moczo-

wego (np. z powodu raka szyjki macicy) [14].

W Europie oko∏o 90-95% wszystkich nowotworów

z∏oÊliwych p´cherza moczowego stanowi rak z komórek

przejÊciowych (ca transitionale, transitional cell ca – TCC).

Rak p∏askonab∏onkowy (ca planoepitheliale, squamous

cell ca – SCC) jest rozpoznawany w oko∏o 5% przypadków

raka p´cherza, natomiast w 2% stwierdza si´ gruczola-

koraki (adenocarcinoma) [14, http://www.infobiogen.fr/se-

rvices/chromcancer/ Tumors/blad5001.html]. Wyjàtkowo

rzadko wyst´pujà inne nowotwory z∏oÊliwe, takie jak mi´-

saki lub ch∏oniaki.

Stopieƒ zró˝nicowania jest jednym z dwóch podsta-

wowych czynników rokowniczych; w raku p´cherza mo-

czowego okreÊlany jest wg klasyfikacji WHO [15]. Wy-

ró˝nia si´ nast´pujàce stopnie zró˝nicowania nowotworu:

– G1 – komórki dobrze zró˝nicowane – wyst´puje w ok.

40% raków p´cherza

– G2 – komórki s∏abo zró˝nicowane – wyst´puje w ok.

30%

– G3 – komórki êle zró˝nicowane – wyst´puje w 23%

– G4 – komórki niezró˝nicowane – wyst´puje w 7%

Drugim czynnikiem rokowniczym jest okreÊlenie

stopnia zaawansowania guza pierwotnego wg klasyfikacji

TNM [16] lub zmodyfikowanego systemu Jewett’a i Mar-

shall’a. Ze wzgl´du na wi´kszà dok∏adnoÊç preferowana

jest klasyfikacja TNM, okreÊlajàca stan guza pierwotnego,

w´z∏ów ch∏onnych i obecnoÊç przerzutów.

Nowotwory p´cherza moczowego charakteryzujà si´

sk∏onnoÊcià do wznów i progresji. O wznowie mówimy,

gdy po leczeniu nowotwór nawraca w nie wy˝szym sta-

dium zaawansowania T i nie wy˝szym stopniu zró˝nicowa-

nia G. Natomiast mianem progresji okreÊla si´ pojawienie

guza w wy˝szym stadium zaawansowania T i wy˝szym

stopniu G. Nawroty i progresja wyst´pujà cz´Êciej, gdy

guzy sà liczniejsze (co najmniej 3), majà wi´kszà Êrednic´

(wi´kszà ni˝ 3 cm) i wy˝sze cechy T i G.

Nowotwory powierzchowne podzielono na trzy gru-

py ryzyka nawrotów i progresji, które leczy si´ w odmien-

ny sposób:

– grupa niskiego ryzyka: guz pojedynczy, TaG1, Êrednica

guza <3 cm,

– grupa wysokiego ryzyka: liczne guzy, cz´sto nawracajà-

ce, T1G3, CIS,

– grupa poÊrednia: wszystkie inne.

Ponad 60% raków p´cherza moczowego w momen-

cie rozpoznania to zmiany powierzchowne, ograniczone

do Êluzówki. Jednak nawet po ca∏kowitej resekcji przez-

cewkowej wszystkich widocznych zmian wyst´pujà nawro-

ty, a u 10-25% pacjentów nast´puje progresja do raków

inwazyjnych, naciekajàcych b∏on´ mi´Êniowà p´cherza

moczowego.

W oparciu o czynniki prognostyczne (cechy T i G,

wieloogniskowoÊç, wielkoÊç guza, lokalizacja) trudno jed-

noznacznie wypowiedzieç si´, jaki b´dzie przebieg kli-

niczny raka p´cherza moczowego. Wydaje si´ natomiast,

˝e aberracje cytogenetyczne wykrywane w komórkach gu-

za, mogà staç si´ istotnym, dodatkowym czynnikiem pro-

gnostycznym.
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Etiopatogeneza – teorie

Transformacja nowotworowa jest procesem wielostop-

niowym. Uwa˝a si´, ˝e w procesie powstawania raka p´-

cherza moczowego wyst´pujà co najmniej trzy istotne eta-

py. W pierwszym – w komórce prekursorowej pojawiajà

si´ zmiany genetyczne, które zwi´kszajà jej zdolnoÊci pro-

liferacji; powstaje zmiana w nab∏onku p´cherza moczowe-

go. To prowadzi do zjawiska „defektu pola”. Drugi etap to

rozwój nowotworu ze zwi´kszeniem ruchliwoÊci i zmniej-

szeniem adhezji komórkowej. Te cechy komórek sà odpo-

wiedzialne za powstanie nawrotów. Trzeci etap to nabywa-

nie przez guzy nawrotowe dalszych zmian genetycznych,

co prowadzi do progresji nowotworu. Powy˝sze za∏o˝enia

sta∏y si´ podstawà hipotezy Dalbagniego i wsp. zak∏adajà-

cej, ˝e guzy nawrotowe sà pochodzenia monoklonalne-

go, a defekt pola jest wynikiem rozsiewania i bocznej mi-

gracji komórek guza pierwotnego [17].

Wysoka cz´stoÊç synchronicznych i niesynchronicz-

nych wieloogniskowych nawrotów doprowadzi∏a do wysu-

ni´cia teorii nowotworowego „efektu pola” (field effect)

w karcinogenezie raka p´cherza moczowego [18, 19]. Teo-

ria ta mówi, ˝e cz´Êç raków przejÊciowokomórkowych na-

ciekajàcych mi´Êniówk´ mo˝e powstaç z niezale˝nie

stransformowanej komórki prekursorowej nab∏onka przej-

Êciowego p´cherza moczowego (progenitor cell). Niektóre

raki wykazujà obecnoÊç odr´bnych klonów, pochodzà-

cych z ró˝nych komórek pierwotnych. Dane molekularne

i kliniczne sugerujà, ˝e inwazyjne raki p´cherza moczowe-

go mogà rozwijaç si´ de novo lub z raka nie przekraczajà-

cego b∏ony podÊluzowej. W komórkach morfologicznie

prawid∏owego nab∏onka u pacjentów z rakiem p´cherza

moczowego sà obecne delecje chromosomowe i zmetylo-

wane regiony promotorowe przypuszczalnych genów su-

presorowych, co potwierdza teori´ „efektu pola”.

Porównanie aberracji chromosomowych guzów i sà-

siadujàcego nab∏onka p´cherza moczowego wykaza∏o po-

dobny schemat zmian cytogenetycznych. Obszary chro-

mosomów: 1 (w regionie 1p36), 8 (obszar 8p23), 9 (9p21),

11 (11q13) oraz 17 (17p13) wykazujà zaburzenia tak w gu-

zach, jak i w sàsiadujàcym nab∏onku, co potwierdza tez´,

˝e rak p´cherza moczowego rozwija si´ z nab∏onka cyto-

genetycznie zmienionego [20, 21].

Wydaje si´, ˝e zmiany wieloogniskowe w nab∏onku

p´cherza moczowego mogà powstaç zarówno na skutek

Êródnab∏onkowej migracji komórek pochodzàcych z poje-

dynczego guza pierwotnego, jak i wszczepiania si´ komó-

rek z∏uszczonych z guza pierwotnego w inne miejsce Êlu-

zówki. Z∏uszczanie si´ komórek jest zjawiskiem normal-

nym i wykorzystuje si´ je w ocenie cytologicznej komórek

z osadu moczu u pacjentów z rakiem p´cherza [19]. Bada-

nie mutacji genu TP53 wskazuje na wi´ksze prawdopodo-

bieƒstwo drugiego z tych mechanizmów. Stwierdzono

mianowicie, ˝e wyst´powanie komórek z mutacjà by∏o

ograniczone tylko do obszarów sàsiadujàcych z guzem,

co potwierdza∏oby zjawisko bocznej migracji, podczas gdy

wszczepianie z∏uszczonych komórek spowodowa∏oby po-

wstanie przypadkowo rozprzestrzenionych guzów [19].

Ponadto analiza mutacji genu supresorowego TP53 (locus

17p13) z zastosowaniem barwienia immunohistoche-

micznego i sekwencjonowania wskazuje na klonalne po-

chodzenie guzów i potwierdza teori´ „efektu pola”.

Kolejnych argumentów, Êwiadczàcych na korzyÊç teo-

rii monoklonalnego pochodzenia raków p´cherza moczo-

wego, dostarczy∏y badania Cheng’a i wsp. [18]. Klonal-

noÊç oceniano w oparciu o polimorfizm locus genu

HUMARA (gen receptora androgenu zwiàzanego z chro-

mosomem X) u kobiet. Komórki ˝eƒskie zawierajà dwie

kopie chromosomu X: matczynà i ojcowskà. W ka˝dej

z komórek organizmu aktywna jest tylko jedna, losowo

wybrana kopia chromosomu X. Druga jest wy∏àczona

przez mechanizm metylacji. Tak wi´c, w warunkach fi-

zjologicznych, tkanki ˝eƒskie sà mozaikà pod wzgl´dem

aktywnoÊci rodzicielskich kopii chromosomu X, a pro-

porcja aktywnych i nieaktywnych kopii rodzicielskich ma

rozk∏ad losowy. Na tej podstawie za∏o˝ono, ˝e guz po-

wsta∏y z pojedynczej stransformowanej komórki prekurso-

rowej zawiera∏ b´dzie t´ samà nieaktywnà kopi´ chro-

mosomu X we wszystkich komórkach (ojcowskà bàdê

matczynà). Wynik badania potwierdzi∏ wzór nieprzypad-

kowej inaktywacji chromosomu X w guzie, co wskazuje na

jego monoklonalne pochodzenie, choç nie wyklucza mo˝-

liwoÊci niezale˝nego powstania z dwóch lub wi´cej ko-

mórek pierwotnych, które mia∏y ten sam nieaktywny allel

chromosomu X.

Wed∏ug Simona i wsp. powstanie rozsianych ognisk

nowotworowych w nab∏onku p´cherza moczowego jest

efektem kumulacji kolejnych zmian genetycznych w ko-

mórkach raka [19]. ObecnoÊç nielicznych zmian kariotypu

wydaje si´ charakterystyczna dla pojedynczego guza pier-

wotnego. Wraz z pojawieniem si´ dalszych aberracji, ko-

mórki nowotworu nabywajà zdolnoÊç inwazji i migrujà

do b∏ony mi´Êniowej oraz naczyƒ krwionoÊnych – two-

rzàc przerzuty. W nowotworach wieloogniskowych nie-

stabilnoÊç genetyczna pojawia si´ wczeÊniej, a efektem

jest utrata adhezji komórkowej i migracja komórek nowo-

tworowych w obr´bie nab∏onka p´cherza moczowego.

Aberracje chromosomowe

Badania cytogenetyczne prowadzone technikami klasycz-

nej analizy prà˝kowej oraz zaawansowanych technik mo-

lekularnych, pozwoli∏y na ustalenie niektórych cech kario-

typowych, zwiàzanych z powstaniem i progresjà guzów

p´cherza moczowego. Nielosowe ubytki i pojawienie si´

dodatkowych kopii ca∏ych chromosomów, bàdê ich frag-

mentów, sà uznawane za kluczowe w powstawaniu raka

p´cherza. Analiza cytogenetyczna raka przejÊciowoko-

mórkowego wykaza∏a, ˝e najcz´Êciej wyst´pujàce aberra-

cje liczbowe dotyczà chromosomów 3, 7, 8, 9, 11, 17, Y,

rzadziej 13, 15, 20 [9, 12, 20, 22-29]. W zmiany struktural-

ne zaanga˝owane sà liczne chromosomy (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 18). Efektem aberracji sà g∏ównie

delecje, rzadziej notuje si´ obecnoÊç izochromosomów

i translokacje niezrównowa˝one.

Aberracje strukturalne chromosomu 1 wyst´pujà

w ok. 35% przypadków raka p´cherza moczowego i obej-

mujà delecje, translokacje, duplikacje i izochromosomy.
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Delecje krótkiego ramienia chromosomów 3 i 11 oraz

monosomia chromosomu 3, wyst´pujàce w guzach inwa-

zyjnych i w zaawansowanych stadiach choroby, zwiàzane

sà z wysokim ryzykiem progresji guza. Cz´sto w guzach

p´cherza moczowego obserwuje si´ utrat´ chromosomu

Y, utrat´ krótkiego ramienia chromosomu 8 i dodatkowe

kopie d∏ugiego ramienia chromosomu 8, natomiast sto-

sunkowo rzadko izochromosom krótkiego ramienia chro-

mosomu 5, którego wyst´powanie zwiàzane jest z agresyw-

nym, inwazyjnym fenotypem [12, 25, 26, 30].

Zastosowanie techniki porównawczej hybrydyzacji

genomowej (CGH) i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ

(FISH) pozwoli∏o na dok∏adniejsze poznanie charakteru

aberracji. Wyodr´bniono regiony amplifikowane w gu-

zach p´cherza moczowego: 1q12-q25, 2p, 3q24-q26, 5p21,

6p, 7p/q, 8q21-q22, 10q22-q23, 11q11-q14, 13q21-q24,

17q11-q13, 20q11-qter oraz regiony ulegajàce delecji: 2q,

3p13-p14, 4p, 5q, 6q, 8p11-p21, 9p/q, 10q24-q26, 11p15,

11q12-q23, 13q14, 17p13, 18q21, Y [31-34].

Analiza nast´pstw (temporal analysis) przeprowa-

dzona przez HCglunda i wsp. [35] wykaza∏a, ˝e kolejnoÊç

pojawiania si´ najcz´stszych aberracji w raku przejÊciowo-

komórkowym p´cherza moczowego jest zwiàzana ze sta-

dium zaawansowania. Monosomia chromosomu 9 i tri-

somia chromosomu 7 sà pierwszymi zmianami pojawiajà-

cymi si´ w guzach p´cherza, muszà byç wi´c wa˝ne

w pierwszych etapach karcinogenezy. Zmiany takie jak

-5q, +5p, -15, -18, -22p pojawiajà si´ póêniej i prawdopo-

dobnie sà istotne w progresji guza. Utrata jednej kopii

chromosomu 10, 15 i 16 i krótkiego ramienia chromoso-

mu 11 wydajà si´ byç zwiàzane ze stadium T2, a 3p-, -4p,

-5q, +5p, -6q i -22p – ze stadium T3.

W rozrostach p∏askonab∏onkowych potwierdzono

cz´ste wyst´powanie zmian genetycznych typowych dla

raka p´cherza moczowego (utrata kopii chromosomu 4

i 9, utrata d∏ugiego ramienia chromosomu 2 i krótkich

ramion chromosomów 8 i 11, dodatkowe kopie chromoso-

mu 17) [36]. Wydaje si´, ˝e w nowotworach p´cherza mo-

czowego, podobnie jak w innych guzach litych, transloka-

cje wzajemne sà zwykle zmianami wtórnymi.

Obecnie przypuszcza si´, ˝e znaczàcà rol´ w patoge-

nezie raka p´cherza moczowego odgrywa inaktywacja

trzech genów supresorowych, do których zalicza si´ gen

RB (13q14), gen CDKN2/p16 (9p21) i TP53 (17p13) oraz

aktywacja onkogenów: CCND1 (11q13), ERB-B2 (17q11-

-q12) i EGFR (7p11.2) [34, 37].

Poszukiwanie zmiany pierwotnej

Aberracje wyst´pujàce powszechnie w guzach p´cherza

moczowego to nieprzypadkowe utraty fragmentu chro-

mosomu (cz´sto submikroskopowe) lub ca∏ych kopii chro-

mosomów, pojawienie si´ dodatkowych kopii chromoso-

mów, poliploidyzacja i powstawanie izochromosomów [9,

24, 25, 38]. Utrata kopii chromosomów wyst´puje wcze-

Êniej, a dodatkowe kopie sà akumulowane póêniej, w trak-

cie rozwoju guza [10, 25, 34]. Utrata materia∏u genetycz-

nego dotyczy najcz´Êciej chromosomu 9, a tak˝e krótkie-

go ramienia chromosomów 1, 8, 17 oraz chromosomu Y.

Powielony materia∏ genetyczny to zwykle dodatkowe ko-

pie d∏ugiego ramienia chromosomów 1 i 8, krótkiego ra-

mienia chromosomu 5, ca∏ych kopii chromosomów 7 i 20.

Przypuszcza si´, ˝e obszary te zawierajà geny odpowie-

dzialne za rozwój nowotworu.

Brak jednej z kopii chromosomu 9 wyst´puje w po-

nad 40% przypadków raka p´cherza moczowego i prowa-

dzi do utraty heterozygotycznoÊci. Monosomia tego chro-

mosomu jest zwiàzana z wczesnymi etapami dysplazji na-

b∏onka p´cherza i mo˝e poprzedzaç wystàpienie zmian

zauwa˝alnych makroskopowo, a tak˝e mo˝e zostaç wy-

kryta w komórkach z osadu moczu u pacjentów z rakiem

przejÊciowokomórkowym w okresie remisji, u których nie

stwierdzono jeszcze klinicznych objawów nawrotu. W in-

wazyjnych rakach p´cherza alleliczne utraty chromosomu

9 wyst´pujà o wiele rzadziej ni˝ w zmianach powierz-

chownych. ˚aden region chromosomu 9 nie jest powiàza-

ny ze specyficznym stopniem histologicznym czy fenoty-

pem inwazyjnym TCC. W badanych liniach komórko-

wych, wywodzàcych si´ z raka p´cherza moczowego, nie

wykazano wspólnych punktów p´kni´ç na chromosomie 9.

Interesujàcà obserwacjà jest fakt istnienia przypadków,

gdzie mimo braku monosomii chromosomu 9 wyst´puje

homozygotycznoÊç w obr´bie wszystkich lub wi´kszoÊci

markerów mikrosatelitarnych. Takie zjawisko sugeruje

utrat´ jednego homologu rodzicielskiego i reduplikacj´

pozosta∏ego [39].

Regiony chromosomu 9 zaanga˝owane we wczesnych

etapach rozwoju raka p´cherza moczowego zlokalizowa-

no na obu ramionach tego chromosomu. Na krótkim ra-

mieniu sà to regiony prà˝ków p11-13 i p22-23, na d∏ugim

zaÊ zmiany koncentrujà si´ w obszarach: q12-13, q21-22

i q31-34 [40]. Bardzo cz´sto wyst´pujà delecje ma∏ego

fragmentu krótkiego ramienia w prà˝ku 9p21. W regionie

tym znajduje si´ kilka genów, których rearan˝acja lub

utrata przypuszczalnie powoduje rozwój raka p´cherza

moczowego.

Szczegó∏owe badania chromosomu 9 obejmowa∏y

analiz´ delecji genu CDKN2A (cyclin dependent kinase

inhibitor 2, zwanego te˝ p16 lub MTS1), zlokalizowanego

na 9p21 [39, 41]. W tym samym regionie zlokalizowane sà

kolejne geny podejrzane o zaanga˝owanie w patogenez´

raka p´cherza moczowego: drugi cyklinozale˝ny inhibitor

kinaz CDKN2B (p15) oraz p19, b´dàcy genem regulatoro-

wym cyklu komórkowego. Spadek ekspresji genu p15 jest

wczesnym zjawiskiem w transformacji nowotworowej na-

b∏onka p´cherza, co sugeruje, ˝e gen ten mo˝e byç zaan-

ga˝owany w procesie powstawania raka p´cherza moczo-

wego [42]. W ok. 30% przypadków raków powierzchow-

nych stwierdzono nielosowà delecj´ innego genu tej

rodziny: genu CDKN2A, p16 [41]. Na podstawie analizy

delecji genu p16 z równoczesnà utratà sàsiadujàcego re-

gionu zawierajàcego gen p19 za∏o˝ono, ˝e zdarzenia te

zachodzà na wczesnym etapie karcinogenezy [43], jed-

nak inni autorzy [40, 44] wskazujà, ˝e zmiany te sà stosun-

kowo rzadkie.

Analiza delecji w obr´bie d∏ugiego ramienia chro-

mosomu 9 w przypadkach raka z komórek przejÊciowych

(guzy pierwotne) pozwoli∏a na zidentyfikowanie czterech
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innych regionów zawierajàcych przypuszczalne geny su-

presorowe [45]. W obszarze 9q22.3 znajdujà si´ geny:

NBCCS, ESS1, FACC, XPAC, HSN1 i CKS2, region 9q31-

-32 zawiera kilka genów, z których dwa mog∏yby odpowia-

daç poszukiwanym supresorom: DYS i FCMD. Kolejny

gen-kandydat GSN (gelsolin gene) zlokalizowany jest w re-

gionie 9q33, nast´pnym zaÊ regionem jest 9q33-34.1 z ge-

nami: NPS1, DYT1, COL5A1 i HHT. Ten ostatni (HHT –

hereditary hemorrhagic teleangiectasia gene; koduje trans-

b∏onowe bia∏ko, wchodzàce w sk∏ad kompleksu receptora

TGFB1) wydaje si´ byç przypuszczalnym genem supreso-

rowym w raku p´cherza moczowego. Ostatnio prowadzo-

ne badania sugerujà zwiàzek aberracji w regionie 9p21

z podatnoÊcià na zachorowanie na raka p´cherza [46].

W oparciu o analizy statystyczne wyodr´bniono dwa

szlaki cytogenetyczne w raku przejÊciowokomórkowym.

Dwie najwczeÊniejsze zmiany w TCC: monosomia 9 i tri-

somia 7, rozpoczynajà dwie odr´bne drogi w progresji

guza. 

Monosomia chromosomu 9 jest najcz´stsza w gu-

zach Ta (49%) i T1 (52%), ale rzadka w guzach T3 [35].

Wtórnymi zmianami zachodzàcymi po utracie chromo-

somu 9 sà delecje krótkiego ramienia chromosomu 11,

dodatkowe kopie d∏ugiego ramienia chromosomu 1 i mo-

nosomia chromosomu 17, po których póêniej wyst´pujà

utraty chromosomów 10, 15, 16. W guzach niskiego stop-

nia zaawansowania rzadko pojawia si´ utrata materia∏u

9q, w póêniejszych etapach wyst´puje utrata 9p. Uwa˝a

si´, ˝e inaktywacja przypuszczalnego genu/genów supreso-

rowych zlokalizowanych na tym w∏aÊnie chromosomie

inicjuje powstanie raka p´cherza moczowego.

Szczegó∏owe badanie chromosomu 9 nie pozwoli∏o,

jak dotàd, na sformu∏owanie jednoznacznych wniosków,

umo˝liwiajàcych poznanie genetycznej zmiany le˝àcej

u podstaw powstania guza p´cherza moczowego. 

Sytuacj´ komplikuje fakt, i˝ sugerowane jest istnienie

drugiego szlaku cytogenetycznego z trisomià chromosomu

7 jako pierwszà zmianà. Dodatkowa kopia chromosomu 7

wyst´puje rzadko w guzach Ta i T1, cz´Êciej zaÊ w T2 i T3

[35]. Droga ta dotyczy∏aby wi´c prawdopodobnie guzów

o bardziej agresywnym przebiegu. Wtórnymi zmianami

w tym szlaku sà 8p-, +8q, 3p- i -17. W przypadkach pro-

gresji pojawiajà si´ -6q, -5q i +5p.

Na podstawie powy˝szego przeglàdu nale˝y stwier-

dziç, ˝e w chwili obecnej problem okreÊlenia zmia-

ny/zmian inicjujàcych powstanie raka p´cherza moczo-

wego pozostaje nadal otwarty. Badania te przynios∏y jed-

nak korzyÊç praktycznà. ObecnoÊç zmian w obr´bie genów

p16 i p15 na chromosomie 9, wykorzystano dla stworzenia

nieinwazyjnych testów, pozwalajàcych na wykrycie obec-

noÊci komórek nowotworowych w osadzie moczu pacjen-

tów. Zmiany takie sta∏y si´ istotnym markerem nawrotu

w badaniu osadu moczu [47-54].

Zmiany wtórne

W oparciu o dane z piÊmiennictwa przeprowadzono ana-

liz´ miejsc ∏amliwych na chromosomach cz´sto zaanga˝o-

wanych w raku p´cherza moczowego. Uwa˝a si´, ˝e miej-

sca ∏amliwe sà normalnym zjawiskiem w populacji (z wy-

jàtkiem zespo∏u ∏amliwego chromosomu X). Wydaje si´

jednak, ˝e szczególna podatnoÊç na z∏amania, wyst´pujà-

ce w okreÊlonych punktach chromosomów, mo˝e odgry-

waç pewnà rol´ w onkogenezie. P´kni´cia chromosomów

mogà inaktywowaç geny lub – z powodu niestabilnoÊci

genomowej – mogà u∏atwiaç amplifikacje lub delecje. Wy-

kazano, ˝e miejsca ∏amliwe zwiàzane ze zmianami chro-

mosomowymi w raku p´cherza moczowego, nie anga˝ujà

genów powiàzanych z procesem nowotworzenia. Prawie

45% aberracji chromosomowych w raku p´cherza mo-

czowego nie jest zwiàzane z typowymi miejscami ∏amliwy-

mi [55].

Poszukiwanie regionów amplifikowanych lub ule-

gajàcych delecji z zastosowaniem techniki mikroma-

cierzy, pozwala na bardzo precyzyjne zlokalizowanie

zaanga˝owanych obszarów genomowych. W grupie pier-

wotnych guzów p´cherza moczowego zidentyfikowa-

no onkogeny, które uleg∏y amplifikacji: E2F3 (region

6p22.3), EGFR (7p11.2), FGFR1 (8p12), CMYC (8q24),

CCND1/EMS/INT2 (11q13), MDM2 (12q14.3-q15),

ERBB2 (17q12), JUNB (19p13.2), CCNB (11q13.11)

i CYP24 (20q13.2) oraz homozygotyczne delecje w regio-

nach: 9p21.3 (CDKN2A/p16), 8p23.1 i 11p13 (TRAF6).

Jak do tej pory nie zaobserwowano jednak znaczàcych

zwiàzków mi´dzy stopniem i stadium zaawansowania gu-

za a zmianami w liczbie kopii poszczególnych genów [56].

Genem przypuszczalnie zaanga˝owanym w rozwój

raka p´cherza moczowego jest, zlokalizowany w regionie

1p36.33 gen p73, b´dàcy homologiem p53. Porównanie

ekspresji genu p73 w komórkach guza i sàsiadujàcego

prawid∏owego nab∏onka wykaza∏o ogromnà nadekspre-

sj´ p73 w 95% analizowanych przypadków raka p´che-

rza moczowego. Nie wykryto mutacji p73 w pierwotnych

guzach p´cherza i liniach komórkowych wywodzàcych si´

z raka p´cherza moczowego, wi´c gen ten nie mo˝e byç

genem supresorowym zaanga˝owanym w karcinogenez´.

Jednak bardzo wysoki poziom ekspresji w komórkach gu-

za wskazuje, ˝e odgrywa on wa˝nà rol´ w dalszych etapach

rozwoju raku p´cherza [57].

W regionie 3p25 znajduje si´ onkogen RAF-1, które-

go duplikacja mo˝e odgrywaç rol´ w patogenezie. Podob-

nie delecja fragmentu krótkiego ramienia chromosomu 11

z punktem p´kni´cia w prà˝ku 11p15 mo˝e zmieniaç eks-

presj´ genów zlokalizowanych w tym regionie [8]. Rów-

nie˝ na chromosomie 4 w regionie p11-15, na krótkim

ramieniu chromosomu 5, na d∏ugim ramieniu chromo-

somu 5 w regionie q15-23, na chromosomie 10 w q24-26

i na chromosomie 18 w regionie q12-23 mogà znajdowaç

si´ geny zaanga˝owane w progresj´ raka p´cherza mo-

czowego. Jednak do tej pory nie zidentyfikowano genów

odpowiedzialnych za rozwój i progresj´ raka p´cherza

moczowego, których obecnoÊç zak∏ada si´ w opisanych

regionach [28].

W komórkach raka p´cherza moczowego i liniach

komórkowych wywodzàcych si´ z raka p´cherza stwier-

dzono nadekspresj´ bia∏ka E2F3, spowodowanà amplifi-

kacjà genu E2F3, zlokalizowanego w regionie 6p22 [58].

W ponad 30% badanych TCC wykazano nadekspresj´
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bia∏ka E2F3, zwiàzanà z utratà funkcji pRB. Amplifikacja

E2F3 jest zwiàzana z inwazyjnym fenotypem i wysokim

stopniem zaawansowania. Nie stwierdza si´ jej w guzach

niskiego stopnia. Wydaje si´, ˝e ekspresja tego genu akty-

wuje proliferacj´ komórek w guzach p´cherza moczowe-

go. Dlatego stwierdzenie amplifikacji E2F3 mo˝e byç

przydatnym narz´dziem w rozró˝nianiu guzów inwazyj-

nych i nieinwazyjnych [59, 60].

Genem supresorowym, inaktywowanym równie˝

w nowotworach piersi, prostaty, zespole Cowden’a jest

le˝àcy w regionie 10q23 gen PTEN/MMAC1 (phosphate

and tensin homolog deleted on chromosome ten/mutated

in multiple advanced cancers 1). Mutacje tego genu stwier-

dzono jedynie w 5% badanych pierwotnych guzów p´-

cherza moczowego, a jego inaktywacja jest spowodowana

prawdopodobnie innym mechanizmem ni˝ delecjà [61].

W regionie 20q11 po∏o˝ony jest onkogen CDC91L1

(PIG-U), którego nadekspresj´ stwierdzono zarówno

w badaniach na materiale linii komórkowych wywodzà-

cych si´ z raka p´cherza, jak i pierwotnych guzów p´che-

rza. Nadekspresja CDC91L1 wyst´puje w ponad 30%

analizowanych linii komórkowych i guzów p´cherza mo-

czowego, co sugeruje, ˝e amplifikacja locus 20q11 mo˝e

byç zwiàzana z procesem karcinogenezy guzów p´cherza

moczowego [62].

OkreÊlanie markerów nawrotu

Rak p´cherza moczowego charakteryzuje si´ bardzo wy-

sokà cz´stoÊcià nawrotów. Pochodzenie guzów nawroto-

wych nie jest jasne. Aby stwierdziç czy sà one mono- czy

poliklonalne, Dalbagni i wsp. [17] analizowali mutacje

genu TP53. W prawid∏owym pod wzgl´dem morfologicz-

nym nab∏onku p´cherza moczowego nie ujawniono eks-

presji TP53, ale by∏a ona obecna we wczesnych stadiach

nowotworowych. W po∏owie badanych przypadków wykry-

to identyczne mutacje genu p53, co wskazuje na to, ˝e

komórki guza pierwotnego przetrwa∏y i da∏y nawroty.

Identyczna mutacja guza pierwotnego i guzów nawroto-

wych potwierdza monoklonalnà natur´ guzów.

Ze wzgl´du na wysokà cz´stoÊç nawrotów raka p´-

cherza moczowego stworzono wiele testów, majàcych na

celu wykrycie markerów przepowiadajàcych mo˝liwoÊç

nawrotu i progresji. Jednym z takich testów jest komercyj-

nie dost´pny test UroVysion Bladder Cancer Recurrence

Kit (Vysis), który okreÊla aneuploidi´ chromosomów 3, 7

i 17 oraz utrat´ regionu 9p21 w komórkach uzyskanych

z osadu moczu. Badanie to przeprowadzane jest w labora-

toriach cytogenetycznych przy u˝yciu techniki FISH.

Przedstawiono kilka prac, w których wskazuje si´ na wyso-

kà wra˝liwoÊç i swoistoÊç tego testu w wykrywaniu na-

wrotów raka przejÊciowokomórkowego [47-52, 54, 63,

64]. Zgodnie z wytycznymi EAU (European Association

of Urology, 2005) test ten jest obecnie rekomendowany

do stosowania zarówno w zakresie diagnozy jak i monito-

rowania nawrotów raka p´cherza moczowego [64]. Wyka-

zano wysokà wra˝liwoÊç testu UroVysion w porównaniu

z testem BTAStat i cytologià oraz swoistoÊç, która by∏a po-

równywalna ze swoistoÊcià klasycznej cytologii. Poza tym

badanie FISH ujawni∏o prawie po∏ow´ nawrotowych gu-

zów p´cherza, zanim zosta∏y wykryte badaniem cystosko-

powym [49, 50, 63].

Wysokà wra˝liwoÊç i swoistoÊç wykazano równie˝

w zestawieniu testu UroVysion z innymi np.: ImmunoCyt,

LewisX, NMP22, UBC Rapid, Accu-DX, CYFRA-21,

HA-HAase, BLCA-4, Quanticyt czy analiza mikrosateli-

tów. Na etapie prób najbardziej obiecujàce wydajà si´

byç testy: CYFRA-21, analiza mikrosatelitów, LewisX,

NPM22, gdy˝ charakteryzujà si´ bardzo wysokà wra˝li-

woÊcià i swoistoÊcià. Jednak ˝aden z dost´pnych testów

nie jest w stanie zastàpiç cystoskopii i badania cytologicz-

nego, ale powinny byç one stosowane jako uzupe∏nienie

badaƒ osadu moczu w okresie remisji [51, 54, 64, 65].

Niezb´dne sà dalsze badania, które pozwolà okreÊliç przy-

datnoÊç testów w praktyce klinicznej i tym samym zmniej-

szyç iloÊç kontrolnych cystoskopii.

Poszukiwanie markerów inwazyjnoÊci

Istnieje du˝e podobieƒstwo mi´dzy zmianami genetyczny-

mi w komórkach guza pierwotnego i w guzach przerzuto-

wych u tego samego pacjenta. Te dane potwierdzajà klo-

nalne pochodzenie guzów przerzutowych w raku p´cherza

moczowego [34]. Z analiz cytogenetycznych wynika, ˝e

kariotyp oko∏odiploidalny w guzach p´cherza jest zwiàza-

ny z ni˝szà inwazyjnoÊcià ni˝ kariotypy tri- lub tetraplo-

idalne. Tak wi´c poliploidia jest czynnikiem prognostycz-

nym, wskazujàcym na bardzo wysokie ryzyko nawrotu

i progresji guza [8, 9]. Poza tym z ryzykiem nawrotów

zwiàzane sà specyficzne aberracje chromosomowe, np.

duplikacja krótkiego ramienia chromosomu 3, delecja

krótkiego ramienia chromosomu 11 i trisomia 7 [8].

Dodatkowe kopie chromosomu 17 sà stwierdzane

g∏ównie w zaawansowanych stadiach raka p´cherza mo-

czowego i zjawisko to Êwiadczy o poliploidyzacji komórek

guza. Wydaje si´ równie˝, ˝e cz´sto wykrywane mutacje

i delecje p53 zwiàzane sà raczej z wysokim stopniem za-

awansowania i inwazyjnoÊcià guza [12, 66-68]. Utrata za-

równo p53 jak i RB jest wysoce istotnym czynnikiem pro-

gresji, a zmiany ekspresji p16 i p53 znaczàco podwy˝szajà

ryzyko progresji [27, 34, 37, 66].

Delecje d∏ugiego ramienia chromosomów 6, 10 i 18

i krótkiego ramienia chromosomów 4, 8 i 14 wyst´pujà

cz´sto w guzach inwazyjnych, naciekajàcych mi´Êniówk´.

Podsumowanie

W ostatniej dekadzie prowadzono szeroko zakrojone ba-

dania nad genetycznymi mechanizmami powstawania

i rozwoju raka p´cherza moczowego. Jak dotàd wykryto

i opisano aberracje dotyczàce liczby kopii poszczególnych

chromosomów i ich regionów, a tak˝e podj´to próby wy-

typowania genów, zaanga˝owanych w procesie powsta-

wania i rozwoju tego nowotworu.

Wyniki dotychczasowych badaƒ pozwoli∏y na osià-

gni´cie istotnego post´pu w skutecznoÊci wykrywania no-

wotworu p´cherza moczowego i jego nawrotów. Zaowo-

cowa∏y one powstaniem nieinwazyjnych testów, pozwa-
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lajàcych na szybkie i skuteczne wykrycie nawrotów choro-

by. Dzi´ki zastosowaniu techniki FISH mo˝liwe jest szyb-

kie wykrycie obecnoÊci komórek niosàcych aberracje typo-

we dla guza p´cherza moczowego, tak w materiale biopsji,

jak i w komórkach uzyskanych z osadu moczu pacjenta.

Mo˝liwoÊç ∏atwego wykonania takich wst´pnych badaƒ,

pozwala na szybkie podj´cie dalszych decyzji terapeutycz-

nych, co mo˝e byç kluczowe dla ostatecznego powodzenia

leczenia.

Obecnie prowadzone prace nad identyfikacjà zabu-

rzeƒ genetycznych zwiàzanych z progresjà i inwazyjno-

Êcià guzów p´cherza moczowego, zmierzajà do wyselek-

cjonowania genetycznych markerów prognostycznych.

Osiàgni´cie sukcesu w tym zakresie jest wa˝ne nie tylko

dla celów poznawczych, ale te˝ mo˝e mieç istotne konse-

kwencje praktyczne.

Z punktu widzenia lekarza i jego pacjenta najwa˝-

niejsze sà: wczesna diagnostyka, ∏atwiejsze i bardziej pre-

cyzyjne testy laboratoryjne, a w dalszej perspektywie

wprowadzenie nowej generacji leków o swoistym dzia∏aniu

przeciwnowotworowym. Tak wi´c praktycznym celem pro-

wadzonych badaƒ teoretycznych jest dostarczenie wydaj-

nych narz´dzi, umo˝liwiajàcych efektywne diagnozowanie,

a nast´pnie zastosowanie w∏aÊciwego, skuteczniejszego

leczenia choroby, szczególnie w przypadkach nawroto-

wych.

Mgr Anna Pastwiƒska
Samodzielna Pracowania Cytogenetyki
Centrum Onkologii – Instytut
im. Marii Sk∏odowskiej-Curie
w Warszawie
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