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Rak pecherza moczowego w Swietle badan cytogenetycznych

Anna Pastwinskal, Tomasz Demkow?, Barbara Piefikowska-Grelal

Rozwoj nowoczesnych technik cytogenetyki molekularnej zaowocowal istotnym postepem w poznaniu genetycznych podstaw
nowotworow ludzkich. Kompleksowe badania cytogenetyczne pozwolily na okreslenie aberracji kariotypowych, wystepujgcych
w komorkach raka pecherza moczowego. Stwierdzono obecnos¢ zarowno zmian ploidii, jak i licznych aberracji strukturalnych.
Guzy o nizszym stopniu zaawansowania posiadajg zwykle kariotypy okolodiploidalne, natomiast nowotwory o wysokim
stopniu zaawansowania — kariotypy poliploidalne z licznymi translokacjami i zmianami niezrownowazonymi. Trwajq inten-
sywne badania, majgce na celu identyfikacje genow odpowiedzialnych za powstanie i rozwdj tego nowotworu. Wysoka czestos¢
nawrotow byla powodem stworzenia wielu testow, majgcych na celu wyznaczenie markerow, przepowiadajgcych mozliwos¢
nawrotu i progresji. Metodami cytogenetyki molekularnej (FISH) mozna okreslic¢ obecnosc charakterystycznych dla nowotwo-
ru zmian, takich jak aneuploidia chromosomow 3, 7 i 17 oraz utrata obszaru 9p21 w komorkach z osadu moczu. Test ten jest
rekomendowang przez EAU metodgq, zastepujgcq/uzupelniajgcq klasyczne badanie cytologiczne, szczegolnie w przypadku gu-
z0w 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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Wstep

Poszukiwania zaburzen genetycznych, zwiazanych bezpo-
§rednio z powstaniem i rozwojem nowotworow, prowa-
dzone sa na calym Swiecie w wielu laboratoriach badaw-
czych roznych specjalnosci. Podstawowych informacji na
temat zwigzku zmiany genetycznej z choroba nowotworo-
wa dostarczyly badania cytogenetyczne. Klasyczne bada-
nia cytogenetyczne, wykonywane technika prazkowa
(GTG, G-banding) pozwalaja na wykrycie zaburzen mor-
fologii chromosomdw. Ujawniane w ten sposob aberracje
kariotypowe sa widoczng manifestacja zaburzeni DNA.
W chwili obecnej badania nad identyfikacja zmian gene-
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tycznych prowadzone sg przy uzyciu zaréwno technik cy-
togenetycznych, takich jak: analiza prazkowa, fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ (FISH, fluorescent in situ hybri-
dization), porownawcza hybrydyzacja genomowa (CGH,
comparative genomic hybridization), jak i zaawansowa-
nych technik molekularnych: reakcji tancuchowej poli-
merazy (PCR, polymerase chain reaction), reakcji tancu-
chowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR, real-
-time polymerase chain reaction), analizy zmiany szybkosci
migracji jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP, single
strand conformation polymorphism) lub mikromacierzy
(microarrays).

Istotne dla poznania mechanizmdw onkogenezy jest
okreslenie kolejnosci pojawiania si¢ aberracji w danym
typie nowotworu. Zmiana pierwotna, istotna dla ustalenia
mechanizmu transformacji nowotworowej, jest najcze-
Sciej pojedyncza aberracja, specyficzna dla okreslonego ty-
pu nowotworu. Nieprzypadkowe zmiany wtorne, zacho-



dzace w komdrkach niosacych juz zmiang pierwotna,
zwiazane s3 zwykle z progresja i moga mie¢ raczej znacze-
nie rokownicze. Poznanie mechanizmdw patogenezy no-
wotwordw jest najlepsza droga dla stworzenia podstaw
optymalnej terapii.

W niektdrych chorobach rozrostowych, wywodzacych
si¢ z ukfadu krwiotworczego, precyzyjnie okre§lono me-
chanizmy onkogenezy, a zaangazowane w nie geny ziden-
tyfikowano na podstawie badania punktéw peknigé
w chromosomach metafazowych (http://cgap.nci.nih.gov/
Chromosomes). Badania cytogenetyczne i molekularne
pozwolily m.in. na szczegdlowe okreslenie zmiany pier-
wotnej w przewlektej biataczce szpikowej, gdzie w wyniku
translokacji t(9;22)(q34;q11) powstaje fuzyjny gen
BCR/ABL o zmienionej aktywnosci kinazy tyrozynowe;.
Zrozumienie mechanizmu tego zaburzenia pozwolilo na
zaprojektowanie i skonstruowanie pierwszego, niecyto-
statycznego leku o swoistym dziataniu przeciwnowotworo-
wym (imatinib, glivec, STIS71). Imatinib selektywnie ha-
muje nieprawidlowa kinaze¢ BCR/ABL w komorkach nio-
sacych te specyficzna aberracje [1-5]. Ten sam lek jest
wysoce skuteczny w terapii nowotwordw zrebu przewodu
pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal tumours),
gdzie dochodzi do nieprawidtowej ekspresji biatka KIT
(produkt protoonkogenu ¢-KIT) [6]. Mimo intensywnych
badan, prowadzonych na materiale guzéw litych, zidenty-
fikowano jedynie niewielka liczbe genéw odpowiedzial-
nych za ich patogeneze [7].

Kompleksowe cytogenetyczne badania rakéw peche-
rza moczowego pozwolily stwierdzi¢, ze ich komorki cha-
rakteryzuja si¢ zar6wno zmiang ploidii, jak i obecnoScia
znacznej liczby aberracji strukturalnych. Guzy o nizszym
stopniu zaawansowania wykazuja zwykle kariotypy okoto-
diploidalne, podczas gdy nowotwory poliploidalne o wyso-
kim stopniu zaawansowania — ujawniaja obecnos¢ licz-
nych translokacji i zmian niezréwnowazonych [8-12]. Nie
zidentyfikowano do chwili obecnej aberracji catkowicie
specyficznych dla zmian pierwotnych lub wtérnych w ra-
kach pecherza moczowego. Ustalenie kolejnosci pojawia-
nia si¢ zmian w czasie progresji choroby jest szczegdlnie
trudne w przypadku nowotwordw niosacych liczne, wspot-
wystepujace aberracje. Istnieje jednak zwigzek pomiedzy
pojawieniem si¢ okre§lonych aberracji kariotypowych,
a okre§lonym stopniem i stadium zaawansowania guza.

Epidemiologia i stadia kliniczne

Rak pecherza moczowego stanowi 3% wszystkich nowo-
twordw zlosliwych. U mezczyzn wykrywany jest 2,5 razy
czedciej niz u kobiet. Jest czwartym co do czestosci wyste-
powania rakiem u mezczyzn (po raku pluca, zoladka
i prostaty) i 6smym u kobiet [13]. Rak pecherza moczowe-
go jest rozpoznawany gléwnie u 0sob starszych, pomiedzy
60 i 70 rokiem zycia. Czynniki sprzyjajace wystapieniu ra-
ka pecherza moczowego to palenie tytoniu (wystepuje 4
razy czgSciej u palaczy), praca w przemysle gumowym
i barwiarskim, napromienianie okolic pecherza moczo-
wego (np. z powodu raka szyjki macicy) [14].

W Europie okoto 90-95% wszystkich nowotworow
zlosliwych pecherza moczowego stanowi rak z komoérek
przejsciowych (ca transitionale, transitional cell ca — TCC).
Rak ptaskonabtonkowy (ca planoepitheliale, squamous
cell ca — SCC) jest rozpoznawany w okoto 5% przypadkow
raka pecherza, natomiast w 2% stwierdza si¢ gruczola-
koraki (adenocarcinoma) 14, http://www.infobiogen.fr/se-
rvices/chromcancer/ Tumors/blad5001.html]. Wyjatkowo
rzadko wystepuja inne nowotwory ztosliwe, takie jak mig-
saki lub chloniaki.

Stopien zroznicowania jest jednym z dwdch podsta-
wowych czynnikdéw rokowniczych; w raku pecherza mo-
czowego okreslany jest wg klasyfikacji WHO [15]. Wy-
rdznia si¢ nastepujace stopnie zrdznicowania nowotworu:
— G1 - komorki dobrze zréznicowane — wystepuje w ok.

40% rakow pecherza
— G2 - komorki stabo zréznicowane — wystgpuje w ok.
30%
— G3 - komorki Zle zréznicowane — wystepuje w 23%
— G4 - komorki niezréznicowane — wystepuje w 7%

Drugim czynnikiem rokowniczym jest okreSlenie
stopnia zaawansowania guza pierwotnego wg klasyfikacji
TNM [16] lub zmodyfikowanego systemu Jewett’a i Mar-
shall’a. Ze wzgledu na wigksza dokladno$¢ preferowana
jest klasyfikacja TNM, okreslajaca stan guza pierwotnego,
weziow chtonnych i obecno$¢ przerzutow.

Nowotwory pecherza moczowego charakteryzuja sie
skfonnoscia do wznoéw i progresji. O wznowie mdwimy,
gdy po leczeniu nowotwOr nawraca w nie wyzszym sta-
dium zaawansowania T i nie wyzszym stopniu zroznicowa-
nia G. Natomiast mianem progresji okresla si¢ pojawienie
guza w wyzszym stadium zaawansowania T i wyzszym
stopniu G. Nawroty i progresja wystgpuja czesciej, gdy
guzy sa liczniejsze (co najmniej 3), maja wieksza Srednice
(wigksza niz 3 cm) i wyzsze cechy T'i G.

Nowotwory powierzchowne podzielono na trzy gru-
py ryzyka nawrotdw i progresji, ktore leczy sic w odmien-
ny sposob:

— grupa niskiego ryzyka: guz pojedynczy, TaG1, Srednica
guza <3 cm,

— grupa wysokiego ryzyka: liczne guzy, czgsto nawracaja-
ce, T1G3, CIS,

— grupa poSrednia: wszystkie inne.

Ponad 60% rakéw pecherza moczowego w momen-
cie rozpoznania to zmiany powierzchowne, ograniczone
do §luzéwki. Jednak nawet po catkowitej resekcji przez-
cewkowej wszystkich widocznych zmian wystepuja nawro-
ty, a u 10-25% pacjentéw nastgpuje progresja do rakow
inwazyjnych, naciekajacych btong mig$niowa pecherza
Mmoczowego.

W oparciu o czynniki prognostyczne (cechy T i G,
wieloogniskowos¢, wielko§¢ guza, lokalizacja) trudno jed-
noznacznie wypowiedzie¢ si¢, jaki bedzie przebieg kli-
niczny raka pecherza moczowego. Wydaje si¢ natomiast,
ze aberracje cytogenetyczne wykrywane w komorkach gu-
za, mogg stac si¢ istotnym, dodatkowym czynnikiem pro-
gnostycznym.
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Etiopatogeneza — teorie

Transformacja nowotworowa jest procesem wielostop-
niowym. Uwaza si¢, ze w procesie powstawania raka pe¢-
cherza moczowego wystepuja co najmniej trzy istotne eta-
py. W pierwszym — w komorce prekursorowej pojawiaja
si¢ zmiany genetyczne, ktore zwigkszaja jej zdolnosci pro-
liferacji; powstaje zmiana w nabtonku pecherza moczowe-
go. To prowadzi do zjawiska ,,defektu pola”. Drugi etap to
rozwoj nowotworu ze zwickszeniem ruchliwosci i zmniej-
szeniem adhezji komorkowe;j. Te cechy komorek sa odpo-
wiedzialne za powstanie nawrotow. Trzeci etap to nabywa-
nie przez guzy nawrotowe dalszych zmian genetycznych,
co prowadzi do progresji nowotworu. Powyzsze zatozenia
staly si¢ podstawa hipotezy Dalbagniego i wsp. zaktadaja-
cej, ze guzy nawrotowe sa pochodzenia monoklonalne-
g0, a defekt pola jest wynikiem rozsiewania i bocznej mi-
gracji komoérek guza pierwotnego [17].

Wysoka czesto$¢ synchronicznych i niesynchronicz-
nych wieloogniskowych nawrotéw doprowadzita do wysu-
nigcia teorii nowotworowego ,.efektu pola” (field effect)
w karcinogenezie raka pecherza moczowego [18, 19]. Teo-
ria ta mowi, ze cze$¢ rakow przejsciowokomorkowych na-
ciekajacych mig$niowke moze powstaé z niezaleznie
stransformowanej komorki prekursorowej nabtonka przej-
Sciowego pecherza moczowego (progenitor cell). Niektore
raki wykazuja obecno$¢ odrgbnych klonéw, pochodza-
cych z réznych komorek pierwotnych. Dane molekularne
i kliniczne sugeruja, ze inwazyjne raki pecherza moczowe-
go moga rozwijac si¢ de novo lub z raka nie przekraczaja-
cego blony podSluzowej. W komérkach morfologicznie
prawidiowego nabfonka u pacjentéw z rakiem pecherza
moczowego s3 obecne delecje chromosomowe i zmetylo-
wane regiony promotorowe przypuszczalnych genéw su-
presorowych, co potwierdza teori¢ ,,efektu pola”.

Poréwnanie aberracji chromosomowych guzow i sa-
siadujgcego nabtonka pecherza moczowego wykazato po-
dobny schemat zmian cytogenetycznych. Obszary chro-
mosomow: 1 (w regionie 1p36), 8 (obszar 8p23), 9 (9p21),
11 (11q13) oraz 17 (17p13) wykazuja zaburzenia tak w gu-
zach, jak i w sasiadujacym nabtonku, co potwierdza tezg,
ze rak pecherza moczowego rozwija si¢ z nabtonka cyto-
genetycznie zmienionego [20, 21].

Wydaje si¢, ze zmiany wieloogniskowe w nabtonku
pecherza moczowego moga powstac zaréwno na skutek
Srédnabtonkowej migracji komoérek pochodzacych z poje-
dynczego guza pierwotnego, jak i wszczepiania si¢ komo-
rek zluszczonych z guza pierwotnego w inne miejsce §lu-
z6wki. Zluszczanie si¢ komorek jest zjawiskiem normal-
nym i wykorzystuje si¢ je w ocenie cytologicznej komorek
z osadu moczu u pacjentéw z rakiem pecherza [19]. Bada-
nie mutacji genu 7P53 wskazuje na wigksze prawdopodo-
biefistwo drugiego z tych mechanizméw. Stwierdzono
mianowicie, ze wystepowanie komodrek z mutacja byto
ograniczone tylko do obszar6w sasiadujacych z guzem,
co potwierdzatoby zjawisko bocznej migracji, podczas gdy
wszczepianie ztuszczonych komorek spowodowatoby po-
wstanie przypadkowo rozprzestrzenionych guzéw [19].
Ponadto analiza mutacji genu supresorowego 7P53 (locus

17p13) z zastosowaniem barwienia immunohistoche-
micznego i sekwencjonowania wskazuje na klonalne po-
chodzenie guzow i potwierdza teorie ,,efektu pola”.

Kolejnych argumentdw, §wiadczacych na korzy$¢ teo-
rii monoklonalnego pochodzenia rakéw pecherza moczo-
wego, dostarczyly badania Cheng’a i wsp. [18]. Klonal-
no$¢ oceniano w oparciu o polimorfizm locus genu
HUMARA (gen receptora androgenu zwigzanego z chro-
mosomem X) u kobiet. Komorki zeniskie zawieraja dwie
kopie chromosomu X: matczyna i ojcowska. W kazdej
z komorek organizmu aktywna jest tylko jedna, losowo
wybrana kopia chromosomu X. Druga jest wylaczona
przez mechanizm metylacji. Tak wigc, w warunkach fi-
zjologicznych, tkanki zefiskie sa mozaika pod wzgledem
aktywnoSci rodzicielskich kopii chromosomu X, a pro-
porcja aktywnych i nieaktywnych kopii rodzicielskich ma
rozktad losowy. Na tej podstawie zalozono, ze guz po-
wstaly z pojedynczej stransformowanej komorki prekurso-
rowej zawieral bedzie te sama nieaktywna kopi¢ chro-
mosomu X we wszystkich komdrkach (ojcowska badz
matczyna). Wynik badania potwierdzit wzor nieprzypad-
kowej inaktywacji chromosomu X w guzie, co wskazuje na
jego monoklonalne pochodzenie, cho¢ nie wyklucza moz-
liwoSci niezaleznego powstania z dwoch lub wiecej ko-
morek pierwotnych, ktére mialy ten sam nieaktywny allel
chromosomu X.

Wedlug Simona i wsp. powstanie rozsianych ognisk
nowotworowych w nabtonku pecherza moczowego jest
efektem kumulacji kolejnych zmian genetycznych w ko-
morkach raka [19]. Obecnos¢ nielicznych zmian kariotypu
wydaje si¢ charakterystyczna dla pojedynczego guza pier-
wotnego. Wraz z pojawieniem sie dalszych aberracji, ko-
morki nowotworu nabywaja zdolno$¢ inwazji i migruja
do blony mig¢sniowej oraz naczyn krwiono$nych — two-
rzac przerzuty. W nowotworach wieloogniskowych nie-
stabilno$¢ genetyczna pojawia si¢ wcze$niej, a efektem
jest utrata adhezji komdrkowej i migracja komorek nowo-
tworowych w obrebie nabtonka pecherza moczowego.

Aberracje chromosomowe

Badania cytogenetyczne prowadzone technikami klasycz-
nej analizy prazkowej oraz zaawansowanych technik mo-
lekularnych, pozwolily na ustalenie niektorych cech kario-
typowych, zwigzanych z powstaniem i progresja guzow
pecherza moczowego. Nielosowe ubytki i pojawienie si¢
dodatkowych kopii catych chromosomoéw, badz ich frag-
mentow, s uznawane za kluczowe w powstawaniu raka
pecherza. Analiza cytogenetyczna raka przej$ciowoko-
moérkowego wykazata, ze najczesciej wystepujace aberra-
cje liczbowe dotycza chromosomoéw 3, 7, 8, 9, 11, 17, Y,
rzadziej 13, 15, 20 [9, 12, 20, 22-29]. W zmiany struktural-
ne zaangazowane sg liczne chromosomy (1, 3,4, 5, 6, 7, §,
9,10, 11, 13, 14, 15, 17, 18). Efektem aberracji sa gléwnie
delecje, rzadziej notuje si¢ obecno$¢ izochromosomow
i translokacje niezréwnowazone.

Aberracje strukturalne chromosomu 1 wystepuja
w ok. 35% przypadkow raka pecherza moczowego i obej-
muja delecje, translokacje, duplikacje i izochromosomy.



Delecje krotkiego ramienia chromosoméw 3 i 11 oraz
monosomia chromosomu 3, wystepujace w guzach inwa-
zyjnych i w zaawansowanych stadiach choroby, zwigzane
sa z wysokim ryzykiem progresji guza. Czesto w guzach
pecherza moczowego obserwuje si¢ utrate chromosomu
Y, utrate krotkiego ramienia chromosomu 8 i dodatkowe
kopie dlugiego ramienia chromosomu 8, natomiast sto-
sunkowo rzadko izochromosom krotkiego ramienia chro-
mosomu 5, ktoérego wystepowanie zwigzane jest z agresyw-
nym, inwazyjnym fenotypem [12, 25, 26, 30].

Zastosowanie techniki poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej (CGH) i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) pozwolito na dokfadniejsze poznanie charakteru
aberracji. Wyodrebniono regiony amplifikowane w gu-
zach pecherza moczowego: 1q12-q25, 2p, 3q24-q26, 5p21,
6p, 7p/q, 8q21-q22, 10q22-q23, 11q11-q14, 13q21-q24,
17q11-q13, 20q11-qter oraz regiony ulegajace delecji: 2q,
3p13-p14, 4p, 5q, 6q, 8p11-p21, 9p/q, 10q24-q26, 11p15,
11q12-q23, 13q14, 17p13, 18q21, Y [31-34].

Analiza nastepstw (temporal analysis) przeprowa-
dzona przez Héglunda i wsp. [35] wykazata, ze kolejnosc¢
pojawiania si¢ najczestszych aberracji w raku przejSciowo-
komorkowym pecherza moczowego jest zwiazana ze sta-
dium zaawansowania. Monosomia chromosomu 9 i tri-
somia chromosomu 7 s3 pierwszymi zmianami pojawiaja-
cymi si¢ w guzach pecherza, musza by¢ wiec wazne
w pierwszych etapach karcinogenezy. Zmiany takie jak
-5q, +5p, -15, -18, -22p pojawiaja si¢ pdzniej i prawdopo-
dobnie sg istotne w progresji guza. Utrata jednej kopii
chromosomu 10, 15 i 16 i krétkiego ramienia chromoso-
mu 11 wydaja si¢ by¢ zwiazane ze stadium T2, a 3p-, -4p,
-5q, +5p, -6q i -22p — ze stadium T3.

W rozrostach ptaskonabtonkowych potwierdzono
czeste wystepowanie zmian genetycznych typowych dla
raka pecherza moczowego (utrata kopii chromosomu 4
i 9, utrata dlugiego ramienia chromosomu 2 i krotkich
ramion chromosoméw 8 i 11, dodatkowe kopie chromoso-
mu 17) [36]. Wydaje si¢, ze w nowotworach pecherza mo-
czowego, podobnie jak w innych guzach litych, transloka-
cje wzajemne s3 zwykle zmianami wtornymi.

Obecnie przypuszcza si¢, ze znaczaca role w patoge-
nezie raka pecherza moczowego odgrywa inaktywacja
trzech genow supresorowych, do ktorych zalicza sie gen
RB (13q14), gen CDKN2/p16 (9p21) i TP53 (17p13) oraz
aktywacja onkogenéw: CCNDI (11q13), ERB-B2 (17q11-
-q12) i EGFR (7p11.2) [34, 37].

Poszukiwanie zmiany pierwotnej

Aberracje wystepujace powszechnie w guzach pecherza
moczowego to nieprzypadkowe utraty fragmentu chro-
mosomu (czgsto submikroskopowe) lub catych kopii chro-
mosomow, pojawienie si¢ dodatkowych kopii chromoso-
mow, poliploidyzacja i powstawanie izochromosoméw [9,
24, 25, 38]. Utrata kopii chromosomdw wystepuje wcze-
Sniej, a dodatkowe kopie s akumulowane pdzniej, w trak-
cie rozwoju guza [10, 25, 34]. Utrata materialu genetycz-
nego dotyczy najczesciej chromosomu 9, a takze krotkie-
go ramienia chromosomoéw 1, 8, 17 oraz chromosomu Y.

Powielony material genetyczny to zwykle dodatkowe ko-
pie diugiego ramienia chromosomoéw 1 i 8, krotkiego ra-
mienia chromosomu 5, catych kopii chromosomoéw 7 i 20.
Przypuszcza si¢, ze obszary te zawieraja geny odpowie-
dzialne za rozwdj nowotworu.

Brak jednej z kopii chromosomu 9 wystepuje w po-
nad 40% przypadkow raka pecherza moczowego i prowa-
dzi do utraty heterozygotycznoS$ci. Monosomia tego chro-
mosomu jest zwigzana z wezesnymi etapami dysplazji na-
blonka pecherza i moze poprzedzaé wystapienie zmian
zauwazalnych makroskopowo, a takze moze zosta¢ wy-
kryta w komorkach z osadu moczu u pacjentoéw z rakiem
przejsciowokomorkowym w okresie remisji, u ktorych nie
stwierdzono jeszcze klinicznych objawdéw nawrotu. W in-
wazyjnych rakach pecherza alleliczne utraty chromosomu
9 wystepuja o wiele rzadziej niz w zmianach powierz-
chownych. Zaden region chromosomu 9 nie jest powigza-
ny ze specyficznym stopniem histologicznym czy fenoty-
pem inwazyjnym TCC. W badanych liniach komodrko-
wych, wywodzacych sie z raka pecherza moczowego, nie
wykazano wspolnych punktéw peknie¢ na chromosomie 9.
Interesujaca obserwacja jest fakt istnienia przypadkow,
gdzie mimo braku monosomii chromosomu 9 wystepuje
homozygotyczno$¢ w obrebie wszystkich lub wiekszoSci
markeréw mikrosatelitarnych. Takie zjawisko sugeruje
utrate jednego homologu rodzicielskiego i reduplikacje
pozostatego [39].

Regiony chromosomu 9 zaangazowane we wczesnych
etapach rozwoju raka pecherza moczowego zlokalizowa-
no na obu ramionach tego chromosomu. Na krotkim ra-
mieniu sg to regiony prazkow p11-13 i p22-23, na dlugim
za$ zmiany koncentruja si¢ w obszarach: q12-13, q21-22
i q31-34 [40]. Bardzo czgsto wystepuja delecje malego
fragmentu krétkiego ramienia w prazku 9p21. W regionie
tym znajduje si¢ kilka genow, ktoérych rearanzacja lub
utrata przypuszczalnie powoduje rozwo6j raka pecherza
Mmoczowego.

Szczegdtowe badania chromosomu 9 obejmowaty
analize delecji genu CDKN2A (cyclin dependent kinase
inhibitor 2, zwanego tez p16 lub MTS1), zlokalizowanego
na 9p21 [39, 41]. W tym samym regionie zlokalizowane sa
kolejne geny podejrzane o zaangazowanie w patogeneze
raka pecherza moczowego: drugi cyklinozalezny inhibitor
kinaz CDKN2B (p15) oraz p19, bedacy genem regulatoro-
wym cyklu komoérkowego. Spadek ekspresji genu p15 jest
wczesnym zjawiskiem w transformacji nowotworowej na-
btonka pecherza, co sugeruje, ze gen ten moze by¢ zaan-
gazowany w procesie powstawania raka pecherza moczo-
wego [42]. W ok. 30% przypadkoéw rakoéw powierzchow-
nych stwierdzono nielosowa delecj¢ innego genu tej
rodziny: genu CDKN2A, p16 [41]. Na podstawie analizy
delecji genu p16 z rownoczesna utrata sasiadujacego re-
gionu zawierajacego gen pl9 zalozono, ze zdarzenia te
zachodza na wczesnym etapie karcinogenezy [43], jed-
nak inni autorzy [40, 44] wskazuja, ze zmiany te sg stosun-
kowo rzadkie.

Analiza delecji w obrebie dlugiego ramienia chro-
mosomu 9 w przypadkach raka z komoérek przejSciowych
(guzy pierwotne) pozwolifa na zidentyfikowanie czterech
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innych regiondéw zawierajacych przypuszczalne geny su-
presorowe [45]. W obszarze 9q22.3 znajduja si¢ geny:
NBCCS, ESS1, FACC, XPAC, HSNI i CKS2, region 9q31-
-32 zawiera kilka gendw, z ktorych dwa moglyby odpowia-
da¢ poszukiwanym supresorom: DYS i FCMD. Kolejny
gen-kandydat GSN (gelsolin gene) zlokalizowany jest w re-
gionie 9q33, nastepnym za$ regionem jest 9q33-34.1 z ge-
nami: NPS1, DYT1, COL5A1 i HHT. Ten ostatni (HHT —
hereditary hemorrhagic teleangiectasia gene; koduje trans-
btonowe biatko, wchodzace w sktad kompleksu receptora
TGFB1) wydaje si¢ by¢ przypuszczalnym genem supreso-
rowym w raku pecherza moczowego. Ostatnio prowadzo-
ne badania sugeruja zwiagzek aberracji w regionie 9p21
z podatnos$cia na zachorowanie na raka pecherza [46].

W oparciu o analizy statystyczne wyodrgbniono dwa
szlaki cytogenetyczne w raku przejSciowokomdrkowym.
Dwie najwcze$niejsze zmiany w TCC: monosomia 9 i tri-
somia 7, rozpoczynaja dwie odrebne drogi w progresji
guza.

Monosomia chromosomu 9 jest najczestsza w gu-
zach Ta (49%) 1 T1 (52%), ale rzadka w guzach T3 [35].
Wtérnymi zmianami zachodzacymi po utracie chromo-
somu 9 sa delecje krotkiego ramienia chromosomu 11,
dodatkowe kopie diugiego ramienia chromosomu 1 i mo-
nosomia chromosomu 17, po ktorych p6zniej wystepuja
utraty chromosomoéw 10, 15, 16. W guzach niskiego stop-
nia zaawansowania rzadko pojawia si¢ utrata materiatu
9q, w pdzniejszych etapach wystepuje utrata 9p. Uwaza
sie, ze inaktywacja przypuszczalnego genu/gendw supreso-
rowych zlokalizowanych na tym wtas$nie chromosomie
inicjuje powstanie raka pecherza moczowego.

Szczegbtowe badanie chromosomu 9 nie pozwolito,
jak dotad, na sformulowanie jednoznacznych wnioskow,
umozliwiajacych poznanie genetycznej zmiany lezacej
u podstaw powstania guza pecherza moczowego.

Sytuacje komplikuje fakt, iz sugerowane jest istnienie
drugiego szlaku cytogenetycznego z trisomia chromosomu
7 jako pierwsza zmiana. Dodatkowa kopia chromosomu 7
wystepuje rzadko w guzach Ta i T1, czesciej zas§ w T2 1 T3
[35]. Droga ta dotyczytaby wiec prawdopodobnie guzow
o bardziej agresywnym przebiegu. Wtérnymi zmianami
w tym szlaku sa 8p-, +8q, 3p- i -17. W przypadkach pro-
gresji pojawiaja si¢ -6q, -5q 1 +5p.

Na podstawie powyzszego przegladu nalezy stwier-
dzi¢, ze w chwili obecnej problem okreslenia zmia-
ny/zmian inicjujacych powstanie raka pecherza moczo-
wego pozostaje nadal otwarty. Badania te przyniosly jed-
nak korzyS¢ praktyczna. Obecno$¢ zmian w obrebie genow
p16 i p15 na chromosomie 9, wykorzystano dla stworzenia
nieinwazyjnych testow, pozwalajacych na wykrycie obec-
nosci komorek nowotworowych w osadzie moczu pacjen-
téw. Zmiany takie staly si¢ istotnym markerem nawrotu
w badaniu osadu moczu [47-54].

Zmiany wtorne
W oparciu o dane z piSmiennictwa przeprowadzono ana-

lize miejsc famliwych na chromosomach czesto zaangazo-
wanych w raku pecherza moczowego. Uwaza si¢, ze miej-

sca famliwe sa normalnym zjawiskiem w populacji (z wy-
jatkiem zespolu tamliwego chromosomu X). Wydaje si¢
jednak, Ze szczeg6lna podatno$¢ na ztamania, wystepuja-
ce w okreslonych punktach chromosoméw, moze odgry-
wac pewna role w onkogenezie. Peknigcia chromosoméow
moga inaktywowac geny lub — z powodu niestabilnoSci
genomowej — moga ulatwia¢ amplifikacje lub delecje. Wy-
kazano, ze miejsca famliwe zwigzane ze zmianami chro-
mosomowymi w raku pecherza moczowego, nie angazuja
gendéw powigzanych z procesem nowotworzenia. Prawie
45% aberracji chromosomowych w raku pegcherza mo-
czowego nie jest zwigzane z typowymi miejscami famliwy-
mi [55].

Poszukiwanie regionéw amplifikowanych lub ule-
gajacych delecji z zastosowaniem techniki mikroma-
cierzy, pozwala na bardzo precyzyjne zlokalizowanie
zaangazowanych obszaroéw genomowych. W grupie pier-
wotnych guzéw pecherza moczowego zidentyfikowa-
no onkogeny, ktore ulegly amplifikacji: E2F3 (region
6p22.3), EGFR (7p11.2), FGFRI (8p12), CMYC (8q24),
CCNDI/EMS/INT2 (11q13), MDM?2 (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 znaczacych
zwigzkow miedzy stopniem i stadium zaawansowania gu-
za a zmianami w liczbie kopii poszczegdlnych genow [56].

Genem przypuszczalnie zaangazowanym w rozwoj
raka pecherza moczowego jest, zlokalizowany w regionie
1p36.33 gen p73, bedacy homologiem p53. Por6wnanie
ekspresji genu p73 w komorkach guza i sasiadujacego
prawidlowego nabtonka wykazato ogromna nadekspre-
sje p73 w 95% analizowanych przypadkéw raka peche-
rza moczowego. Nie wykryto mutacji p73 w pierwotnych
guzach pecherza i liniach komdrkowych wywodzacych sie
z raka pecherza moczowego, wigc gen ten nie moze by¢
genem supresorowym zaangazowanym w karcinogenezg.
Jednak bardzo wysoki poziom ekspresji w komoérkach gu-
za wskazuje, ze odgrywa on wazng rol¢ w dalszych etapach
rozwoju raku pecherza [57].

W regionie 3p25 znajduje si¢ onkogen RAF-1, ktore-
go duplikacja moze odgrywac role w patogenezie. Podob-
nie delecja fragmentu krotkiego ramienia chromosomu 11
z punktem pekniecia w prazku 11p15 moze zmienia¢ eks-
presje genéw zlokalizowanych w tym regionie [8]. Row-
niez na chromosomie 4 w regionie p11-15, na krotkim
ramieniu chromosomu 5, na dlugim ramieniu chromo-
somu 5 w regionie q15-23, na chromosomie 10 w q24-26
i na chromosomie 18 w regionie q12-23 moga znajdowac
si¢ geny zaangazowane w progresje¢ raka pecherza mo-
czowego. Jednak do tej pory nie zidentyfikowano genow
odpowiedzialnych za rozwdj i progresje raka pecherza
moczowego, ktorych obecnos¢ zakiada si¢ w opisanych
regionach [28].

W komorkach raka pecherza moczowego i liniach
komorkowych wywodzacych sie z raka pecherza stwier-
dzono nadekspresje¢ biatka E2F3, spowodowang amplifi-
kacja genu E2F3, zlokalizowanego w regionie 6p22 [58].
W ponad 30% badanych TCC wykazano nadekspresje



bialka E2F3, zwigzang z utrata funkcji pRB. Amplifikacja
E2F3 jest zwiazana z inwazyjnym fenotypem i wysokim
stopniem zaawansowania. Nie stwierdza si¢ jej w guzach
niskiego stopnia. Wydaje sig¢, ze ekspresja tego genu akty-
wuje proliferacj¢ komoérek w guzach pecherza moczowe-
go. Dlatego stwierdzenie amplifikacji E2F3 moze by¢
przydatnym narzedziem w rozréznianiu guzow inwazyj-
nych i nieinwazyjnych [59, 60].

Genem supresorowym, inaktywowanym réwniez
w nowotworach piersi, prostaty, zespole Cowden’a jest
lezacy w regionie 10q23 gen PTEN/MMACI (phosphate
and tensin homolog deleted on chromosome ten/mutated
in multiple advanced cancers 1). Mutacje tego genu stwier-
dzono jedynie w 5% badanych pierwotnych guzéw pe-
cherza moczowego, a jego inaktywacja jest spowodowana
prawdopodobnie innym mechanizmem niz delecja [61].

W regionie 20q11 polozony jest onkogen CDC91L1
(PIG-U), ktorego nadekspresje stwierdzono zaréwno
w badaniach na materiale linii komérkowych wywodza-
cych si¢ z raka pecherza, jak i pierwotnych guzéw peche-
rza. Nadekspresja CDC91L1 wystepuje w ponad 30%
analizowanych linii komorkowych i guzéw pecherza mo-
czowego, co sugeruje, ze amplifikacja locus 20q11 moze
by¢ zwigzana z procesem karcinogenezy guzOw pecherza
moczowego [62].

Okreslanie markeréw nawrotu

Rak pecherza moczowego charakteryzuje si¢ bardzo wy-
soka czestoScia nawrotow. Pochodzenie guzéw nawroto-
wych nie jest jasne. Aby stwierdzi¢ czy sa one mono- czy
poliklonalne, Dalbagni i wsp. [17] analizowali mutacje
genu TP53. W prawidlowym pod wzgledem morfologicz-
nym nablonku pegcherza moczowego nie ujawniono eks-
presji TP53, ale byla ona obecna we wczesnych stadiach
nowotworowych. W potowie badanych przypadkow wykry-
to identyczne mutacje genu p53, co wskazuje na to, ze
komorki guza pierwotnego przetrwaly i daly nawroty.
Identyczna mutacja guza pierwotnego i guzow nawroto-
wych potwierdza monoklonalng natur¢ guzow.

Ze wzgledu na wysoka czesto$¢ nawrotow raka pe-
cherza moczowego stworzono wiele testow, majacych na
celu wykrycie markerdw przepowiadajacych mozliwos¢
nawrotu i progresji. Jednym z takich testow jest komercyj-
nie dostepny test UroVysion Bladder Cancer Recurrence
Kit (Vysis), ktory okresla aneuploidie chromosomoéw 3, 7
i 17 oraz utrate regionu 9p21 w komdrkach uzyskanych
z osadu moczu. Badanie to przeprowadzane jest w labora-
toriach cytogenetycznych przy uzyciu techniki FISH.
Przedstawiono kilka prac, w ktorych wskazuje si¢ na wyso-
ka wrazliwo$¢ i swoisto$¢ tego testu w wykrywaniu na-
wrotow raka przejSciowokomoérkowego [47-52, 54, 63,
64]. Zgodnie z wytycznymi EAU (European Association
of Urology, 2005) test ten jest obecnie rekomendowany
do stosowania zaréwno w zakresie diagnozy jak i monito-
rowania nawrotow raka pecherza moczowego [64]. Wyka-
zano wysoka wrazliwo$¢ testu UroVysion w pordwnaniu
z testem BTAStat i cytologia oraz swoistos¢, ktora byfa po-
rownywalna ze swoistoScia klasycznej cytologii. Poza tym

badanie FISH ujawnito prawie polowe nawrotowych gu-
z6w pecherza, zanim zostaly wykryte badaniem cystosko-
powym [49, 50, 63].

Wysoka wrazliwo$¢ i swoisto$¢ wykazano réwniez
w zestawieniu testu UroVysion z innymi np.: ImmunoCyt,
LewisX, NMP22, UBC Rapid, Accu-DX, CYFRA-21,
HA-HAase, BLCA-4, Quanticyt czy analiza mikrosateli-
tow. Na etapie prob najbardziej obiecujace wydaja si¢
by¢ testy: CYFRA-21, analiza mikrosatelitow, LewisX,
NPM?22, gdyz charakteryzuja si¢ bardzo wysoka wrazli-
woScig i swoistoScia. Jednak zaden z dostgpnych testow
nie jest w stanie zastapi¢ cystoskopii i badania cytologicz-
nego, ale powinny by¢ one stosowane jako uzupelnienie
badan osadu moczu w okresie remisji [51, 54, 64, 65].
Niezbedne sg dalsze badania, ktdre pozwolg okresli¢ przy-
datnos¢ testow w praktyce klinicznej i tym samym zmniej-
szy¢ ilos¢ kontrolnych cystoskopii.

Poszukiwanie markerow inwazyjnosci

Istnieje duze podobienstwo migdzy zmianami genetyczny-
mi w komorkach guza pierwotnego i w guzach przerzuto-
wych u tego samego pacjenta. Te dane potwierdzaja klo-
nalne pochodzenie guzow przerzutowych w raku pecherza
moczowego [34]. Z analiz cytogenetycznych wynika, ze
kariotyp okotodiploidalny w guzach pecherza jest zwigza-
ny z nizsza inwazyjnoscia niz kariotypy tri- lub tetraplo-
idalne. Tak wigc poliploidia jest czynnikiem prognostycz-
nym, wskazujacym na bardzo wysokie ryzyko nawrotu
i progresji guza (8, 9]. Poza tym z ryzykiem nawrotow
zwigzane sa specyficzne aberracje chromosomowe, np.
duplikacja krotkiego ramienia chromosomu 3, delecja
krotkiego ramienia chromosomu 11 i trisomia 7 [8].

Dodatkowe kopie chromosomu 17 sa stwierdzane
gléwnie w zaawansowanych stadiach raka pecherza mo-
czowego i zjawisko to Swiadczy o poliploidyzacji komorek
guza. Wydaje si¢ rOwniez, ze czesto wykrywane mutacje
i delecje p53 zwiagzane sa raczej z wysokim stopniem za-
awansowania i inwazyjnoScig guza [12, 66-68]. Utrata za-
rowno p53 jak i RB jest wysoce istotnym czynnikiem pro-
gresji, a zmiany ekspresji p16 i p53 znaczaco podwyzszaja
ryzyko progresji [27, 34, 37, 66].

Delecje diugiego ramienia chromosomow 6, 101 18
i krotkiego ramienia chromosomoéw 4, 8 i 14 wystepuja
czesto w guzach inwazyjnych, naciekajacych mig$nidowke.

Podsumowanie

W ostatniej dekadzie prowadzono szeroko zakrojone ba-
dania nad genetycznymi mechanizmami powstawania
i rozwoju raka pecherza moczowego. Jak dotad wykryto
i opisano aberracje dotyczace liczby kopii poszczegblnych
chromosomoéw i ich regiondw, a takze podjeto proby wy-
typowania genow, zaangazowanych w procesie powsta-
wania i rozwoju tego nowotworu.

Wyniki dotychczasowych badan pozwolily na osia-
gniecie istotnego postepu w skutecznosci wykrywania no-
wotworu pecherza moczowego i jego nawrotow. Zaowo-
cowaly one powstaniem nieinwazyjnych testow, pozwa-
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lajacych na szybkie i skuteczne wykrycie nawrotéw choro-
by. Dzi¢ki zastosowaniu techniki FISH mozliwe jest szyb-
kie wykrycie obecnosci komorek niosacych aberracje typo-
we dla guza pecherza moczowego, tak w materiale biopsji,
jak i w komorkach uzyskanych z osadu moczu pacjenta.
Mozliwo$¢ tatwego wykonania takich wstepnych badan,
pozwala na szybkie podjecie dalszych decyzji terapeutycz-
nych, co moze by¢ kluczowe dla ostatecznego powodzenia
leczenia.

Obecnie prowadzone prace nad identyfikacja zabu-
rzefi genetycznych zwigzanych z progresja i inwazyjno-
Scig guzéw pecherza moczowego, zmierzaja do wyselek-
cjonowania genetycznych markeréw prognostycznych.
Osiagnigcie sukcesu w tym zakresie jest wazne nie tylko
dla celdéw poznawczych, ale tez moze miec istotne konse-
kwencje praktyczne.

Z punktu widzenia lekarza i jego pacjenta najwaz-
niejsze s3: wezesna diagnostyka, fatwiejsze i bardziej pre-
cyzyjne testy laboratoryjne, a w dalszej perspektywie
wprowadzenie nowej generacji lekow o swoistym dziataniu
przeciwnowotworowym. Tak wiec praktycznym celem pro-
wadzonych badan teoretycznych jest dostarczenie wydaj-
nych narzedzi, umozliwiajacych efektywne diagnozowanie,
a nastgpnie zastosowanie wlasSciwego, skuteczniejszego
leczenia choroby, szczegdlnie w przypadkach nawroto-

wych.
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