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BEVEZETES
A hélyagdaganat epidemioldégiaja

A holyagdaganat a 7. leggyakoribb malignoma, az 0Osszes tumor mintegy 3%-a.
Osszefoglald néven a hiigyhdlyagot bélels epithéliumrdl eredd dsszes daganatot — szdvettani tipustol
fliggetleniil — holyagdaganatnak nevezziik. Ezek kozott a leggyakoribb a tranziciondlis (atmeneti
sejtes) vagy mas néven urothelidlis daganat. A holyag daganatainak 90%-a urothelialis karcindma
(UC).

Az 1973-ban megjelent WHO (World Health Organization) klasszifikacié papillomat és 3
kiilonb6zd gradusu daganatot kiilonboztet meg: jol/kdzepesen/rosszul differencidlt UC-t. Az
International Society of Urological Pathology (ISUP) 1998-ban a nem invaziv UC-k 0j beosztasat
javasolta. A vizsgalatok legnagyobb része az 1973-ban megjelent WHO beosztast veszi alapul. Az
urologiai iranyelvek szerint barmelyik klasszifikacio alkalmazhato. A dolgozatban szerepld minték az
1973-as WHO klasszifikaci6 alapjan kertiltek besorolasra.

A daganatok Kkiterjedésének leirdsara a Tumor, Nyirokcsom6, Metasztazis (TNM)
klasszifikaciot alkalmazzuk. A hetedik kiadas 2010-ben jelent meg, de hdlyagdaganatok tekintetében
ez nem jelent 1ényeges valtozast a korabbi, 2002-ben megjelent kiadashoz képest.

A TNM és a ,klinikai” Kklasszifikacio ellentmondasai

Klinikai szempontbol a daganatokat nem izominvaziv (pTa és pT1) és izominvaziv (pT2-
pT4) csoportba oszthatjuk. Bioldgiai szemszogbdl ugyanakkor a pTa stadiumt daganatokat (mely a
legnagyobb csoport) ,joindulatd” daganatoknak is tekinthetnénk, melyek csupan ritkan
progredidlnak invazivitas felé. A pT1 és pT2-4 stadiumu daganatok a tumor-progresszi6 kiilonb6zo
stadiumainak felelnek meg, tehat a pT1 és pT2-4 stadiumt holyagdaganatok kozotti kiilonbség
els6sorban a klinikai felismerés idépontjaban rejlik. A nem izominvaziv és izominvaziv elnevezések
klinikai, és nem bioldgiai definiciok.

Az urologus szempontjabol elsdsorban a terdpias lehetdségek a meghatarozoak, ezért
ezek alapjan osztjuk a daganatokat nem izominvaziv és izominvaziv csoportba. Mivel a nem
izominvaziv (pTa és pT1) daganatok a holyagnyélkahartya felszinén helyezkednek el, endoszkopos
modszerekkel konnyen eltavolithatdéak. Ezek a daganatok ugyanakkor gyakran recidivalnak, és ezért
a betegek szigort utdnkovetése feltétleniil sziikséges. A pTa stadiumu daganatok tobbszords kitijulés
utan invaziv pT1, G3 daganatok iranyaba progredialhatnak, mig a recidivalé pT1, G3 daganatok
majdnem mind invazivak. [zominvaziv tumorok mar nem gyogyithatéak meg csupan endoszkopos
modszerekkel. Ezekben az esetekben, még ha a daganat szervre lokalizalt is, radikdlis mutét,
sugarkezelés vagy kemoterdpia sziikséges.

Felismeréskor az UC lehet szoliter elvaltozas, vagy multifokalis daganat. Az un.
aszinkron multiplicitas (vagyis a gyakori recidiva) a papillaris daganat jellemzd bioldgiai
tulajdonsaga. Amennyiben recidiva jelentkezik, a késObbi kiujulas esélye 78%-ig emelkedhet.
Genetikai vizsgélatok igazoltdk, hogy mind a szinkron, mind az aszinkron multiplex daganatok
(,,homing” mechanizmus). A ritkdn eléforduld poliklonalis daganatok valdszinilileg kornyezeti
mutagenezis kovetkezményei (un. ,,field effect”).

Az UC genetikaja

Szamos vizsgalat tortént, hogy UC-ra jellemz0, biologiailag fontos genetikai eltéréseket
azonositsanak. Ezen eltérések kozé tartoznak a csak egyes tumortipusokra jellemzd genetikai hibak,
a prognosztikai markerek €s a terapiaban is felhasznalhat6 elvaltozasok (,targetek™).

UC-ban a leggyakoribb genetikai eltérés a 9. kromoszoma elvesztése. A kromoszéma
teljes hosszaban, minden génre kiterjedd allélvesztésére utal, ha minden vizsgalt szakaszon



monoszomiat vagy a heterozigozitas elvesztését (LOH) taldljuk; ez az esetek 40%-aban lathato. A
fennmarad6 esetekben tovabbi genetikai elvaltozasok (részleges deléciok) észlelhetéek a 9.
kromoszéma kiilonb6z6 részein. Rovid régidkat érintd, jellemzd elvaltozasok segitségével sikeriilt
azonositani a CDKN2A/B, PTCH, DBCI ¢és TSC1 géneket. Nem ismert, hogy ezen gének elvesztése
azonos gyakorisaggal fordul-e el6 a papillaris (pTa) és az invazivan ndvekedd (pT1-4) daganatoknal;
vagy pedig ezen gének hidnya kiilonb6z6 daganat alcsoportokat jellemez.

A 8p kromoszoman — citogenetikai, CGH ¢és DNS vizsgalatok is — kiilonb6zd
gyakorisdggal ismétlddé hibakat mutattak. Majdnem minden vizsgalat Osszefliggést latott a 8p
kromoszéman talélt eltérések és a tumor progresszid kozott. Tovabbi vizsgéalatok szoros Osszefiiggést
igazoltak a 8p22 régidban észlelt LOH és a tumor gradus/metasztatikus ndvekedési képesség kozott.
A feltételezett szuppresszor géneket a 8p21.1-pter és 8p21-ql1.2 régidkra lokalizaltak. Muschek és
mtsai. egy gyakran deletalodod, rovid régidt hataroltak koriil, mely a CSMD1 gént is tartalmazza. In
situ fluoreszcens hibridizaci6 (FISH) és matrix-CGH vizsgalat is a 8p12 régi6 (mely az FGFR1 gént
kromoszéma tobb régidja olyan géneket tartalmaz, melyek szerepet jatszanak az UC fejlédésében,
fenntartdsaban ill. progresszidjaban.

CGH-analizis és delécids mapping vizsgalatok kiilonb6z6 11p kromoszoma régiok
elvesztését igazoltak, valamint az amplifikacio elvesztését a 11q13 régioban. Az érdeklddésre szamot
tarto teriiletet alléltipizalassal hataroztdk meg: a rovid kar D11S902 és D11S569, valamint a hosszu
kar FGF3 gén és D11S490 16kusza kozotti teriileteken. Osszefiliggést lattak a D11S490 és D11S928
l6kuszokon eléforduld LOH és gyakori recidivak jelentkezése kozott. Habar a 11ql12-13 régio

EMSI1 gének ill. a daganatok stddiuma/gradusa kozott.

Szamos mas kromoszomalis teriilet elvaltozasat is leirtdk, melyeket tobbnyire a
daganatprogresszioval kotottek Ossze. Ugyanakkor nem tudjuk, hogy a szekunder génelvéltozasok
mas, ezen teriiletet érintd génelvaltozasok (pl. muticid, metilacid vagy haploinszufficiencia)
kovetkezményei; avagy egyszeriien csak a daganatos genom instabilitdsa miatt alakulnak ki.

UC progresszidjanak feltételezett molekularis utvonalai

Szovettani mintak és genetikai vizsgalatok alapjan tobb (kiilonb6z6 kromoszomalis
régiokat és géneket érintd) utvonalat feltételeztek, melyeken az UC fejlédése a diszplazias
urotheliumtol a malignus daganat felé halad. A legegyszeribb modellek egyike felveti, hogy a
papillaris daganat kialakuldsa a 9. kromoszoman jelentkez6 LOH-val fiigg 6ssze, melyet a p53 gén
mutécioja kovet, és ezzel kialakul az invaziv daganat. Ugyanakkor a lapos daganatok (pl. a CIS)
esetben a hiperplaziatol a papillaris daganatig, melyet 60%-ban FGFR3 mutacio jelez. Egy mésik
feltételezett utvonalon a diszplazia, CIS, pT1+CIS és pT2 izominvaziv daganatok szerepelnek, a
invaziv papillaris, hanem szolid, invaziv UC esetében is mutatott LOH-t a 9. kromoszdman, tovabbra
sem tisztdzott, hogy a 9. kromoszéma CDKN2A/B, PTCH, DBCI1 ¢és TSCI géneket érintd
elvaltozéasai az UC minden tipusara jellemz6 ,,primér” genetikai elvaltozasok, vagy csak a papillaris
daganat jellemzdi.

A multiplex UC eredete: monoklonalis vagy in. mezé-hatas (field effect) tedria

A szinkron és aszinkron multiplex UC-k eredete sokaig ellentmondasos volt. A ,,mezd
hatas” (,field effect”) teoria kimondta, hogy egy diffiz karcinogén hatds a holyagban szamos,
genetikailag kiilonb6z6 daganat megjelenéséhez vezet. Masok ugyanakkor a multiplex UC-k klonalis
eredete mellett foglaltak allast. A valaszt a multiplex UC-k genetikai vizsgalata adta meg: a
mikroszatellita vizsgalatok (melyek biztonsdgosan elkiilonitik a sziildi alléleket) ugyanazon sziil6i
allélok elvesztését igazoltak a kiilonbozé kromoszomalis teriileteken. Ezek a vizsgalatok igazoltak,



hogy a hélyag szinkron és aszinkron multiplex daganatok — ritka kivételtdl eltekintve — monoklonalis
eredetiiek. Igy ezekben az esetekben a lokalis, intravezikalis metasztazis vezet a holyagnyalkahartya
felszinén megjelend multiplex tumoros gocokhoz. Néhany esetben azonban genetikailag kiilonb6z6
daganatok megjelenését észleljiik, vagyis poliklonalis daganatok fordulnak el6. Ez a ,,mez6-eftektus”
elképzelést timasztja ala — legalabbis ezekben a kivételes esetekben.

A szinkron vagy aszinkron megjelenés, kiilonosen az utobbi a nem invaziv daganatok
jellemzd bioldgiai tulajdonsaga. Az ilyen esetekben észlelt 70% koriili recidiva-ardny aldtdmasztja
ezt a hipotézist. Ugyanakkor nem zéarhatunk ki egy hasonlo biologiai jellemzdt a magas gradust,
invaziv (pT2-4) daganatok esetében sem. Ezt azonban nagyon nehéz bizonyitani, mivel ezen
daganatok legtobbje radikalis mutéttel eltavolitasra keriil. Mégis nagyon fontos lenne elkiiloniteni
azokat a daganatokat, melyek az intravezikalis szoras ill. a ,,homing” képességével rendelkeznek
azoktol, melyek nem adnak lokalisan sem metasztazist, és szoliterek maradnak. Hogy a multiplex
tumorok miért jelennek meg egyes esetekben szinkron, mas esetekben pedig aszinkron modon, még
nem ismert.

Célkitiizések

Vizsgalatainkban az UC specifikus molekularis jellemzdit kerestiik, kiilonos tekintettel a
kovetkezOkre:

> a 8p, 9, 1lp és 17p régidk olyan — kisméretli — DNS elvaltozasait kerestiik, melyek az UC
kialakulasaval és progressziojaval mutatnak osszefliggést,

» olyan specifikus genetikai eltéréseket kerestiink, melyekkel a szoliter ill. szinkron és metakron
multiplex UC-ket azonositani tudjuk,

» valamint a fellelt genetikai elvaltozasok UC fejloddésében és progresszidjaban betdltott szerepét
kivantuk megismerni.

ANYAG ES MODSZER

Szovetmintak és klinikai adatok

A daganatos mintak gytlijtésében a marburgi Philipps Egyetem, a Mannheimi Egyetemi
Egészségiigyi Kozpont, a heidelbergi Karls Ruprecht Egyetem és Pécsi Tudomanyegyetem Urologiai
Klinikai vettek részt. Mind a transzurethralis reszekci6 mind a radikalis cisztektomia anyagai
felhasznalasra keriiltek. Az eltavolitott anyagok kisebb részét azonnal folyékony nitrogénben (—
80°C) fagyasztottuk, a fennmaraddé nagyobb mennyiséget az intézetekhez tartozo patoldgiai
osztalyok rutin szOvettani vizsgalaton feldolgoztdk. A hematoxilin-eozin festett szdvettani
metszeteket két patologus ismételten kiértékelte (Prof. Kovacs Gyula, és Prof. Antonio Lopez-
Beltran). Szoliter daganatként értékeltiik azokat az eseteket, melyekben a kordbbi anamnézis negativ
volt, és nem jelentkezett recidiva harom éves utankdvetés alatt. Azokat az esteket, melyekben a
mintavételi miitét elétt vagy utan szdvettanilag igazolt UC keriilt eltdvolitasra aszinkron multiplex
daganatok kozé soroltuk. Szinkron multiplex daganatok esetében legalabb két daganatos teriilet
keriilt felismerésre az els@ észlelés soran. Minden szdvettanilag igazolt urothelidlis daganatot
vizsgaltunk, akar szolid, akar papillaris ndvekedést mutatott.

Laboratoriumi modszerek

A tumoros sejteket a technikdban gyakorlott patologus (Prof. Kovacs Gyula) valasztotta
el a stromalis szovetektdl. A DNS és RNS izoladlasa standard technikdkkal tortént. A tumorok
jellemzése mikroszatellita allelotipizaldssal, nagy felold4su oligoarray-CGH-val, szekvenalassal és
metilacio specifikus PCR-ral, valamint egyes gének kifejezédése kvantitativ RT-PCR-ral stanadard
laboratériumi eljarasok szerint tortént. A technikdk részletes leirdsa meghaladja ezen Osszefoglald
kereteit.



EREDMENYEK

A 8p kromoszoma genetikai vizsgalata

Osszesen 122 holyagdaganatos mintat vizsgaltunk, 34 mikroszatellita l6kuszra a 8p, és
tovabbi 3 lokuszra a 8q karon. Egy vagy tobb allélt érintd valtozasokat (szignal csokkenése vagy
hianya) 58 esetben (48%) talaltunk. A centromér kozelében egy un. ,,breakpoint cluster” (téréspont)
helyezkedik el, mely 23 (19%) esetben a teljes 8p kar elvesztését okozta. A 8p kiilonbozd szakaszait
érintd részleges delécidkat 35 (29%) esetben észleltiink. A 8q karon néhany esetben ugyan
megfigyelhettiik LOH el6fordulasat, de tobbnyire az tn. ,,allelic imbalance” jelenséget lattuk, mely a
8p kar elvesztésére ¢és 8q szekvenciak duplikalodasara utalhat.

Allél-valtozasokat tartalmazo rovid kromoszomadlis régiok azonositisa

A 8p kromoszoma részletes mikroszatellita vizsgalata 5 rovid, nem szintenikus régidban
mutatott allél eltéréseket; ezek feltételezett tumor-génekre utalhatnak. Az allélhibak egyike a 8p23
régioban a D8S504 lokuszon helyezkedik el, mely az ARHGEF10 gént tartalmazza. Csak az
ARHGEF10 gént tartalmazoé rovid szakaszt érintd elvaltozas 3 esetben volt kimutathat6. Ha azonban
figyelembe vessziik az ezen régiot is érintd hosszl deléciokat is, akkor az ARHGEF10 gén 48 (39%)
esetben hianyzik. A CSMD1 gén koriil elhelyezkedé 2 Mb hossza szekvencia 8 microszatellita régiot
tartalmaz. Csak a CSMD1 génen beliili vagy csak a teljes gént érint6 allél-valtozasok 6 (5%) esetben
fordultak eld. Osszesen azonban a CSMDI1 gén egyik allélja 57 (47%) esetben hianyzott. Egy masik
feltételezett tumor-gén 10kusz, a 8pl2 régidba a D8S1477 ¢és D8S1758 16kusz kozé, egy 140 kb
hosszu tertiletre esett. Ez a teriilet a D8S375 és D8S278 lokuszokat is tartalmazza, melyek az NRG1
gén intronjai kdz¢é esnek. Egy UC kizarolag ezen a teriileten mutatott LOH-t, megtdrve az NRG1 gén
egyik alléljének integritasat. Egy masik, mintegy 2.3 Mb hosszu teriilet a D8S1821 ¢s D8S1104
lokuszok kozott helyezkedik el. A Wolf-Hirschhorn szindroma feltételezett génje, a LOC441345
fehérje, a transmembran protein 2-t (LETM2) tartalmazo ,,leucine-zipper-EF-hand” ¢s az FGFR1 gén
is ezen a teriileten helyezkedik el. Az utols6, D8S1023 és D8S268 kozotti mintegy S00 kb hossza
tertilet az SFRP1 ¢és a FLJ13842 protein génjét tartalmazza.

A 8p karon jelentkezo allél elvaltozasok osszefiiggést mutatnak a tumor gradusaval

Erés Osszefiiggés volt megfigyelhetd a 8p régiokon bekovetkezett LOH ¢és a gradus
kozott, fiiggetleniil a tumor stadiumatol. A G1 daganatok kozott kettd Al-t mutatott a 8p karon, egy
masik Al-t a CSMDI1 génnek, mig egy tovabbi LOH-t az ARCHGEF10 génnek megfelelden. igy a
34 G1 UC koziil csak 4 (12%) — melyek mindegyike a pTa stadiumba tartozott —, mig a G2 tumorok
41%-a, a G3 tumorok 71%-a mutatott allélikus valtozdsokat a 8p régiodban.

A 8p karon jelentkezd allél elvaltozdasok osszefiiggést mutatnak a tumor stadiumdaval

Az UC stadiumanak emelkedésével egyiitt az allélvaltozdsok gyakorisadga is emelkedett.
Erdekes, hogy éles kiilonbség lathatd az invaziv és nem invaziv daganatok kozott (fiiggetleniil az
invazivitads mélységétdl). A nem invaziv, papillaris daganatok csupan 21%-a, mig a nem izominvaziv
pT1 daganatok 71%-a €s az izominvaziv pT2-4 daganatok 73%-a mutatott allél eltérést a 8p karon.
Ezek az eredmények megfelelnek annak, hogy invaziv daganatokban nagyobb a magasabb gradus
(G2 és G3) aranya.

UC-ban az NRG1 és SFRPI gének down-regulaltak

Mivel az NRG1, FGFRI1 ¢és SFRP1 rovid, intersticidlis deléciok célpontjai voltak,
expressziojukat egy 28 UC-t (pTa, pT1 és pT2-4 stadiumot, valamint egy diszplaziat) és 8 kontrollt
tartalmazé panelen vizsgaltuk kvantitativ RT-PCR technikéval. Az FGFR1 mind az egészséges, mind
a tumoros sejtekben valtozo expressziot mutatott. Nem talaltunk 0sszefiiggést az FGFR1 expresszios
profilja és stddium/gradus kozott, az FGFR1 szerepe az UC progresszidjaban — legalabbis a LOH és
haploinszufficiencia mechanizmusaval — kizarhaté. Az NRG1 magas expressziot mutatott a kontroll



mintdkban, mikézben az Osszes daganatos mintdban (és a diszplasztikusban is) az expresszid
szignifikansan alacsonyabb volt, vagy hidnyzott. Hasonl6 mddon expresszalodott az SFRP1 az
Osszes egészséges mintaban, de egy kivétellel down-regulalt volt a daganatos mintakban.

UC-ban az SFRPI gyakran metilalt, LOH-val egyiitt, vagy anélkiil

Az SFRP1 génen megvizsgaltuk az 5'UTR régi6 és az 1. exon CpG szigeteinek
metilaciojat. Legalabb gyenge metilacido minden daganatos mintan megfigyelhetd volt, a 19 esetbdl
11 alkalommal kifejezett metilaciot észleltiink. Egyaltalan nem talaltunk metilacio nélkiili DNS
szekvenciat 5 daganatos esetben. Metilacio nélkiili szekvenciakat tartalmazott az Gsszes kontroll
minta, és a legtobb daganatos minta is. LOH adatok 12 daganatos minta esetében 4alltak
rendelkezésre: LOH vagy Al 4 esetben volt kimutathatd azon 7 eset koziil, melyek a promoter
régioban metilalodtak, mig a metilalt szekvenciat nem tartalmazo 5 esetb6l 3 mutatott LOH-t.
Metilacio a Ta,G1 daganatok kozott éppen ugy eléfordult, mint a T4,G3 daganatoknal. A sulyos
diszplaziat mutatd esetben nem talaltunk LOH-t az SFRP1 l6kuszon, azonban a gén CpG szigeteinek
metilacioja ebben az esetben is kifejezett volt.

A 9. kromoszoma genetikai vizsgalata

A 9. kromoszoma allél elterései

A 9. kromoszéma részletes mikroszatellita vizsgalatat 129 UC-n (minden gradusbol és
stadiumbol) végeztiikk el, Osszesen 39 ldkuszon, melyek atlagos tavolsaga 3.6 Mb. Az 0Osszes
informativ lokuszt érintd LOH-t, mely monoszomiat jelent, 49 (38%) esetben talaltunk. Az LOH ¢és
Al mellett egy négy gént érintd 16kuszon homozigota DNS vesztést talaltunk, mely szerepet jatszhat
az UC genetikdjdban. Ahogyan az varhat6 volt, a homozigota vesztés a legnagyobb gyakorisaggal a
9. kromoszéma rovid karjan, a CDKN2A/B régidéban fordult eld. Tovabbi homozigdta vesztéseket
talaltunk a hosszi karon a DAPK1, PTCH ¢és DBC1 l6kuszoknak megfelelden.

Minden moédosulast figyelembe véve, egy vagy tobb mikroszatellita 16kuszt érintd
elvaltozas 114 (88%) esetben fordult eld. Ezen elvaltozasok mindkét karon kozel azonos
gyakorisaggal jelentkeztek. Hetero- vagy homozigdta vesztések a 9p karon 93 (72%), mig a 9q karon
98 (76%) esetben fordultak eld. Ugyanakkor néhany daganat esetében csak egyik vagy masik karon
talaltunk elvaltozast: kizardlag a 9p karon (és a 9q karon nem) 11 (9%) esetben, mig kizarolag a 9q
karon (és a 9p karon nem) 17 (13%) esetben.

A 9. kromoszéman kiilonb6z6 stadiumban és gradusban észlelt allél elvaltozasok
(hemizigota v. homozigota vesztés, allelic imbalance) kiértékelése sordn nem taldltunk Osszefliggést
ezen elvaltozasok és a stddium vagy gradus kozott. Habar az Al szazalékos aranya magasabb volt G2
tumorokban, mint G3-ban, ezt magyarazhatja, hogy a G2/3 daganatok egy része T2-4 stadiumban
elvégzett cisztektomids mintabdl szarmazott; és néhany esetben a daganatos DNS-t az infiltrald
limfocitakbol szarmaz6 egészséges DNS szennyezhette, igy okozva ,,allelic imbalance” jelenségét.

Két uj, LOH-t mutato régio azonositdisa a 9p kromoszomdan

Korabban mar igazoltak, hogy a 9p21 régidja a LOH el6forduldasanak fo teriilete a 9.
kromoszoman. Ezért itt 5 mikroszatellita markert (D9S1749-t61 D9S1870-ig) vizsgaltunk, melyek
egy, az MTAP és CDKN2A/B géneket is tartalmazo, 300 kb hosszi szekvenciat fednek le. Ezen
gének teriiletén LOH 85 (66%) esetben fordult el6. A CDKN2A, CDKN2B, vagy mindhdrom gént
érintd homozigdta delécidt 40 (31%) esetben észleltiink. Harom daganatban az egyetlen LOH a 9.
kromoszoma rovid karjan, a D9S1749 16kuszban fordult el6, mely az MTAP gén szekvenciaira esik.

A nagy felbontasi mikroszatellita vizsgalat két tovabbi rovid szakaszt azonositott, ahol
allélikus valtozasok figyelhetoek meg. Ezek a szakaszok kordbban még nem kertiltek leirasra UC-
ban. Atfedé allélikus valtozasok lathatoak a 9p24.1 régioban, a D9S286, D9S921 és D9IS269
lokuszokban. A D9S921 16kusz a PTPRD gén intronjanak megfelelden helyezkedik el, a D9S286



disztalisan 250 kb, mig a D9S269 proximalisan 450 kb tavolsdgra a PTRD gén szekvenciditol.
Kizarolag ezeket a lokuszokat érintd allélikus valtozasok 9 (7%) esetben figyelhetéek meg. Mas
géneket, akar a teljes kart vagy kromoszomat érint§ nagyobb elvaltozasokkal egyiitt 77 (60%) eset
mutatott LOH-t a PTRD gén teriiletén. Egy masik rovid régié a 9p22.3 teriiletén a D9S156 ¢s
DO9S157 lokuszoknak megfeleléen mutatott allélikus valtozasokat; ez teriilet tartalmazza a BNC2
gént. A BNC2 géntdl disztalisan 150 kb tavolsagra a D9S156 16kusz, mig proximalisan 700 kb
tavolsagra a D9S157 16kusz talalhat6. Hasonldan, kizarolag ezt az 1 Mb-nal rovidebb teriiletet érintd
elvaltozast 7 (5%) esetben mutattunk ki. A nagy delécidkat is idevéve 78 (60%) daganat mutatott
LOH-t a BNC2 gén tertiletén.

Egy uj, LOH-t mutato régio azonositisa a 9q kromoszomdn

A 9. kromoszoéma hosszii karjanak részletes vizsgalatit 18 mikroszatellita 16kuszon
végeztiik el. Ezek a 10kuszok tartalmaztak harom ismert gén PTCH (9q22.32), DBC1 (9q33.1) és
TSC1 (9934.2) teriiletét, vagy azok kornyezetét is. Kizardlag a PCTH gént (D9S1809) érinté LOH 3
(2%) daganatban volt 14thatd, de nagyobb régiokkal egyiitt a PCTH régidja deletalodott 80 (62%)
esetben. Harom (2%) daganatban a PCTH szekvencidja homozigota vesztést mutatott. A D9S1872 és
D9S195 (DBCI1) régioban LOH 86 (67%) esetben fordult eld, beleértve 18 (14%) mintat, ahol
kizarolag ez a régio volt érintett. Két esetben a DBC1 teriiletén homozigota delécid jelentkezett.
Csak a TSCI1 régiojat (D9S1830) érintd6 LOH-t 12 (9%) esetben talaltunk, de a TSCI régidja
nagyobb teriiletekkel egyiitt a 79 (61%) esetben volt deletalt. Homozigota allélvesztés ezen a génen
nem jelentkezett.

A mikroszatellita allelotipizalas a 99q21.33 régidban egy rovid delécidt azonositott,
melyet UC-ban még nem irtak le. A D9S257 lokuszon 12 (9%) esetben ugy jelentkezett LOH, hogy a
kornyezé 16kuszok heterozigozitisa megtartott maradt. Ez, a D9S257 lokusz a DAPK1 gén
intronjainak teriiletére esik. Hat esetben a DAPKI gén szekvencidinak homozigota vesztését
azonositottuk. Amennyiben a nagyobb 9q deléciokat is figyelembe vessziik (beleértve a MAPK1 gén
teriiletét is), 80 (62%) eset mutatott LOH-t a DAPK1 génnek megfelelden.

Mind a hét régioban azonos gyakorisaggal fordult elo LOH, stadiumtol és gradustol fiiggetleniil
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biologiai funkciokért felelosek €s mas-mas jelatviteli itvonalakban érintettek. Ezért csabitd volt ezen
gének sejtnovekedésben (gradus) és sejtmotilitdsban/invazidban (stddium) betdltott lehetséges
szerepét vizsgalni. Hogy a mar ismert és tjonnan azonositott 16kuszok lehetséges szerepét értékeljiik,
az allelotipizalds eredményeit minden egyes régio esetében Osszevetettik a daganat gradusaval és
stadiumaval. A PTPRD, BNC2, CDKN2A/B, DAPK1, PTCH, DBCI1 ¢és TSC1 gének teriiletén
minden stadiumban és gradusban kozel azonos gyakorisaggal fordult el6 LOH.

Szoliter, szinkron és aszinkron multiplex daganatok esetében is — egy lokusz kivételével
— azonos eredményt kaptunk, amikor a hét régioban eléfordulo LOH-t kiértékeltiik. Tehat a PTPRD,
BNC2, CDKN2A/B, PTCH, DBCI ¢és TSC1 régiokat érintd elvaltozasok kozel azonos gyakorisaggal
fordultak el6 szoliter ill. multiplex tumorokban. Ugyanakkor, a DAPK1 gén teriiletén a 81 recidivalo
vagy multifokalis ndvekedést mutatd daganat koziil 59 (73%) esetben, de a 41 szoliter daganat kozott
csak 12 (29%) esetben volt LOH megfigyelhetd. Ez a megfigyelés valosziniisiti a DAPK1 szerepét
recidiva ill. a multifokalis ndvekedés eseteiben.

A 11. kromoszoma allélikus valtozasai

A 11. kromoszémat elséként 18 mikroszatellita lokuszon vizsgaltuk, mely a 135 Mb
szekvenciat atlagosan 7,5 Mb tavosagokban fedte le. Mivel a 11pl5.5, 1Ipll.2 és 11ql2.1
kromoszéma teriileteken gyakori elvaltozasok voltak kimutathatéak, ezeket a teriileteket tovabbi
mikroszatellita 16kuszok vizsgalataval telitettilk, hogy atlagosan 600 kb tavolsadgot érjliink el a
vizsgalt 16kuszok kozott. A vizsgalt 121 UC-bol csak két esetben talaltunk LOH-t minden informativ
lokuszon, ami a 11. kromoszéma monoszomianak felel meg. A 11. kromoszoma rovid vagy hosszi



karjanak hianya ill. rovid, nem szintenikus deléciok 85 (70%) esetben fordultak eld, 5 (4%) esetben
LOH csak egyetlen markeren jelentkezett.

A 11p két, allélikus valtozasokat mutato régidja

A leggyakoribb intersticialis deléciok a 11p15.5 régidban fordultak eld, melyet a masodik
ciklusban 600 kb-ként elhelyezkedd mikroszatellita vizsgalatokkal telitettiink. A D11S922 and
D11S1318 kozott atfedd LOH megfelel egy 600 kb hosszu, ,,imprinted” szekvencidnak. Ez a teriilet
tartalmazza az IGF2 (insulin like growth faktor=inzulin-szeri névekedési faktor) gént, mely csak az
apai allélrdl expresszalodik, valamint a H19-t, mely csak az anyai 4gon 6rokl6dé nem kodold RNS-
szekvenciat expresszal. E két gén teriiletén 49 (40%) esetben lattunk allélikus valtozasokat. A
masodik atfedd LOH szintén az ,,imprinted” géndomainben, a 11p15.5 régié D11S2345 és D11S988
lokuszai kozott helyezkedett el. Ez a kb. 700 kb nagysagu régio a RHOG, STIMI, RRM1 ¢és
TRIM21 géneket tartalmazza. Ebben a régioban 58 (48%) esetben taldltunk allélikus eltéréseket. A
harmadik, 11p11.2 régiot 10, mintegy 60 kb tavolsagban elhelyezkedd mikroszatellitaval fedtiik le.
Ezek tobb, nem szintenikus vesztést mutattak, mely valdsziniileg e régid instabilitasabol kovetkezik.

Gyakori allélikus valtozdasok a 11q12.1 régioban

A 11g21.1 régi6 D11S1920 and D11S4191 16kuszok kdzé esé mintegy 4.8 Mb hosszi
szakasza gyakran mutatott a vizsgalt 5 lokusz koziil csupan egyet vagy kettét érintd, rovid nem
szintenikus vesztéseket. Ez a teriilet tartalmazza az olfaktorikus receptorcsaldd génjeit. Az SSRP1,
PRG3, FAMI11A és CTNNDI gének a D11S1809 és D11S4191 lokuszok kozotti rovid régioban
helyezkednek el. Ez utdbbi szegmens 41 (34%) esetben volt érintett.

A genetikai és patologiai adatok osszefiiggése

Allélikus valtozasokat a 34 G1 daganat kozott 18 (53%), a 20 G2 kozott 13 (65%) és a 67
G3 kozott 56 (84%) esetben talaltunk. Habar az eltérések gyakorisdga a gradus értékével egyiitt
emelkedett, még G1 daganatokban is nagy gyakorisdggal fordult el6. Hasonloan, az 53 pTa papillaris
tumor kozott 31 (58%), a 25 pT1 kozott 17 (68%) és a 44 pT2-4 kozott 38 (86%) daganat mutatott
LOH-t a 11. kromoszoman. Ha csak a H19 és IGF2 géneknek megfeleld ,,imprinted” régiot vessziik
figyelembe, akkor G1 daganatok 44%-ban, G2 ¢és G3 egyarant 50%-ban mutatott eltérést ezen a
teriileten. A pTa stddiumt daganatok 28%-a, a pT1 52%-a és a pT2-4 47%-a mutatott LOH-t az
imprinted” régioban. Igy tehat nem tudunk Ssszefiiggést megallapitani sem a 11. kromoszéma, sem
annak valamely specifikus régioja kdzott.

A 17. kromoszoma allélikus valtozasai és a p5S3 gén mutacidja

crer

gradust tartalmazd) 120 hdlyagdaganatos mintdn vizsgaltuk. Az 55 pTa stadiumi daganat
legnagyobb része G1 gradust mutatott, €s csak 3 esetben diagnosztizaltunk G3-t. A 65 pT1 és pT2-4
daganatok egyike sem mutatott G1-t, és koziilik csak 4 bizonyult G2-nek; majdnem mindegyik G3
gradust mutatott. A 17p13.1 régidé p53 16kuszan 44 (37%) esetben taldltunk LOH-t. A LOH
eléfordulasanak gyakorisaga emelkedett az UC gradusanak értékével, éles kiilonbséggel a G1-2 és
G3 daganatok kozott (16%, 17% vs. 55%). Az allélvesztés gyakorisaga a 17p13.1 régidban hasonlo
volt az tn. nem izominvaziv (feliiletes) pTa (20%) és pT1 (18%) daganatokban, de emelkedett a pT2
(55%) és pT3-4 (69%) daganatokban.

A p53 gén 5-8 exonjaban 25 (21%) esetben talaltunk mutaciot. Az 5. exon szekvenciai 3
esetben, a 6. exoné 6, a 7. exoné 7, a 8. exoné 9 esetben valtoztak meg. A legtobb daganat missense
pontmutaciot tartalmazott. Egyetlen (pT1,G3) kivételtdl eltekintve mind a 25, p53 mutaciot
tartalmazo UC LOH-t is mutatott a 17p13.1 régidban. Az 55 pTa daganat koziil egyetlen sem
mutatott p53 mutaciot, mig a minimalisan invaziv pT1 daganatok 23%-a, az izominvaziv pT2 és
pT3-4 daganatok 36% ill. 37%-a tartalmazott mutaciét. A G1-2 daganatok egyike sem mutatott
eltérést a p53 gén 5-8. exonjaban. Az LOH ¢és p53 mutécid vizsgalatainak eredményeit 6sszefoglalva



megallapithatjuk, hogy a 17p13.1 régidban LOH ugyan kiilonbozd gyakorisaggal, de minden
stadiumban ¢és gradusban eléfordult. Ugyanakkor a p53 gén mutacioja kizardlag magas gradusu (G3)
UC-ban volt megtalalhatd (ideértve egy CIS esetét is). Az invaziv pT1-4 daganatokban eléforduld
nagyszamu p53 mutacidé megfelel annak a megfigyelésnek, hogy a G3 daganatok tulnyomo tobbségét
ezekben a stddiumokban diagnosztizaljuk.

A 9. kromoszoma allélikus valtozasai és a pS3 gén mutacioja

Tobben gy vélik, hogy a p53 gén delécios/mutacios inaktivacidja €és a 9. kromoszoéman
bekovetkezett LOH az UC kialakulasanak kiilonb6zd utvonalait (papillaris vs. szolid daganat) jelzik.
Huszonegy (p53 mutaciot mutato) esetben 39 16kusz LOH adatait vizsgaltuk. A 9. kromoszéman
LOH o6sszesen 19 (90%) esetben volt lathatd. A legtobb daganat a 9. kromoszdma teljes hosszaban
mutatott LOH-t. Csak a 9p karon 3 esetben lattunk LOH-t, melyek egyike kizarolag a CDKN2A/B
régioban mutatott homozigdta deléciot. Hairom daganat csak a 9q karon mutatott LOH-t, koziiliik két
esetben csak a 9q22 (PTCH) ¢és 9933 (DBC1) régiokban. A CDKN2A/B régi6 9 esetben mutatott
homozigoéta deléciot, mig a DAPKI1 és PTCH gének egy-egy esetben.

Allélikus valtozasok az UC genomjaban

A heidelbergi Molekular-Onkologiai Laboratériumban mar kordbban elvégezték
holyagdaganatos mintdk 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 18 ¢és 20. kromoszoémajanak
allelotipizalasat (minden kromoszoéman 3-5 l6kuszon), ill. a 2q és 8p régidk tovabbi lokuszai is
vizsgalatra keriiltek. Bulashevska és mtsi. Bayes halozat valoszinliségi kovetkeztetéseinek alapjan az
allélikus valtozasok progresszidjanak lehetséges utvonalait allitottak fel, melynek alapjan, az UC
patogenezisében elsddleges ¢s masodlagos eseményeket véleményeztek. A 9. kromoszéman
jelentkezd LOH-t elsddleges, mig a 8., 11. és 17. kromoszoméan bekdvetkez6 LOH-t masodlagos
genetikai valtozasnak talaltak. A 8., 9. és 11. kromoszoma nagy felbontasu mikroszatellita
vizsgalatanak eredményei a fent emlitett eredményekkel egyiitt keriiltek kiértékelésre. A korabbi és a
jelenlegi vizsgalatok eredményeit 0sszefoglalva azt talaltuk, hogy a 9. kromoszoéman bekdvetkezett
LOH (gyakran homozigota vesztés) hasonld gyakorisaggal jelenik meg G1, G2 és G3 daganatokban,
valamint a kiilonb6z6é stadiumokban is. A 2q, 5, 6, 8p 1lp, 17p és 18q kromoszomak valtozasai
gyakrabban lathatéak G2 és G3 daganatokban, azaz Osszefiiggést mutatnak az UC-k gradusaval.
Hasonloan, a 2q, 5, 6, 8p, 11p, 12q, 14q, 17p és 18q kromoszoéman megfigyelhetd LOH gyakrabban
fordul el6 T1-T4 daganatokban. A legtobb UC kiilonb6z6 kromoszomalis régiokban mutatott LOH-t.
Csupéan két esetben (egy Ta,G1 és egy Ta,G2) nem talaltunk eltérést egyik vizsgalt I6kuszon sem.

A mikroszatellita allelotipizalas klinikai alkalmazasa: recidiv UC kimutatasa vizeletmintabdl

Egy holyagdaganat kialakuldsaban szdmos kromoszomalis 10kusz lehet érintett. Ezért,
figyelembe véve, hogy 1. a vizeletbdl szarmazd DNS nagy fokban ,,szennyezett” normal DNS-sel, és
2. nem tudjuk, melyik kromoszomalis régiok érintettek (ha van egyaltalan érintett) a vizsgalt daganat
kialakulasaban, nem tudjuk a microszatellita allelotipizalast daganatok sztirésére felhasznalni.

Ugyanakkor, ha ismerjiik a primér daganatban bekovetkezett genetikai valtozasokat, a
rendszeres utdvizsgalatok soran lehetséges a vizeletiiledékbodl szdrmazd mintdkon ezen specifikus
genetikai elvaltozasok ellenérzése. Mar korabban, ill. sajat vizsgalatainkban is megallapitottuk, hogy
mind a szinkron, mind az aszinkron multiplex daganatok intravezikalis szérodassal, intravezikalis
metsztazisképzéssel alakulnak ki. Ez azt jelenti, hogy a multiplex és recidiv UC-k tilnyomo tobbsége
monoklonalis eredetli. Ha ismerjiik a primér daganat genetikai hibait, kereshetjilk ugyanazokat a
vizeletiiledékben is. Sajnos, a pTa,G1 daganatok gyakran csak néhany, esetenként ritka elvaltozast
tartalmaznak, ezért nehéz az ilyen daganatok genetikai elvaltozasainak felismerése, ill. a
vizeletiiledékben ezen elvaltozasok kimutatisa. Osszesen 36 beteg megfeleld vér-, vizelet- és
daganat-mintait dolgoztuk fel microszatellita vizsgalattal. Négy esetet kizartunk, mivel itt nem
talaltunk eltérést a vizsgdlt 13 lokuszon. A daganatos mintdkban LOH-t mutatd 32 beteg
vizeletiiledékét vizsgaltuk mikroszatellita vizsgalattal. Legalabb egy mikroszatellita markeren 25



esetben észleltiink allélikus valtozast, de 7 esetben az allelotipizalds nem mutatott eltérést a vizsgalt
lokuszokon. A pilot vizsgalat eredményeit Osszefoglalva, a pozitiv mikroszatellita markereket
tartalmazé primér daganatokat az esetek 78%-dban sikeriilt diagnosztizalni szimulélt, daganatot
tartalmazo vizeletiiledékbol.

Multiplex és szoliter UC-k array-CGH vizsgalata

A nagyfelbontasti array-CGH vizsgédlatnak szdmos elénye van a mikroszatellita
allelotipizalassal szemben. A vizsgéalatunkban felhasznalt array 60.000 lokuszon at enged bepillantast
a teljes tumor genomba. Ezen tilmenden az array-CGH nem csak a DNS-szekvencidk hianyat,
hanem duplikaciokat €s amplifikaciokat is képes azonositani. Ugyanakkor ez a technika nem tesz
kiilonbséget a sziiloi allélek kozott, és ezért nem is ad informdciét multiplex daganatok klonalis
novekedésérol. A vizsgalatainkban felhasznalt multiplex daganatok klonalis novekedését kordbban
Dr. Sigrun Langbein a Heidelbergi Egyetem Molekuldr-Onkologiai Laboratoriuméaban
mikroszatellita allelotipizalassal bizonyitotta.

A mikroszatellitdk megkiilonboztetik a sziiléi alléleket, ezért segitségiikkel
megallapithatjuk multiplex daganatok eredetét. Minden egyes, az array-CGH vizsgalatban
felhasznalt, multiplex daganat megfeleld kromoszoma régioi mikroszatellita vizsgalatra kertiltek.
Minden egyes, azonos betegtdl szarmazo tumor ugyanazon sziil6i allél hidnyat mutatta a kiilonb6z6
mintakban, igy igazolta a daganatok monoklonalis eredetét.

A multiplex daganatokban jelenlévé genetikai elvaltozasok kiértékelésével lehetoveé valik
a daganatok progresszidja soran lezajlo klonalis evolucio feltérképezése. A mindegyik daganatos
sejtben €s tumorban jelenlévd ,,primér” elvaltozasok, ill. egy vagy tobb metasztatikus szubklénban
megjelend ,,masodlagos” elvaltozasok alapjan a genetikus fejlédés fa-strukturdban lépésrdl-1épésre
felrajzolhato.

Multiplex és szoliter daganatok kozotti atfogé DNS kiilonbségek

Célunk az volt, hogy olyan genetikai valtozasokat mutassunk ki, melyek jellemzdéen
multiplex vagy jellemzden szoliter daganatokban fordulnak eld. Az array-CGH vizsgélatok
eredményei alapjan 2q, 8p és 18p kromoszomavesztés szoliter UC-re jellemzd, mig multiplex UC-k
esetében a jellemz6 tendencia: ugyanezen régiok kopiaszamanak ndvekedése.

A 3p, 5p karok képianyerése ezzel szemben multiplex tumorokban volt jellemzd, mig
szoliter daganatokban inkabb ezen régidok elvesztése lathatd. A vizsgalat egyik legfontosabb
felismerése, hogy a multiplex daganatokban gyakori a 9q, 10q, 11q, 18q ¢és 21q kromoszdéma
elvesztése. Erdekes, hogy szoliter daganatok gyenge tendenciat mutattak ugyanezen teriiletek
masolati szaméanak novekedésére,; tovabbd, szoliter daganatokban az X kromoszoma madsolati
szamanak novekedését is megtalaltuk. Tobb multiplex daganat esetében csak a 9. kromoszoma
hosszu karja deletalodott, mig a révid kar masolati szdm valtozasa nélkiil megtartott maradt.

A rovid szekvenciak kopiaszam-vesztése jellemzoen multiplex UC-ban jelenik meg

Az 56 esetben dsszesen 80 rovid homozigodta allélvesztést talaltunk a 9p 10q, 11q, 18q és
21q kromoszomakon. Egyetlen szoliter UC sem mutatott homozigéta allélvesztést a 9p région kiviil.
A 32 multiplex daganat koziil 28 esetben lattunk homozigota allélvesztést a 9p karon, mig a 24
szoliter daganat koziil csak 5 mutatott hasonl6 eltérést. A PTPRD gént tartalmazd 9p24.1-23 régio
2 Mb szekvencidja 6 multiplex és egy szoliter daganatban hianyzott. Nyolc multiplex UC-ban
talaltunk egy 1.54 Mb méretli, legkisebb atfedé régiot a C9orf93, BNC2 és CNTLN géneket
tartalmazé 9p22.3-22.2 teriileten. A leggyakrabban a MTAP, CDKN2A ¢és CDKN2B géneket
tartalmazo 9p21.3 régid 0.417 Mb szakaszanak homozigota elvesztése jelentkezett, ez 13 multiplex,
¢s négy szoliter UC-ban fordult eld.
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kivétellel mind a 14 esetben a 10923.1 és 10q25.1 teriiletek kozotti hosszu heterozigdta delécio volt



lathat6. Ez tartalmazta az NRG3, PTEN és SORCS1 géneket is érintd rovid szakaszok homozigota
deléciojat is. Homozigoéta deléciot lattunk 8 multiplex UC esetében a 11g23.3 kromoszoman, egy 65
gént tartalmazo 6.7 Mb méretli legkisebb atfedd régioban. A DSC1-3, DSG1-4 géneket tartalmazo
18q12.1 régi6 homozigdta vesztését 7 daganatban azonositottuk. Végiil, a AM2, CLDNS8 és CLDN17
géneket tartalmazod 21q21.3-22.11 régio 5.64 Mb szakaszanak elvesztést, valamint a CLDN14, ERG,
ETS és UMODLI géneket tartalmazo6 21q22.13-22.3 régio 7.5 Mb szakaszénak elvesztése egyenként
hét-hét daganatban volt lathato.

Kizardlag G3 daganatokban eldfordulo amplifikdaciok

Osszesen 32 amplifikalt régiot talltunk magas malignitasi daganatokban. A vizsgalt 11
szoliter G3 daganatb6l nyolc esetben legalabb egy kromoszéma régi6 DNS szekvencidk
emelkedett. Ide tartozik (masok mellett) az E2F2, E2F3, CCND1, FGF19, L3MBTL ¢és YWHAB
gén, melyekrdl ismert, hogy UC-ban gyakran amplifikaltak. Amplifikacio — a stadiumtol fliggetlentil
— csak G3 daganatokban fordult eld. Erdekes, hogy az 5. betegté] szarmazo nyolc szinkron multiplex
pT2, G3 daganat nem mutatott amplifikacidt, hanem a 9p22.3, 10g25.1 és 18ql12.1 kromoszéma
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MEGBESZELES

A 9. kromoszoma megvaltozasa valésziniileg az elsé genetikai esemény a papillaris és szolid
UC-k kialakulasaban

Az elvégzett részletes allelotipizalas sordn a 9p24.1, 9p22.3 és 9q21.32 régidkban harom
uj feltételezett tumor-gén lokuszt taldltunk. Ezzel UC-ban, a 9. kromoszéman felismert rovid
deléciok szama hétre emelkedett. A tumorok 88%-aban fordultak eld egy vagy tobb régidt érintd
allélikus valtozasok ezeken a teriileteken (PTPRD, BCN2, CDKN2A/B, DAPK1, PTCH, DBCI1 ¢és
TSC1). Valészinii, hogy a 9. kromoszoma megvaltozasa kozponti szerepet jatszik az UC
kialakulasaban. Korabban felmeriilt, hogy a 9p karon talalt LOH és a betegség klinikai kimenetele
Osszefiigg. Masok a 9. kromoszéma eltéréseit masodlagosnak tartottdk. Mi a 9. kromoszoéma
genetikai eltéréseit az UC kialakulas indité eseményének tartjuk. Ezt a hipotézist tdAmogatja az a
megfigyelésiink is, hogy az UC-k minden stddiumaban ¢és gradusaban LOH kdzel azonos
gyakorisaggal fordul el6 ebben a hét régidoban. Az eltérések egyike sem mutatott Osszefiiggést a TNM
klasszifikacidval.

A sejtciklust szabalyozo CDKN2A (pl6 és pld4?®") és CDKN2B (pl5) tumor
szuppresszor géneket, mint a 9p kromoszéma delécidinak célpontjait, ,,mapping” vizsgalatokkal mar
korabban igazoltak. Az UC-k 30-60%-ban leirtdk a p16 génen promoter metildcié miatt bekdvetkezd
némitast (silencig-et). A heterozigota alléldelécio6 ¢és a masik allélen bekdvetkezd
mutacié/hipermetilacié a gén inaktivacidjadhoz vezet. A pl6 protein expresszidjanak hidnya a
sejtciklust szabalyoz6 funkcid elvesztését, és kovetkezményes tumorsejt proliferaciot okoz.

Eltekintve a CDKN2A/B 16kusztol, két rovid LOH régidt talaltunk a 9p karon. Ezek
egyike a 9p24.1 teriileten a receptor protein tirozin foszfataz delta (PTPRD) gént tartalmazza. A
vizsgalatainkban azonositott, csak a PTPRD szekvenciajat tartalmazo, legkisebb atfedé delécio, arra
utal, hogy ez gén UC-ban is tumor szupresszor funkcioval birhat. A szelektiv LOH egy masik, uj
lokuszat a 9p22.3 régioban talaltuk meg. Ez a teriilet tartalmazza a DNS-k6t6 cinkujj-proteint kodolod
BNC2 gént. A BNC2 lokusz homozigota elvesztése nyelOcsOérakban lathatd. Oesophagus
sejtvonalakban a stabil BNC2 expresszid a novekedés leallitasahoz vezetett.

Az UC genetikéjaban ill. a magas recidivarizikoban mar régdta szerepet tulajdonitanak a
9q régiok elvesztésének. A PTCH gén delécidja vagy csokkent expresszioja ¢és a DBCI1 gén
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feltételezhetd. A TSC1 gén mutacidja az UC-k 10%-ban lathatd. Mivel ez mas tipust daganatokban



nem jellemzd, feltételezhetd, hogy a TSC1 mutacios vagy delécios inaktivaldsa szerepet jatszik az
UC kialakulasaban. Vizsgalatunkban a DAPK1 gén szekvencidin jelentkez0 LOH Osszefiiggést
mutatott a multifokalis novekedéssel és az intravezikalis recidivaval. Promoter metildcié miatt
hianyzik a DAPK1 expresszi6 az UC-k 29-88%-ban, valamint mas daganatokban is. Még fontosabb,
hogy a DAPK1 gén metilacioja szignifikdns Osszefliggést mutat a révid idon belill jelentkezd és
nagyon gyakori recidivakkal. A DAPK1 az IFNA indukalt apoptdzis pozitiv mediatora, €s az is
bizonyitott, hogy szerepet jatszik a p53-fiiggd apoptodzis Utvonalon. A DAPK1 metilacié és LOH
Osszefiiggése a recidivaval arra utal, hogy a DAPKI1 gén a 9q deléciok egyik f6 célpontja. Az
azonban még nem tisztdzott, hogy a DAPKI1 milyen médon felelés az intravezikalis terjedés
gyakorisagaért.

A 8p Kkar elvaltozasai osszefiiggést mutatnak az UC stadiumaval és gradusaval

Vizsgalatainkkal 6sszefliggést talaltunk a 8p kromoszoma allélikus elvaltozésai és az UC
stadiuma/gradusa kozott, valamint kimutattunk egy toréspont régiot a 8pl2-pl1.2 teriileten.
Nemrégiben Veltman és mtsai. UC-ban azonositottak egy rendszeresen megfigyelhetd toréspontot a
8pl12 régid6 9Mb hosszu teriiletén. Feltételezésiik szerint az egyik toréspont egy hosszu, 2.3 Mb
méretii teriileten az NRG1 kozelében, mig egy masik az FGFR1 kozelében helyezkedik el. Adelaide
¢€s mtsai. szintén talaltak egy 1.1 Mb hosszu teriileten elnyulé toréspont régidét az NRG1 gén teriiletén
emld és pancreas sejtvonalakban. A két exon kdzott néhdny esetben egy kiilondsen hosszl (900 kb)
intron helyezkedett el. UC-ban és emlddagantban e régié nagyfokt amplifikacioja figyelhetd meg.
Az amplifikalt régioban taldlhatéak az FGFR1, SFRPI és TACCI feltételezett tumorgének, mig az
amplikon csak ritkén tartalmazza az NRG1 gént. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a 8p11.2-12 régio
instabil DNS szekvencidkat tartalmaz, melyeken gyakran tobb gént érintd transzlokacid, delécid vagy
amplifikécio kovetkezik be. Vizsgalatunkban leggyakrabban az NRG1 géntdl proximalisan talaltunk
torést, mely a gén egyik alléljének elvesztését okozta.
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megfeleld lokuszon latott allélikus valtozdsoktdl. Adalaide és mtsai. azt is igazoltdk, hogy
emlddaganatban az NRG1 izoformok expresszids mintdja fiiggetlen a genetikai valtozasoktol. Ez
arra utal, hogy az NRG1 egyetlen alléljét érintd toréseknek nincs transzkripcios kdvetkezménye. Az
NRGI1 a sejt-sejt jelatviteli neuregulinok tagja, melyek az ERBB csaladba tartozo tirozin-kindz
receptorok ligandjai. Az NRGI1 kiilonboz6 izoformjai fliggvényében kovetkezik be a proliferacio
stimulacigja vagy felfliggesztése, apoptdzis, migracid, differenciacid és adhézid kiilonbozo sejt- és
daganattipusokban. Az NRG1 szerepét UC-ban ugyanakkor még nem allapitottak meg.

A Wnt jelatviteli utvonal szerepét tobb daganatban — koztiik UC-ban is — feltételezik. Az
elvalasztott frizzle-related fehérjék (sFRPs) a Wnt receptorok frizzled csalddjanak cystein gazdag
domain-jahoz hasonlé N-termindlis domain-t tartalmaznak. A Wnt koté frizzled receptorok
kompetitiv antagonistdi, a Wnt jelatvitel modulatoraiként hatnak. Az SFRP1 hidnya ezért a Wnt
jelatviteli at fokozott miikodéséhez vezethet, €és igy fokozodhat a sejtproliferacid. Ugolini és mtsai.
invaziv ductalis emlédaganatokban irtak le jelentdsen csokkent, vagy hianyzé SFRP1 transzkripciot,
de nem talaltak Gsszefiiggést az SFRP1 expresszidja €s a tumor gradusa kozott. Mas vizsgalatok az
SFRP1 upregulacioja és az apoptdzis kozott vetették fel Osszefiiggés lehetéségét. Ujabban ugy
tartjak, hogy az SFRP1 funkcidvesztése invaziv UC-ban a rovid talélés fiiggetlen indikatora.
utal, hogy ebben a daganatban az SFRP1 funkci6janak csokkenése vagy elvesztése inkabb a daganat
fejlédésére (proliferacio), mint a progresszidjara (invaziv ndvekedés) van hatassal.

A legtobb tumor-gén inaktivacidjaban az egyik allél elvesztése €s a masik allél mutacios
vagy metilacios elnémitasa, ,kikapcsolasa” (silencing) jatszik szerepet. Ujabban a
haploinszufticiencia jelenségét is a gén inaktivacid egy lehetséges utjanak tartjak. Az SFRP1 gén
vizsgalata sordn kapott LOH, metilacidos és expresszidos eredményeink sokkal Osszetettebb
mechanizmusra engednek kovetkeztetni. Pl. az SFRP1 gén teljesen ,,elnémul” UC-ban egy allél
elvesztése €s a masik allél metilacidja soran; ill. diszpladzidban allélikus valtozasok nélkiil is,



kizarolag metilacioval. Néhany esetben ugyanakkor nem tudtunk kiilonbséget kimutatni tumor és
normal szovet kozott (sem a metilacios allapotban, sem az allélikus valtozasokban), az SFRP1 mégis
downregulalt volt. Az SFRP1 deléciés/mutaciés inaktivaldsat masok mar korabban kizartdk. Ugy
tlnik tehat, hogy UC-ban az ismert genetikai (allélvesztés, haploinsufficiencia) €s epigenetikai
(metilécio) valtozasok mellett mas mechanizmusok is szerepet jatszanak az SFRP1 gén
elnémitasaban.

A 11p kromoszoma valtozasai nem mutatnak osszefiiggést az UC progresszidjaval

A 11. kromoszéma allelotipizalasa soran az 11p15.5 ,,imprinted” kromoszéma régidban
gyakran talaltunk LOH-t. Ebben a régidoban 12 gén ismert, kozottiik a H19 és IGF2 gének. Az IGF2
(insuline-like growth factor 2), mely kizarolag az apai allélrol fejezddik ki, a novekedési faktorok
inzulin csaladjéba tartozik. Az IGF2 nem expresszalodik normal sejtekben, de kifejezett expressziot
mutat UC-ban, valdsziniileg az elveszett ,,imprinting” miatt. A H19 egy masik tn. ,,imprinted” gén,
nem kodolé RNS-t expresszal az anyai allélrdl. Ez csak normal urothelidlis sejtekben fejezddik ki,
UC-ban nem. Az IGF2 és H19 epigenetikai valtozasai Wilms’ tumorral és Beckwith-Wiedemann
szindromaval tarsulnak. E régio elvaltozasai rhabdomyosarcoma, mellékvesekéreg daganat, tiido,
ovarium ¢és emlddaganat esetén lathatdak. Az IGF2 ,imprinting” vesztése prosztata €és mas
daganatokban is szerepet jatszhat.

Allélikus imbalance figyelheté meg a 11pl5.5 régioban is. Ez a teriilet tartalmazza a
RHOG, STIM1, RRMI1 ¢és TRIM21 géneket. Normal urothelialis sejtekben, az RRM1 (ribonucleotid
reductase M1) kivételével ezek a gének nem expresszalodnak. A harmadik régid, melyben LOH-t
talaltunk, tartalmazza a SSRP1, PRG3, CTNNDI1 és FAM11A géneket. A CTNND1 gén delécioja és
amplifikacigja is megfigyelhetd volt egyes esetekben. Vizsgalatunkban a CTNNDI gén

fehérjecsalad egy tagjat kodolja, mely a sejtadhézioban és a jelatvitelben jatszik szerepet.

Vizsgalataink (és mas vizsgalatok) tovabbra sem tisztaztak, hogy a 11. kromoszoma mely
génjei jatszhatnak szerepet az UC kialakuldsdban és progresszidjaban. Nincs Osszefliggés a 11.
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Osszefiiggést mutattunk ki az allélikus valtozasok és a gradus kozott.

A p53 gén mutacioja a magas gradusu daganatokkal mutat osszefiiggést

A p53 gén 5-8. exonjaban 21%-ban taldltunk mutdcidt az egymas utdn operalt
daganatokban. Habar a p53 gén teriiletén LOH minden stadiumban ¢és gradusban eléfordult, p53 gén
mutaciot kizdrolag magas gradusu, invaziv daganatokban talaltunk. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy a 17pl3 régid allélikus valtozasa csupan egy Iépés az UC agressziv novekedése ¢€s
proliferacidja felé. Nem csupan CIS-ben, szolid novekedést mutatdo pT1,G3 és pT2-4 UC-ban
talaltunk p53 mutaciot, de papillaris novekedést mutatdé pT1,G3 daganatokban is. Ez arra utal, hogy a
P53 mutacié nem csupan a kialakulds utvonalaval 6sszefiiggd genetikai valtozas, hanem a daganatok
magas malignitasaért is felelds. A p53 mutaciot mutatd eseteknél nagyon gyakran (90%) talaltunk a
9. kromoszdéma egy vagy tobb 16kuszdn LOH-t, és a homozigota vesztést a CDKN2A/B, DAPK1 és
PTCH gének teriiletén. Tehat mind papillaris, mind szoliter novekedést mutaté invaziv UC-k
esetében egylittesen talaltunk a 9. kromoszéma LOH-t és p53 mutaciot.

Az UC kialakulasanak feltételezett, egyszerii utvonala

Vizsgalataink és irodalmi adatok alapjan alakitottuk ki az UC kifejlédésének genetikai
modelljét. Az UC kialakuldsa soran a legelsd genetikai valtozas a 9. kromoszéma monoszoémiaja
vagy uniparentalis isodisomiaja; vagy a PTPRD, BNC2, CDKN2A/B, DAPK1, PTCH, DBCI ¢és
TSC1 géneket tartalmazo kiilonb6z6é 9. kromoszéma régidkban bekdvetkezé LOH. A PTPRD hemi-
vagy homozigota delécidja és mutacidja kiillonbozo tipustt daganatokban fordul eld. Ha PTPRD
expresszidja helyreall a tumorsejtekben, akkor a ndvekedés szupresszidja és apoptozis kovetkezik be.
A BNC2 ¢és CDKN2A/B inaktivacioja novekedési elonyhoz vezet. A DAPK1 expressziojanak hianya



(promoter metilaci6 miatt) az UC-k 29-88%-dban kovetkezik be. A DAPKI az IFNA medialt
apoptozis medidtora, €s bebizonyosodott, hogy a DAPKI1 a p53-fliggd apoptdzis utvonalon is
szerepel. A PTCH delécioja és csokkent expresszidja, ill. a DBC1 homozigdta delécidja vagy
TSC1 gén mutacidja. Mivel ez mas daganatokban nem jellemzd, ezért feltételezziik, hogy a TSC1
mutacios vagy delécids inaktivalasa szerepet jatszik az UC kialakulasaban. Igy tehat legalabb hét,
kiilonboz6 sejtfunkciok kontrolljaért (mint pl. proliferacio és apoptdzis) felelds gén inaktivalodhat a
9. kromoszéman hemi- vagy homozigdta delécioval, mutacidoval és metilacioval. Nagyon valdszinii,
hiperplazidhoz vagy diszplaziahoz, ¢és meghatarozzak az UC kifejléddésének kovetkezd
molekularpatologiai eseményeit.

Urothelialis hiperplaziaban és diszplaziban gyakran fordul el6 LOH a 9. kromoszoman.
Ez a megfigyelés is valosziniisiti a 9. kromoszéma kulcsszerepét preneoplastikus és neoplasztikus
sejtproliferacioban. Ha az ilyen sejtekben az FGRFR3 gén aktivdlo mutacidja kovetkezik be,
papillaris pTa,G1 UC alakul ki. Ezek a daganatok, mint szoliter vagy multiplex pTa,G1 UC-k, tobb
alkalommal recidivalhatnak. Ugyanakkor néhany esetben G1 — G2-3 atalakulés kovetkezik be, nagy
valoszinliséggel p53 mutéacid utan. Ritka esetben a p53 inaktivacido mar a papillaris tumor nagyon
korai stddiumaban bekovetkezik, és primér papillaris pTa,G3 UC alakul ki. Néhany pTa,G3 papillaris
UC mar a felismerés el6tt invazivva valhat, ezek a tumorok mind FGFR3 ¢€s p53 mutéciot, mind a 9.
kromoszoma LOH-t mutatnak.

Ha a 9. kromoszéma eltérést tartalmazd hiperplasztikus vagy diszplasztikus sejtekben
p53 mutéacid kovetkezik be, (vagy kornyezeti karcinogenezis miatt mar pS3 mutdciot hordoznak),
citologiailag "vad", aneuploid csoportként novekedni kezdenek (pl. CIS). A legéletképesebb sejtklon
szelektalodasaval invaziv, pT1,G3 UC alakulhat ki. Ezek a tumorok csak 9. kromoszéma LOH-t és
p53 mutaciot hordoznak, de nem mutatnak FGFR3 mutaciot. {gy tehat a pT1,G3 UC-k a két
kiilonb6z6 utvonal keresztezddésében helyezkednek el, és idével izominvaziv tumor irdnyaba
fejléddnek.

Szamos mas, kiillonb6z6 kromoszomarégiokat és géneket érintd genetikai eltérés szerepel
az UC genetikajaban, ezek legtobbje késoi stadiumban figyelhetd meg. Ezek a gének befolyasoljak a
differenciaciot, morfologiat és a ndovekedési kapacitast; invaziv ndvekedést indithatnak, vagy egyéb
biologiai ¢és morfologiai jellemzdket hatdrozhatnak meg. Ugyanakkor ezek a valtozasok
masodlagosak a 9. kromoszoma eltérései utdn. Kordbban Bulashevska és mtsi. Bayes halozat
valdszinliségi kovetkeztetéseinek alapjan feltételezték, hogy az UC patogenezisének elsé eseménye a
9. kromoszoman bekovetkezé LOH.

Goebell és Knowles vetette fel, hogy az FGFR3 mutacidja alacsony gradusu papillaris
UC-t jeldl; mig a TP53 mutacioja €és/vagy delécidja a CIS, pT1, izominvaziv karcindma utvonalat
jelenti. Ha elfogadjuk ezt a hipotézist, akkor az FGFR3 és p53 mutdciok a pTa,Gl és CIS
kolcsondsen kizard mintait jeldlik, mig a pT1,G3 (és pT2-4) UC mind p53 és FGFR3 mutaciot is
tartalmaznak. Ezzel szemben FGFR3 ¢és p53 mutdciok csak a pT1,G3 daganatok 9%-ban
jelentkeztek. Ez azt mutatja, hogy az FGFR3 mutaciot hordozé papillaris UC-k invaziv irdnyba
progredidlnak, ha p53 mutacio kovetkezik be. Jelen vizsgéalatban 9 papillaris, pT1,G3 UC mutatott
p53 mutaciot és LOH-t. Az invaziv G3 UC-ban gyakran egyiitt megjelend p53 mutéacido €s 9.
kromoszoéma eltérések arra utalnak, hogy a 9. kromoszoma LOH szolid ndvekedést mutatd
daganatokban is gyakran megjelenik.

A mikroszatellita vizsgalat csak korlatozasokkal alkalmas a betegség monitorizalasara

Szamos klinikai vizsgalat javasolta vizeletiiledék mikroszatellita vizsgéalatat UC
kimutatasdra €s kovetésére, ugyanakkor ennek a technikdnak még sincs helye a mindennapi
diagnosztikdban. Habar a bemutatott pilot-vizsgélat szenzitivitisa meghaladja a citologiaét, nem éri
el a gold-standard cisztoszkopia 93%-o0s szenzitivitdsat. Egyrészt olyasmit kell keressiink, ami



elveszett, masrészt a vizeletilledéket normal DNS szennyezheti, igy a szigndlcsokkenés nem
azonosithatd egyértelmiien. Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az el6rehaladott tumor tobb
genetikai hibat tartalmaz, mind kvantitativ (deléci6, amplifikacid), mind kvalitativ (mutacié) modon.
Az alacsonyabb stddiumu daganatok észlelése nehezebb, mivel az azonosithaté genetikai eltérések
alacsonyabb szamban fordulnak eld, vagy hianyoznak.

A multiplex urothelialis daganatokkal 6sszefiiggé homozigota vesztések

A nagyfelbontast array-CGH vizsgalat feltart majdnem minden DNS valtozast, melyrdl
ugy tartjuk, hogy szerepet jatszik az UC kialakuldsdban és progresszidjaban. a 2q, 8p és 18p
régiokban bekdvetkezd kopiaszdm vesztések, melyek elsdésorban a progresszidoval mutatnak
Osszefliggést, elsdsorban szoliter daganatokban fordultak eld. Multiplex daganatokban a 9q, 10q,
I1g, 18q ¢és 21q régidokban jelentkezett nagy gyakorisaggal képiaszam vesztés, valamint
ugyanezekben a régidokban gyakran figyeltik meg a rovid genom-szekvencidk homozigbta
allélvesztését.. Ennek alapjan feltételezziik, hogy ezek a gének az intravezikalis terjedéssel fliggenek
Ossze.

Erdekes felismerés volt, hogy multiplex daganatokban nagyon gyakori a heterozigta
vesztés a 9q kromoszoéman. A 9q kar hidnyat mar kordbban 9sszekototték a magas recidiva-rizikoval.
A PTCH (9922.32) delécioja és csokkent expresszioja, valamint a DBCI (9q33.1) homozigoéta
A TSC1 (9934.2) gén mutacidja az esetek kb. 10%-ban jelentkezik, igy valdszinli, hogy a TSCI is
felelos az UC kialakulaséért.

Ugyanakkor még nem tisztazott, hogy ezen gének funkcidvesztése hogyan okozhat
intravezikalis terjedést. Ujabb vizsgalatok igazoltak, hogy a DAPK1 (9q21.33) promoter metilaciéja
szignifikans 6sszefiiggést mutat a rovid idon beliil, és nagyobb ardnyban jelentkez6 recidivaval. Nem
talaltunk ugyan olyan révid deléciot, mely kizardlag a DAPKI1 gént érintette volna, de a 9q
kromoszomaval egyiitt a gén egyik all¢lje deletalt volt multiplex daganatokban. Ez arra utal, hogy a
DAPKI1 gén lehet a 9q deléciok f6 célpontja, kiillondsen multiplex daganatokban.

A rovid szekvencidk homozigéta delécidit és amplifikacioit részletesen elemeztiik, hogy
az UC egyik vagy masik csoportjadval asszocidlt gének lokuszait megtalaljuk. Egy 417 kb hossz
atfedd homozigéta delécido a 9p21.3 teriileten (mely a CDKN2A/B géneket is tartalmazza) mind
szoliter, mind multiplex UC-ban jelentkezett. A CDKN2A (pl6 és pl4**) és CDKN2B (pl5)
sejtciklus regulator, tumor-szupresszor géneket a 9p kar delécios célpontjaiként azonositottak,
szerepiiket az UC genetik4jaban mar korabban targyaltuk.

Vizsgalatainkban a 9p kromoszoman — a CDKN2A/B région kiviil — két, nem szintenikus
homozigota vesztést lattunk. Egyet a 9p24.1-23 régidoban, mely a PTPRD (receptor protein tirozin
foszfataz delta) gént tartalmazza. A PTPRD gyakran deletalt, mutalt vagy metilalt glioblastoma
multiforméban, neuroblastomaban ¢és tiidédaganatban. A PTPRD gént érintd legkisebb atfedd
homozigéta delécid (biallélikus inaktivacio) arra utal, hogy ez a gén UC-ban is tumor szupresszor
funkcidval bir. Egy masik 0 célrégiot azonositottunk a 9p22.3-p22 teriileten, ahol a C9orf03, BNC2
és CNTLN gének helyezkednek el. Ujabban egy 1j, ovarium daganatra hajlamosité 16kuszt talaltak a
9p22 régidban a BNC2 génnél. A BNC2 egy DNS-kotd cinkujj fehérjét kodol, mely kifejezett
expressziot mutat normal ovariumban és herében. A BNC2 gén homozigdta elvesztése lathatd
nyeldcsérakban, és a BNC2 stabil expresszidja a novekedés megallasat okozta nyeldcsérak
sejtvonalon.

Vizsgalatunk legfontosabb megfigyelése volt a 9p région kiviil elhelyezkedd rovid
homozigbta vesztések ¢s a multiplex UC-k Osszefiiggése. Kizarolag multiplex UC-ban észleltiik a
10q, 11q, 18q ¢és 21. kromoszoémakon eléfordulé gyakori homozigéta vesztéseket. Ez arra utal, hogy
ezek a terliletek olyan géneket tartalmaznak, melyek szerepet jatszanak a tumorsejtek intravezikalis
szorodasaban. Az ilyen gének biallélikus inaktivacidja a daganatsejtek levalasahoz és mas
holyagteriileteken valdé megtapadasahoz (homing) vezethet. Példaul a 18ql12.1 teriilet homozigota



allélvesztése sordn a cadherin (sejtadhézidés molekula) szupercsaladba tartozé DSC (desmocollin) és
DSG (desmoglein) gének elvesznek. A DSC2 és DSG2 normal urothéliumban éppugy kifejezddik,
mint UC-ban. Multiplex UC-ban a DSC2 és DSG2 gének elvesztése a sejtadhézid megsziinését
okozhatja, és a sejtek mas teriileteken vald6 megtapaddsdhoz vezethet. Hasonloan a 21q kar két
proteinek kovetkezményes hidnya, (melyek az un. ,tight junction” alkotdelemei), intravezikalis
metasztazisok kialakuldsahoz vezethet.

crer

Néhany ilyet, E2F3, CCNDI, ORAOV1, YWHAB ¢és SDC4, mar korabban leirtak kiilonboz6
vizsgéalatokban. A mi vizsgéalatunkban ilyen amplifikacidk kizardlag magas malignitdsa, G3
daganatokban fordultak eld. Habar Nord és mtsai. "magas gradusu és recidiv daganatokban a fokalis
belevettek vizsgalatukba. Az altalunk bemutatott adatok arra utalnak, hogy ezek az amplifikéaciok
altaldban a magas gradussal, mig a homozigdta deléciok a multiplicitassal (szinkron/aszinkron)
mutatnak Osszefliggést.

Tobb klinikopatologiai faktort javasoltak recidiva és progresszio predikciojara "feliiletes"
(pTa és pT1) daganatokban: gradus, multifokalités, korai recidiva, egyiittes CIS vagy tumorméret; de
csak kevés genetikai elvaltozasnal sikeriilt Osszefliggést kimutatni szinkron/aszinkron multiplex
daganatokkal. Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a sejtes adhézioért felelds génék biallélikus
inaktivacidja (homozigdta delécid) elsdsorban multiplex daganatokban fordul el6, igy ez a
daganatsejtek intravezikalis szorodasaért felelds lehet.

KOVETKEZTETESEK

1. A 8p kromoszoéma allelotipizaldsa sordn a CSMDI1 és NRGI1 géneket érintd rovid
intersticialis delécidkat azonositottunk. Ezek a valtozdsok a progresszioval (azaz a daganatok
stadiumaval és gradusaval) 6sszefliggést mutattak.

2. A 9. kromoszdéma nagy felbontasu allelotipizalasa (a mar ismert CDKN2A/B, PTCH,
DBC1 és TSC1 gének genetikai elvaltozasai mellett) harom 0j génlokusz azonositdsdhoz vezetett:
PTPRD, BNC2 valamint DAPK1 gén l6kuszok. Ezek a genetikai elvaltozasok azonos gyakorisaggal
fordultak el6 minden stadiumban és gradusban, valamint szolid és papillaris novekedés esetén is. Ez
a jelenség az eltérések igen magas gyakorisagaval (88%) egyiitt azt mutatja, hogy a hét gén koziil
legalabb egy az UC elsddleges genetikai elvaltozasai kozé tartozik.

3. A llpl5 régio ,,imprinted” teriiletén kiilonb6zo genetikai valtozasokat figyeltiink meg.
Mivel nem tudtunk Osszefliggést kimutatni sem a stddiummal sem a gradussal, ezért ezen
elvaltozasok biologiai hatdsat illetden nem tudtunk kovetkeztetéseket levonni.

4. A 17p13 teriilet elvesztése a p53 gén egyik allélének elvesztésével egyiitt az UC
barmely stddiumaban és gradusdban eléfordulhat, de pS3 mutaciok kizardlag magas malignitasa, G3
daganatokban fordultak eld.

5. A dolgozatban bemutatott eredmények ¢és irodalmi adatok alapjan mind a szolid
(diszplazia, CIS, invaziv UC), mind a papillaris novekedést mutatd (pTa, recidivak ill. invaziv
novekedés lehetéségével) daganatok kialakuldsanak egy egyszert, egységes utvonalat rajzoltuk fel.

6. A multiplex és recidivald urothelidlis daganatok — gradustdl és stadiumtol fiiggetlentil
— képiaszamvesztést mutattak a 9q, 10q, 11q, 18q és 21q kromoszémakon, ennek kovetkeztében a
sejtadhézidoban szerepet jatszo gének homozigdta elvesztése is megfigyelhetd volt. A szoliter
daganatok elsésorban a 2q, 8p és 18p kromoszémakon mutattak kopiaszdm vesztést, ill. szoliter
daganatokra a kiilonb6z6 kromoszémakon bekdvetkezd génamplifikaciot talaltuk jellemzdnek.

7. Ha ismerjiik a primér daganat genetikai profiljat, akkor korlatozottan ugyan, de a
vizelet tiledék mikroszatellita vizsgélata alkalmazhato a recidivalod daganatok kimutatdsara.
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