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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

APS siarczan amonu

CHAPS siarczan 3-[(3-chloroamidopropylo)dimetyloamono]-

-1- propanu
EF-2 czynnik elongacyjny 2
ELISA test immunoenzymatyczny
G stopien ztosliwosci histologicznej nowotworu
hTEP1 ludzkie biatko zwigzane z telomerazg 1

hTERT ludzka biatkowa sktadowa telomerazy o aktywnosci
odwrotnej transkrypatazy

hTR ludzka rybonukleinowa sktadowa telomerazy
MAPK kinaza aktywowana przez mitoze

PBS bufor fosforanowy

PCR reakcja tancuchowa polimerazy

PKB/Akt kinaza biatkowa B

PKCa kinaza biatkowa C, izoforma o
PPly, fosfataza biatkowa 1, izoforma y1
PP2A fosfataza bialek 2A

PP2Aca izoforma o podjednostki katalitycznej fosfatazy biatek 2A
POT1 biatko telomeréw 1

PR65 podjednostka strukturalna PP2A

RF1 translacyjny czynnik uwalniajacy

TBE bufor boranowy

TCC przejsciowonabtonkowy rak pecherza moczowego

TEMED N,N,N’,N’-tetrametyloetylodiamina
TIF2a podjednostka a czynnika inicjacyjnego translacji 2

TIF2 podjednostka B czynnika inicjacyjnego translacji 2



TIN2
TMB
TNM
TP1
TRAP
TRF1
TRF2
SDS

biatko wchodzace w interakcj¢ z czynnikiem TRF1
3,3°,5,5 -tetrametylobenzydyna

stopien zaawansowania klinicznego nowotworu
biatko zwiazane z telomerami 1

reakcja powielania powtdrzen telomerowych

biatko wiazace si¢ z powtorzeniami telomerowymi 1
biatko wiazace si¢ z powtorzeniami telomerowymi 2

dodecylosiarczan sodu



2. STRESZCZENIE

Pierwszym celem rozprawy doktorskiej byta ocena relacji pomigdzy
poziomem katalitycznej podjednostki fosfatazy biatek typu PP2A w
przejsciowonablonkowym raku pecherza moczowego a stopniem
zaawansowania nowotworu. Fosfataza biatek typu 2A jest enzymem
zaangazowanym w szereg procesoéw komorkowych, od regulacji replikacji
po regulacje metabolizmu, przez rearanzacje cytoszkieletu 1 morfogeneze,
co sugeruje ze aktywno$¢ PP2A moze ulega¢ zmianie w komorkach
nowotworowych. Jest to enzym ztozony 2z wielu podjednostek
wystepujacych w wielu izoformach 1 kombinacjach. Kazdy typ powstatego
holoenzymu ma charakterystyczny poziom aktywnosci, specyficzno$¢
substratowa oraz jest w rdézny sposob regulowany. Zalozylam, ze
podstawowym parametrem bedzie oceniany z wykorzystaniem metody
Western-blotting poziom dominujacej ilosciowo podjednostki katalitycznej
PP2Aca. Stwierdzitam, ze poziom PP2Aca w raku pecherza moczowego
ulegt obnizeniu u 30% pacjentow (w stosunku do kontroli). Poziom ten
bylo podwyzszony u 40% pacjentdw, zas nie zmienit si¢ u 30%.

Drugim celem rozprawy doktorskiej byla ocena relacji pomiedzy
poziomem katalitycznej podjednostki PP2A a aktywnoS$cia telomerazy
w raku pecherza moczowego. Telomeraza jest rybonukleoproteina jadrowa
odpowiedzialna za odbudowywanie traconych wraz z kazdym podzialem
komoérkowym koncéw chromosoméw zwanych telomerami. Jest to enzym
ztozony z czesci biatkowej o funkcji katalitycznej, oraz skladowe;j
rybonukleinowej bedacej dla niej matryca. Podstawowa funkcja telomerow
jest ochrona informacji genetycznej przed nukleazami. Stopniowe
skracanie telomerow stanowi zegar komoérkowy. Komoérka moze ulec
okreslonej ilosci podziatow do momentu gdy telomery zostana

zdegradowane. Gdy to nastapi komorka umiera $miercia apoptotyczna.



U zdrowego, dorostego cztowieka telomeraza jest aktywna tylko
w komorkach pnia 1 aktywowanych limfocytach. Aktywno$¢ telomerazy
jest charakterystyczna dla komorek nowotworowych, co moze by¢
wykorzystywane zarowno w diagnostyce, jak 1 terapii nowotwordw.
Aktywnos$¢ telomerazy jest regulowana glownie na poziomie ekspresji
genu. Na podstawie wynikow badan na liniach komoérkowych
zaproponowano model regulacji aktywnos$ci telomerazy przez odwracalna
fosforylacj¢. W modelu tym telomeraza ma by¢ aktywowana przez kinazy
biatek C 1 B/Akt, za$ inaktywowana przez fosfataz¢ biatek typu 2A
(PP2A). Aktywno$¢ telomerazy w tych samych tkankach guzéw
nowotworowych oznaczano metoda TRAP ELISA. Metoda ta oparta jest na
wydhuzaniu przez telomeraze sztucznego substratu, powielaniu powstatego
produktu w tancuchowej reakcji polimerazy, a nast¢pnie wykrywaniu
produktow PCR. Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy poziomem PP2Aca
a aktywnoscia telomerazy w raku pegcherza moczowego. Moze to
$wiadczy¢ badz o braku wptywu PP2A na aktywnos¢ telomerazy, badz tez
o braku relacji pomigdzy aktywnoscia holoenzymu PP2A a poziomem
podjednostki katalitycznej tego holoenzymu.

Trzecim celem projektu byla ocena przydatnosci klinicznej
oznaczania aktywnosci telomerazy w osadzie komoérek z moczu chorych na
przejsciowonablonkowego raka pecherza moczowego. Komoérki raka
pecherza moczowego zhluszczaja si¢ do jego swiatta 1 sa wydalane z
moczem. Jedna ze standardowych metod wykrywania raka pegcherza
moczowego jest badanie mikroskopowe osadu z moczu (inaczej cytologia
moczu). Zwigkszone zluszczanie si¢ komorek jest obserwowane
szczegllnie w zaawansowanych stadiach nowotworu. Szuka si¢ zatem
metod, ktore umozliwityby wczesne 1 nieinwazyjne wykrywanie zmian
nowotworowych. Jednym z potencjalnie uzytecznych testow moze by¢

badanie aktywnos$ci telomerazy w osadzie komoérek z moczu.



Stwierdzitam, ze aktywnos$¢ telomerazy w raku pecherza moczowego
znajduje swoje odzwierciedlenie w aktywnosci telomerazy w osadzie
komorek z moczu u 98% badanych pacjentow. Analiza zaréwno tkanek
guzdéw nowotworowych pecherza moczowego, jak 1 osadu komorek z
moczu wykazata, ze oznaczanie aktywnosci telomerazy w osadzie komorek
z moczu chorych na raka pgcherza moczowego jest metoda czula i
specyficzna. Nie stwierdzitam aktywnosci telomerazy w osadach komdrek
z moczu 0s0b zdrowych, co dodatkowo potwierdza przydatnos¢
diagnostyczna badania aktywnos$ci telomerazy. W $wietle uzyskanych
wynikow wydaje si¢ ze badanie aktywnoS$ci telomerazy moze sta¢ si¢
doskonatym wuzupetlnieniem standardowych metod diagnostycznych,
przyczyniajac si¢ do wczesnego wykrywania raka pecherza moczowego.
Metoda ta nie jest przydatna do oceny stopnia zaawansowania zmian
nowotworowych, gdyz telomeraza jest aktywna w osadach komorek
z moczu pochodzacych od pacjentéw z ré6znymi etapami zaawansowania
nowotworu. Zastosowane przeze mnie testy stuzace do oceny aktywnosci
telomerazy sa testami jako$ciowymi. Zarowno dostgpne w ostatnim czasie
testy ilosciowe, jak 1 pojawienie si¢ w przyszlosci testu oceniajacego
aktywnos$¢ telomerazy opartego na zupelnie innej metodzie moglyby
umozliwi¢ oceng stopnia zaawansowania nowotworu w oparciu o badanie

aktywnosci telomerazy.



3. WSTEP

3.1 RAK PECHERZA MOCZOWEGO

Rak pecherza moczowego stanowi powazny problem zdrowotny
zarowno w skali swiatowej, jak 1 w Polsce. Rokrocznie odnotowuje si¢
na S$wiecie ponad 350 000, a w Polsce ponad 6300 zachorowan
1 odpowiednio ponad 140 000 i 2500 zgonow spowodowanych przez ten
nowotwor. Wsérod mezczyzn rak pecherza moczowego plasuje sig
na $wiecie na dziewiatym miejscu wsrod nowotwordw najczescie]
diagnozowanych, a w Polsce na czwartym. Jest odpowiednio dwunasty

1 sz6sty wsrod nowotworow bedacych najczestsza przyczyna zgonu [1].

Tab.1 Zapadalno$é i umieralno$¢ na raka pecherza moczowego w Polsce i na Swiecie.
Dane liczbowe wyrazaja ilo§¢ zarejestrowanych przypadkow, za$ cyframi rzymskimi
(w nawiasach) oznaczono miejsce raka pecherza moczowego w rankingu nowotworow.
Dane statystyczne dotycza roku 2000 [1].

RAK POLSKA SWIAT
PECHERZA o . — o . o
MOCZOWEGO | Zapadalnos¢  Umieralnos¢| Zapadalnos¢  Umieralnosé
Mezczyzni 5215 (IV) 2065 (V) | 273858 (VII) 108310 (IX)
Kobiety 1181 (XII) 498 (XIV) | 82699 (XIV) 36699 (XIV)
SUMA 6396 (IV) 2563 (VI) | 356557 (IX) 145009 (XII)

Przej$ciowonablonkowy rak pecherza moczowego TCC (ang.:
Transitional Cell Carcinoma) stanowi okoto 90-95% nowotwordéw
pecherza moczowego [2]. Obejmuje on szerokie spektrum heterogennych
zmian neoplastycznych, od zmian powierzchniowych, dobrze
zréznicowanych do zmian inwazyjnych 1 stabo zréznicowanych. Zmiany

nowotworowe o charakterze TCC moga wystgpowaé w obregbie catego
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uktadu moczowego, od miedniczek nerkowych poprzez moczowody,
pecherz moczowy do proksymalnych dwoch trzecich cewki moczowe;.
Pozostate 5-10% nowotwordw pegcherza moczowego, stanowia rdéznego
typu zmiany nowotworowe z ktorych najczestsze to ptaskonabtonkowy rak
pecherza moczowego oraz gruczolakorak (adenocarcinoma). Rak
ptaskonabtonkowy stanowi od 3 do 5% nowotwordéw pecherza moczowego
[3]. Jego geneza jest zwigzana z dlugotrwalymi podraznieniami S$ciany
pecherza moczowego spowodowanymi np. dtugotrwatym cewnikowaniem
oraz chronicznymi zapaleniami. Nowotwor ten rzadko daje przerzuty,
nawroty naciekaja jednak okoliczne tkanki powodujac $mieré¢ 60-70%
pacjentow w okresie 5 lat [3]. Gruczolakorak stanowi 0,5-2,0%
nowotworéw pecherza moczowego [4]. Wystepuje on czgsto u oséb,
u ktorych wystapitlo wynicowanie pgcherza moczowego. Ma on postac
gruczotowata 1 zazwyczaj produkuje duze ilosci mucyn [5,6].

Dla uproszczenia w dalszej czg$ci rozprawy przejsciowonablonkowy
rak pecherza moczowego bede nazywac rakiem pecherza moczowego,
gdyz badane byly tylko tkanki pacjentéw z udokumentowanym rakiem
przejsciowonabtonkowym.

Na raka pgcherza moczowego choruja przede wszystkim mezczyzni,
ktorzy stanowia ogolnie okolo 70-80% chorych. Jest to nowotwor
wykrywany najczgsciej u osob po 65 roku zycia, rzadko diagnozowany
u oséb ponizej 40 roku zycia. Nowotwor ten jest wigzany z ekspozycja
na dym papierosowy, czy kancerogeny Ssrodowiskowe zwiazane z praca
w przemystach barwnikéw, gumy 1 kaletnictwem [7]. Od pierwszej
ekspozycji na czynnik kancerogenny do wykrycia nowotworu uptywa
srednio 18 lat, co teoretycznie daje duzo czasu na okreslenie ryzyka oraz
diagnostyke prewencyjna. Dodatkowymi czynnikami ryzyka sa
prawdopodobnie niska podaz plynow, dieta bogata w smazone tluszcze,

nadmierne spozycie alkoholu etylowego oraz kofeiny. Nie mozna
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wykluczy¢, ze czynniki te, razem z paleniem papierosow,
sa charakterystyczne dla osob z grupy wysokiego ryzyka [8].

Rak pecherza moczowego diagnozowany jest zazwyczaj jako rak
powierzchniowy w 75% przypadkow, w 20% jako rak inwazyjny, a w
5%  jako  metastatyczny.  Sposrod  zdiagnozowanych  rakow
powierzchniowych do 20% przechodzi w stadium inwazyjne.
Jest to nowotwor charakteryzujacy si¢ duzym prawdopodobienstwem

wystapienia wznowy.
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3.2 BIOLOGIA TELOMEROW

3.2.1 Telomery

Komorka eukariotyczna przechowuje materiat genetyczny w postaci
wielu chromosoméw. Ma to na celu utatwienie przeniesienia bardzo
duzego (w porownaniu z komoérka prokariotyczna) materiatu genetycznego
z komorki macierzystej do komorek potomnych, jak rowniez umozliwienie
szybszego postepu ewolucyjnego i zwigkszenie roznorodnosci genetycznej
populacji. Obecnos¢ wielu chromosoméw utatwia przetasowania materiatu
genetycznego 1 zwigksza czgsto§¢ rekombinacji. Cena za postgp
ewolucyjny okazata si¢ konieczno$¢ ochrony chromosomow przed
nukleazami. Wolne konce chromosomow podobnie jak kazde inne liniowe
jednoniciowe DNA lub RNA w komorce stanowia substrat dla
dezoksyrybonukleaz oraz rybonukleaz. Konieczne zatem bylo
zabezpieczenie koncow chromosomow poprzez ich odpowiednie zapgtlenie
oraz zwiazanie z biatkami. Jest to mozliwe dzigki specyficznej sekwencji
koncdw chromosomdw nazwanych telomerami.

Telomer cztowieka sktada si¢ z 1000 do 2000 powtdrzen
sze$cionukleotydowej sekwencji 5°-TTAGGG-3’, czyli 6000-12000 pz
sekwencji powtarzajacych si¢ na koncu kazdego ramienia chromosomu
[9-11]. Sekwencje te tworza w wigkszosci dwuniciowe DNA, tylko
3’ koniec chromosomu (o duzej zawarto$ci guaniny) jest jednoniciowy
[12-15]. Wielokrotne powtdrzenia tej samej sekwencji umozliwiaja
powstawanie na koncach telomeréw petli oraz odcinkéw zarowno jedno-,
dwu- jak i czteroniciowego DNA. Z powodu wystepowania duzej ilosci
sekwencji  powtarzalnych, DNA tworzy tzw. quadrupleksy G
(ang.: G-quarduplexes) inacze] zwane G4-DNA. Czteroniciowe DNA

tworzy si¢ na skutek powstawania wigzanh Hoogsteen’a pomi¢dzy zasadami
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guaninowymi. Struktury takie wptywaja na oddziatywania telomerow z
czynnikami regulacyjnymi oraz na stabilno$¢ koncow chromosomow [16].
Podstawowa struktura wystgpujaca na koncu telomeru jest przypominajaca
lasso petla t (ang.: t loop). Petla t, wysoce konserwatywna ewolucyjnie,
zostala stwierdzona u ludzi, gryzoni 1 przedstawicieli protozoa [17].
Ma ona dlugo$¢ od 1 kpz u trypanosoma do 18 kpz w watrobie myszy.
Z kolei wolny koniec 3° DNA wypiera jedna z nici dsDNA tworzac petle D
(ang.: Displacement loop) (Ryc. 1).

. S,
l Tankyrazn W’iﬂﬂ | [TRF2 r..___‘ -
— <= Ry

lm-'l._,f e 4 i
‘):/ 4 ’__,.- \/ TRF1

TRF1
p

Ryc. 1 Kompleks telomerowy ztozony z DNA oraz bialek. Na koncu chromosomu DNA
tworzy dwie petle: t 1 D. Do petli wiaza si¢ biatka, ktorych funkcja jest zardwno
ochrona i stabilizacja telomerdéw, jak i regulacja proceséw replikacji, rekombinacji i

transkrypcji.

Istotna role w powstawaniu oraz funkcji telomerow odgrywaja biatka
trwale lub fakultatywnie z nimi zwigzane. Podstawowym biatkiem
wplywajacym na powstawanie 1 stabilizacj¢ petli t jest TREF2
(ang.: Telomeric Repeat binding Factor 2) bialko wiazace dsDNA na
polaczeniach  z ssDNA  zapobiegajace = powstawaniu  fuzji
interchromosomalnych. Inne biatka zaangazowane w utrzymanie dlugosci

telomerow to m.in. TRF1 (ang.: Telomeric Repeat binding Factor 1) oraz
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Potl (ang.: Protein of telomeres I) chroniace wolny koniec 3’. Poza
biatkami stabilizujacymi 1 chroniagcymi telomer wystepuje wiele biatek
regulujacych wiazanie tych pierwszych np. tankyraza
(ang.. TRFI-interacting, ANKYrin-related ADP-ribose polymerase),
TIN2 (ang.:TRFI-Interacting Nuclear protein 2) 1 bialkko Ku80
podjednostka  kinazy  bialkowe; zaleznej od DNA  [18,19].
Budowa przestrzenna telomeru wraz ze zwiazanymi biatkami ochrania
wolny koniec 3’ zaréwno przed degradacja, jak 1 niekontrolowana

elongacja przez telomerazg.

3.2.2 Telomeraza

Podziat komorki zwiazany jest z koniecznosciga stworzenia nowej
kopii chromosomalnego DNA. Kopiowane nie jest jednak kompletne, gdyz
wraz z kazda replikacja skracane sa konce chromosomow.
Jest to spowodowane brakiem mozliwosci syntezy DNA w sposob ciagly
na obydwu niciach. Na nici wiodacej synteza odbywa si¢ w sposob ciagty,
az do konca chomatydy, za§ na nici opdznione] powstaja krotkie
(100-200 pz) fragmenty Okazaki. Kazdy z tych fragmentoéw rozpoczyna si¢
starterem RNA. Starter ten jest nastgpnie usuwany, a w jego miejsce
syntetyzowany jest fragment DNA. Jedynym fragmentem Okazaki,
w ktorym wstawienie fragmentu DNA nie zachodzi jest ten, ktory powstat
na koncu chromatydy. Dzieje si¢ tak poniewaz DNA jest
dosyntetyzowywane przez system replikacyjny do nastgpnego fragmentu
Okazaki traktowanego jak starter. Tak wigc na koncu chromatydy powstaje
wolny koniec DNA [20-24]. Dopoki degradowanym fragmentem
chromosomu jest odcinek telomeru, dopdoty komodrka zyje, gdyz nie traci
kodujacej informacji genetycznej. Gdy za$ postepujaca utrata DNA

obejmie sekwencje kodujace, nastepuje apoptoza. Tak wiec komodrka ma
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swego rodzaju zegar replikacyjny zwany ,Jlimitem Hayflick’a”
determinujacy ilo$¢ podziatow, ktorym moze ulec komoérka nim dojdzie
do $mierci apoptotycznej [25,26]. Zegara takiego nie maja komorki, w
ktorych stwierdzono aktywno$¢ telomerazy, enzymu odbudowujacego
telomery (Ryc.2). Komorki takie staja si¢ nieSmiertelne.

Telomeraza jest enzymem wystepujacym w komoérce w okoto
100 kopiach [27]. Skladowa katalityczna telomerazy jest cze$¢ biatkowa
o masie czasteczkowej 127 kDa 1 aktywno$ci odwrotnej transkryptazy
hTERT (ang.: human Telomerase Reverse Transcriptase) zbudowanej
z 1132 aminokwaséw [28-31]. U czlowieka cze¢$¢ niebiatkowa stanowi
451-nukleotydowy RNA hTR (ang.: human Telomerase RNA), w ktoérym
znajduje si¢ sekwencja 3’-CAAUCCCAAUC-5’, stanowiaca matryceg dla
hTERT [32]. Telomeraza tworzy formy multimeryczne, aczkolwiek nie jest
jasne czy ma to wplyw na aktywnos$¢ katalityczng tego enzymu in vivo
[33]. Telomerazowe RNA pozostaje zwiazane z biatkiem hTEP1
(ang.: human Telomerase Associated Protein 1), ktore pelni funkcje
zarOwno rusztowania utatwiajacego uzyskanie przez telomeraz¢ wyzszego
rzedu struktur biatkowych, jak 1 biatka zakotwiczajacego dla czynnikéw
regulacyjnych wiazacych si¢ do telomerazy [34,35].

Telomeraza u cztowieka jest aktywna w wigkszo$ci tkanek w zyciu
embrionalnym, nie jest zas aktywna w prawidtowych komorkach dorostego
cztowieka za wyjatkiem tzw. komorek pnia 1 aktywowanych limfocytow
[36-43]. Mozliwe jest rowniez wyindukowanie aktywnos$ci telomerazy
w  komorkach prawidlowych poprzez dziatanie rdéznego typu
promieniowania. Ekspozycja ludzkiej skéry na Swiatlo sloneczne,
czy ekspozycja komoérek ludzkich 1 krdliczych na promieniowanie

UV, vy czy X indukuje telomeraze [44-47].
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Wigkszo$¢ nieSmiertelnych komodrek ma stabilne telomery nie
ulegajace skracaniu 1 wykazuje aktywnos$¢ telomerazy. Aktywno$¢
telomerazy wykazano w okoto 85% ludzkich nowotworow 1 linii komorek
nowotworowych [48], gdzie stabilizacja 1 utrzymanie telomerdéw
sa niezbedne do immortalizacji komorek, a w konsekwencji transformacji
nowotworowej [49-51].

Mechanizmy regulacji aktywnosci telomerazy nie sa w pelni
poznane. W badaniach in vitro wykazano, ze mieszanina podjednostek
hTERT i hTR wykazuje §ladowa aktywno$¢ enzymatyczna [52].

Geny kodujace ATR oraz hTEPI wulegaja ekspresji zard6wno
w tkankach prawidlowych, jak 1 komorkach nowotworowych nie
wykazujacych aktywnos$ci telomerazy. Natomiast ekspresja podjednostki
biatkowe; hTERT jest skorelowana z aktywnos$cia enzymu w tkankach
1 komorkach  wykazujacych  aktywno$¢  telomerazy  [29-32].
Nadprodukcja hTERT w komorkach prawidlowych spowodowata
wydtuzenie ich zycia poprzez stabilizacje dlugosci telomerow [53,54].
Nadprodukcja hTERT w komorkach nie$miertelnych moze by¢
spowodowana amplifikacja genu ATERT. Gen ten znajduje si¢ na koncu
ramienia krotkiego chromosomu 5, co moze wptywaé na czg¢stotliwos¢ jego
amplifikacji. Zjawisko zwielokrotnienia 1ilosci kopii genu ATERT
stwierdzono w okoto 30% linii komodrkowych oraz pierwotnych
nowotworow [55,56]. Regulacja poziomu hTERT na etapie transkrypcji
jest jednym z mechanizméw  kontroli  aktywno$ci telomerazy.
W prawidlowych komoérkach somatycznych promotor hTERT jest
nieaktywny. Jego aktywacja nastepuje pod wpltywem bezposredniego
zwiazania c-Myc [57,58]. Zwigkszenie poziomu transkryptu hTERT
stwierdzono rowniez po wprowadzeniu do komoérek takich bialek jak E6
ludzkiego wirusa papilloma 16 (HPV16), v-K;-ras czy Bcl-2 [59-62]. Za$

obnizenie poziomu po ponownym wprowadzeniu do zmutowanych
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komorek Rb7/p53~ biatka Rb [63]. Ponadto w promotorze genu hTERT
znaleziono elementy odpowiedzi na szereg czynnikdéw transkrypcyjnych
(NF-kB, Spl, AP1, MZF-2, WT1) i hormonow (estrogen, progesteron,
1,25(0OH),D3) [64]. Transktypt hTERT moze ulega¢ regulacji przez
alternatywne sktadanie. Jak dotad stwierdzono wystgpowanie sze$ciu
wariantow mRNA hTERT, z ktorych nie wszystkie daja produkt w postaci
aktywnego enzymu [65,66]. Wydaje si¢ zatem, ze dalsza analiza
transkryptow, jak 1 systemow odpowiedzialnych za alternatywne sktadanie,
moze przynie$¢ nowe informacje na temat regulacji aktywnosci
telomerazy. Zaproponowano rowniez udzial regulacji epigenetycznej
transkrypcji hTERT poprzez metylacje promotora [67], jak 1 regulacje
poprzez modyfikacje biatek histonowych ktorych acetylacja utatwia
wigzanie si¢ czynnikow transkrypcyjnych do promotora przez rozluznienie
DNA [68].

Podobnie jak wiele innych bialek telomeraza jest rowniez
regulowana na poziomie modyfikacji potranslacyjnych. Jest to biatko
o stosunkowo dlugim czasie pottrwania [69] wiazacym si¢ z szeregiem
biatek regulatorowych, z ktorych wymienig tu jedynie kilka. Peptyd bedacy
N-konicem biatkka hTEP1 jest inhibitorem aktywno$ci telomerazy.
Wskazuje to na udziat hTEP1 nie tylko w tworzeniu holoenzymu,
ale rowniez w mediowaniu interakcji pomigdzy telomeraza, a innymi
biatkami. Dzieje si¢ tak na przyktad w przypadku p53, gdzie hTEP1
koimmunoprecypituje z p53, ma zdolnos¢ do inhibicji aktywnosci
telomerazy, jak 1 jego mutacje sa zwiazane z aktywacja telomerazy [70,71].
Inne biatko telomerowe hTRF1 ulegajace nadekspresji w komorkach
wykazujacych aktywno$¢ telomerazy, wplywa negatywnie na jej
aktywno$¢. Analogiczny efekt wywiera rowniez Dbiatko Raplp
w komorkach drozdzy. Widocznym efektem nadekspresji tych bialek jest

skrocenie telomerow [72,73]. Odwrotny efekt wywiera natomiast biatko
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Tazl, ktére z kolei powoduje wzrost dlugosci telomerow [74].
Biatkami regulujacymi aktywno$¢ telomerazy sa tankyrazy 1 1 2.
Sa to  polimerazy  poli(ADP-rybozy)  rybozylujace  hTRFI,
a w konsekwencji powodujace jego oddzielenie od telomeru.
Telomer pozbawiony hTRF1 staje si¢ dostepny dla telomerazy [75].
Odrgbnym aspektem regulacji aktywno$ci telomerazy jest
fosforylacja. Zarowno hTERT, jak i hTEP1 sa biatkami, fosforylowanymi
przez kinazg¢ biatek Co (PKCa: ang.: Protein Kinase C ) [76].
Ciekawe wyniki uzyskano wykorzystujac zwiazki stymulujace
lub hamujace aktywnos¢ PKCa. Wptywaly one posrednio na aktywnos¢
telomerazy [77,78]. Kinaza biatek B (PKB/Akt: ang.. Protein Kinase B)
rowniez in vitro fosforyluje telomeraze 1 stymuluje jej aktywnos$¢. Inhibicja
kaskady PKB powodowatla (podobnie jak w przypadku PKCa) inhibicje
telomerazy [79]. Tak wigc telomeraza moze by¢ aktywowana przez
fosforylacje katalizowana przez kinazy bialek B 1 Co. Inaktywacja
telomerazy zachodzi prawdopodobnie z udziatem fosfatazy biatek 2A

(PP2A: ang.: Protein Phosphatase 2A) (Ryc.3).

PKC, PKB/Akt
TELOMERAZA | s TELOMERAZA
nieaktywna (= aktywna

PP2A?

Ryc.3 Mozliwa rola PP2A w regulacji aktywnos$ci telomerazy przez fosforylacjg i
defosforylacje.
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3.3 FOSFATAZA BIALEK 2A (PP2A)

Fosfataza PP2A jest enzymem nalezacym do rodziny fosfataz
serynowo/treoniniowych. Zaangazowana jest w kontrolg¢ podziatow,
remodeling cytoszkieletu, replikacjg, transkrypcjg, translacje, regulacje
metabolizmu, réznicowanie, morfogenezg, nowotworzenie, sygnalizacjg
komorkowa 1.in. [80-86]. Podjednostkowa budowa PP2A sprawia,
ze spektrum procesoOw komorkowych w ktorych zaangazowana jest PP2A
jest tak szerokie. Holoenzym PP2A sktada si¢ z tzw. dimeru rdzeniowego,
bedacego polaczeniem podjednostki strukturalnej =z katalityczna,
oraz podjednostki regulatorowej (Ryc. 4). Dimer rdzeniowy stanowi okoto
jednej trzeciej catkowitej puli komplekséw PP2A komorki. Dimer jest
forma nieaktywna [87]. Wszystkie podjednostki wystepuja w co najmniej
2 izoformach i tworza ponad 70 mozliwych zestawien o zrdéznicowanej
aktywnosci (od bardzo niskiej do bardzo wysokiej) 1 specyficznosci
substratowej [88].

Podjednostka  katalityczna PP2Ac  (36-38 kDa)  wystepuje
w 2 izoformach o 1 3, ktorych homologia wynosi 97% [89]. 1zoformy te sa
obecne we wszystkich tkankach, z tym ze izoformy a jest okoto 10 razy
wigcej niz izoformy B [90]. Sekwencja aminokwasowa PP2Ac wykazuje
bardzo wysoka konserwatywnos¢ ewolucyjna, co dodatkowo podkresla
kluczowa rol¢ PP2A w metabolizmie komorki [91]. Struktura PP2Ac nie
zostala jak dotad rozwiazana krystalograficznie, opracowany jednak zostat
komputerowy model prawdopodobnej budowy tej podjednostki. Model ten
powstal na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej PP2Ac
oraz na podstawie struktury krystalograficznej PPly, (ang.: Protein
Phosphatase 1 vy subunit), ktorej sekwencja jest w wysokim stopniu

homologiczna z PP2Ac [92].
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Ryc.4 Schemat struktury holoenzymu PP2A. Zar6wno podjednostka regulatorowa ,,B”,
jak 1 katalityczna ,,C” wiaza si¢ niezaleznie z podjednostka strukturalna ,,A”.
Podjednostki regulatorowe naleza do czterech rodzin biatek B, B’, B’’ i B””’. W obrgbie
kazdej rodziny wyr6ézniamy wiele biatek oraz ich izoform.

Zaproponowano model PP2Ac w ktéorym jest to zwarta struktura
eliptyczna z 10 o-helisami i 3 kartkami B, o wymiarach ~50A x 35A x
35A. Zawiera ona w swoim centrum katalitycznym jony Zn*" i Fe™.
Jony metali stabilizuja fadunek ujemny grupy fosforanowej fosfoseryny
1 fosfotreoniny 1 czynia ja bardziej dostepna dla ataku nukleofilowego
czasteczki wody. Catos¢ struktury mozna podzieli¢ na dwie subdomeny
z ktorych region N-terminalny zawiera motyw B-a-B-a- odpowiedzialny
za wiazanie jonOw metali, a wigc katalizg, oraz region C-terminalny
o mniej uporzadkowanej strukturze, ktorego funkcja jest wiazanie
substratow oraz inhibitorow [93-95].

Podjednostka  strukturalna PP2A PR65 wystepuje rdéwniez
w 2 izoformach a 1 B. Jej funkcja jest tworzenie rusztowania do ktérego

wiaze si¢ zardwno podjednostka katalityczna, jak 1 podjednostki
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regulatorowe. Izoformy sa homologiczne w 86%. W wigkszosci tkanek
forma o wystepuje w wigkszej ilosci niz B [96], stopien konserwatywnos$ci
ewolucyjnej tego bialka jest jednak duzo nizszy. Jest to biatko
ksigzycowatego ksztaltu, zlozone =z pigtnastu 39-aminokwasowych
bogatych w leucyng¢ motywoéw HEAT (ang.: Huntington Elongation A
subunit TOR, gdzie TOR.: Target of Rapamycin) [97]. Motywy te sktadaja
si¢ z dwoch antyrownolegltych a-helis potaczonych hydrofobowa petla.
Podjednostki regulatorowe wiaza si¢ do 10 pierwszych motywow HEAT,
za$ 5 ostatnich podjednostke katalityczna [98].

Do dimeru rdzeniowego wiaza si¢ podjednostki regulatorowe,
wplywajace na aktywno$¢ 1 specyficzno$¢ holoenzymu oraz jego
lokalizacj¢ subkomoérkowa [84]. Jak dotad opisano kilka rodzin
podjednostek regulatorowych B, B’, B’’, B’>> o masach czasteczkowych
od 54 do 130 kDa. W obrebie kazdej z rodzin sklasyfikowano po kilka
podjednostek regulatorowych, czgsto w wielu alternatywnych wariantach,
co generuje wiele typow holoenzymow, defosforylujacych rézne substraty
w roéznych kompartmentach komorki [99]. Ekspresja podjednostek
regulatorowych jest zarowno tkankowo, jak 1 ontogenetycznie specyficzna.
Czgs¢ podjednostek regulatorowych jest eksprymowana we wszystkich
tkankach (PR55a 1 6) [100], a niektére specyficznie, na przyktad PR55[3
w jadrach 1 tkance nerwowej [101]. Olbrzymia ré6znorodnos$¢ podjednostek
regulatorowych oraz fakt odkrywania coraz to nowych biatek, generuja
ogromng roznorodno$¢ holoenzymoéw PP2A. Podjednostki regulatorowe
wplywaja na takie wilasciwosci holoenzymu jak jego specyficznose,
sprawnos¢ katalizy oraz kompartmentacje komorkowa, moga one réwniez
prawdopodobnie  stanowi¢  cel  innych  biatek  regulujacych
za posrednictwem podjednostki regulatorowej aktywnos¢ PP2A [100, 102-
105].
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Regulacja aktywnosci telomerazy w komdrkach nowotworowych jest
stabo poznana. Odbywa si¢ ona zaréwno na poziomie transkrypcji,
sktadania genowego, epigenezy, jak 1 modyfikacji potranslacyjne;.
Ta ostatnia odbywa si¢ przez odwracalna fosforylacjg, katalizowana przez
kinazy biatek B 1 C oraz prawdopodobnie przez fosfataze biatek typu 2A.
Defosforylacja telomerazy przez PP2A wykazana zostata jak dotad jedynie
w badaniach na liniach komoérkowych. Inhibitor PP2A (kwas okadejowy)
stymulowat aktywno$¢ telomerazy w komorkach linii raka piersi [106].
Te fragmentaryczne doniesienia sugeruja, ze PP2A odgrywa wazna role
w regulacji aktywnos$ci telomerazy. Interesujacym zatem wydawato si¢
zbadanie poziomu podjednostki katalitycznej PP2A oraz pordéwnanie
go z aktywnos$cia telomerazy, w raku pgcherza moczowego.

Aktywnos¢ telomerazy jest potencjalnym markerem diagnostycznym
1 prognostycznym w wielu typach nowotwordéw. Jest to spowodowane
powszechno$cia jej wystgpowania w roznego typu zmianach
neoplastycznych, jak réwniez niemal catkowitym brakiem aktywnosci
w pozostalych tkankach. W raku pecherza moczowego oznaczanie
aktywnos$ci telomerazy w pobranych ze Sciany pgcherza wycinkach moze
przyczyni¢ si¢ do poprawy czutosci 1 specyficzno$ci dotychczas
stosowanych metod diagnostycznych. Poza badaniem aktywnosci
telomerazy w tkankach, interesujacym wydaje si¢ sprawdzenie,
czy mozliwe jest wykorzystanie osadu komorek z moczu, jako materiatu
diagnostycznego. Przy niedoskonalosci klasycznych metod diagnostyki
moczu (cytologia) badanie aktywnos$ci telomerazy w osadzie komorek
z moczu mogloby przyczyni¢ si¢ do wczesniejszego wykrywania zmian
nowotworowych. Dobra nieinwazyjna metoda diagnostyczna mogtaby
W znacznym stopniu przyczyni¢ si¢ réwniez do zwigkszenia komfortu

Zycia pacjentow.
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4. CEL PRACY

1. Porownanie poziomu izoformy o katalitycznej podjednostki
fosfatazy biatek typu 2A w raku pecherza moczowego 1 otaczajacych

tkankach pozbawionych cech nowotworowych.

2. Porownanie poziomu izoformy o katalitycznej podjednostki
fosfatazy biatek typu 2A z poziomem aktywno$ci telomerazy w raku

pecherza moczowego.

3. Ocena przydatnosci klinicznej badania aktywnosci telomerazy
w raku pecherza moczowego:
a) w materiale pochodzacym ze $ciany pgcherza moczowego

b) w osadzie komodrek z moczu.
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5. MATERIALY I METODY

5.1 PACJENCI

Wycinki przejsciowonabtonkowych rakéw pecherza moczowego
oraz osady komorek z moczu pobrano od pacjentow Kliniki 1 Katedry
Urologii Akademii Medycznej w Gdansku. Kazdy z pacjentow podpisat
deklaracje swiadomej zgody na wykorzystywanie pobranego materiatu do
badan naukowych realizowanych w ramach projektu badawczego pt.
»Mutacje w genie p53, aktywnos¢ telomerazy oraz niestabilnosci
mikrosatelitarne w raku pecherza moczowego” (Projekt KBN Nr 6 POSA
092 20). Projekt zyskal akceptacj¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do
Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medyczne; w Gdansku. W
niniejszej pracy zostala zachowana numeracja pacjentow zgodna z
numeracja posiadanej przez Katedr¢ Biochemii kolekcji tkanek, z tego
powodu numeracja pacjentOw sigga numeru 64. Z powodu braku, badz
niewystarczajacej do badan ilo$ci materiatu pobranego od kilku pacjentow,
zestawienia przedstawiono dla 52 do 56 pacjentéw, w zaleznosci od typu
wykonywanej analizy.

Od pacjentow w trakcie zabiegu pobierano wycinki raka pecherza
moczowego oraz wycinki otaczajacych nowotwoér tkanek prawidtowego
pecherza moczowego pozbawionych cech nowotworowych, ktore w dalszej
czesci pracy nazywac bede wycinkami tkanki prawidtowej. Rano, w dzien
zabiegu, zbierany byl rowniez mocz. Sposrod pacjentow kobiety stanowity
25% (15 z 59), a mezczyzni 75% (44 z 59). Srednia wieku pacjentow
wynosita 63 lata; od 32 do 84 lat. Wazniejsze dane kliniczne pacjentéw

przydatne dalszych rozwazaniach przedstawiono w Tabeli 2.
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Tab. 2 Dane kliniczne badanych pacjentow

Pacjent | Ple¢  Wiek Kl“sTy]{,i]"‘;"f “ G  Przeiywalnosé
1 K 76 T3aNxMO G2 zyje
2 K 66 T3aNOMO G2 zyje
4 M 58 T4ANOMO G3 zgon
5 M 61 T3aNOMO G2 zyje
7 K 65 T4ANIMO G3 zgon
8 M 65 T3aNOMO Gl zyje
9 K 75 T3aN1IMO G2 zgon
10 K 50 T3bNOMO G2 zyje
11 K 61 T4N1MO G3 zgon
12 M 61 T3bN1MO G3 zgon
13 M 73 T3bN1MO G2 zgon
15 M 51 T3bNOMO G3 zyje
16 M 52 T2NOMO G2 zyje
17 M 58 T3bNOMO G3 zgon
18 K 64 T3bN1MO G3 zgon
19 M 55 T2NOMO Gl zyje

20 M 53 T2NOMO Gl zyje
21 M 34 TINOMO Gl zyje
22 M 63 TaNOMO Gl zyje
23 K 69 T2NxMO G2 zyje
24 M 68 T2NOMO G3 zyje
25 M 72 T3bN1MO G3 zyje
26 M 67 T3NxMO G2 zgon
27 M 61 T2NOMO Gl zyje
28 M 60 TINOMO G2 zyje
29 M 59 T3NOMO G3 zyje
30 M 71 T3bN1MO G3 zgon
31 K 45 TINOMO Gl zyje
32 M 84 TINOMO Gl zyje
33 M 46 T3bN1MO G3 zyje
34 M 75 TINxMO G2 zyje
35 M 50 T3bNOMO G3 zyje
37 M 74 TINxMO G2 zyje
38 M 57 TINxMO Gl zyje
39 M 62 T3NIMO G2 zgon
40 K 58 TINxMO Gl zyje
41 M 50 TINOMO Gl zyje
42 K 62 T2NxMO G2 zgon
43 M 66 T3NOMO G2 zyje
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44 K 63 TINxMO Gl zyje
45 M 77 TINxMO Gl zyje
46 M 75 TINOMO Gl zyje
47 M 69 TINOMO G2 zyje
48 M 60 TaNOMO Gl zyje
49 M 72 TINOMO G2 zgon
50 M 57 TINOMO Gl zyje
51 M 56 TINOMO G2 zyje
52 M 69 TINOMO G2 zyje
53 M 70 TaNOMO Gl zyje
54 M 57 T3NIMO G2 zyje
55 M 68 T3NxMO G2 zyje
56 M 64 TINOMO Gl zyje
57 K 54 TINOMO Gl zyje
59 M 79 TINOMO Gl zyje
60 M 78 T2NOMO G3 zgon
61 M 32 TaNOMO Gl zyje
62 M 76 TINOMO G2 zyje
63 K bd TINOMO G2 zyje
64 K bd TaNOMO Gl zyje

K — kobieta; M — mgzczyzna; bd — brak danych

Stopien zaawansowania klinicznego nowotworu zostat okreslony
przez lekarza wykonujacego zabieg na podstawie piatego wydania
klasyfikacji TNM [107]. Klasyfikacja ta w przypadku raka pecherza
moczowego opisuje stopien naciekania nowotworu na gigbiej potozone
tkanki 1 narzady. Zgodnie z ta klasyfikacja miejscowy zasieg nowotworu,
przerzuty do okolicznych weztow chlonnych 1 stopien ich zajgcia
oraz wystgpowanie innych przerzutow odlegtych oznacza si¢ odpowiednio:

Tx-Tis-Ta-1-2-3-4, Nx-1-2-3 1 Mx-0-1 (Tab.3).
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Tab.3 Klasyfikacja nowotworé6w pecherza moczowego oparta na ocenie stopnia
zaawansowania klinicznego nowotworu [107,108].

TNM Opis

Tx Y . , , .
Nowotwor pierwotny nie mogt by¢ oceniony

TO . . .
Nie stwierdzono nowotworu pierwotnego

Tis Rak przedinwazyjny (carcinoma in situ), guz ,,ptaski”

Ta Rak brodawczakowaty, nieinwazyjny

T1 Rak nacieka btong podsluzowa (lamina propria)

T2 Nowotwor nacieka powierzchniowe warstwy mig$ni pgcherza
(50%)

T3 Nowotwor nacieka glebokie warstwy migsni pecherza lub/i
okotopecherzowa tkanke tluszczowa
T3a - Nowotwor nacieka glebokie warstwy migsni pecherza
T3b - Nowotwor nacieka tkanke thuszczowa okotopgcherzowa

T4 Guz naciekajacy sasiednie narzady (stercz, pochwe, macicg, cewke
moczowa, powtoki brzuszne lub $ciany miednicy)
T4a — naciek na stercz, macicg lub pochwe
T4b — naciek na $ciang miednicy lub powloki brzuszne

Nx Stopien zajgcia okolicznych weztow chtonnych nie mogt by¢
oceniony

NO Brak przerzutéw do okolicznych weztow chlonnych

N1 Przerzut do jednego wezta chtonnego miednicy o $rednicy nie
przekraczajacej 2cm

N2 Przerzut do jednego lub przerzuty do wielu weztéw chtonnych
o $rednicy wigkszej niz Scm

N3 Przerzut do wezta chtonnego miednicy o $rednicy przekraczajacej
Scm

Mx Wystepowanie odleglych przerzutow nie moglo by¢ ocenione

MO Brak przerzutow odlegtych

MI1 Przerzuty do we¢ztéw chtonnych poza miednica lub inne przerzuty

odlegle
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Zgodnie z klasyfikacja przedstawiona w Tabeli 3 nowotwory
podzielono na: nowotwory o stopniu zaawansowania klinicznego Ta-
u 5 pacjentow, T1 u 22 pacjentow, T2 u 8 pacjentow, T3 u 21 pacjentow 1
T4 u 3 pacjentow. Oceniono rowniez wystgpowanie przerzutdéw 1 stopien
zaj¢cia okolicznych weztow chtonnych, gdzie nisko zaawansowane zmiany
w weztach chlonnych miednicy stwierdzono w 11 przypadkach.

Poza ocena stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu
okreslono réwniez stopien ztosliwosci histologicznej G. Klasyfikacja ta
pozwala na podziat pacjentéw ulatwiajacy dalsze postgpowanie kliniczne,
umozliwia zrandomizowanie leczenia pacjentéw, ktorych zmiany
nowotworowe naleza do tej samej grupy ztosliwosci histologiczne;j.
Pacjentow dzieli si¢ na trzy grupy w zaleznosci od stopnia zréznicowania
nowotworu (Tab.4). OkreSla on takie cechy nablonka jak pleomorfizm

1 stopien polaryzacji jader [109].

Tab.4 Klasyfikacja nowotworéw oparta na ocenie stopnia ztosliwosci histologiczne;j
nowotworu.

Stopien ztosliwosci .
. . . Opis
histologicznej G
1 Nowotwor dobrze zrdznicowany
2 Nowotwor rednio zréznicowany
3 Nowotwor stabo zroznicowany lub
anaplastyczny

Badane nowotwory podzielono rdéwniez na podstawie tej
klasyfikacji; do grupy Gl zaliczono 22 nowotwory (37%), do grupy
G2 zaliczono 23 (40%), za$ do grupy G3 zaliczono 14 nowotworow (23%).
Stopien ztosliwosci histologiczne] nowotworéw byt okreslany przez
Laboratorium Patomorfologii Akademickiego Centrum Klinicznego
Akademii Medycznej w Gdansku pod kierownictwem dr hab. Kazimierza

Jaskiewicza.
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Oceniono takze przezywalno$¢ pacjentdow na dzien zakonczenia
badan, tj. 30.11.2003 roku, zmarto 14 pacjentdéw (24%).

Poza osobami chorymi na raka pecherza moczowego
przeanalizowano réwniez osady komoérek z moczu 11 oséb zdrowych.
W grupie tej znalazto si¢ 9 kobiet 1 2 mgzczyzn (Srednia wieku w grupie
wyniosta 57 lat). Z powoddéw etycznych nie jest mozliwe pozyskanie
wycinkow tkanek prawidlowej $ciany pecherza moczowego od osob
zdrowych, dlatego w tej grupie wykonano jedynie badanie aktywnosci

telomerazy w osadzie komorek z moczu.

5.2 EKSTRAKTY TKANKOWE PECHERZA MOCZOWEGO

Wycinki tkanek pgcherza moczowego (guza i1 tkanki prawidlowej)
po pobraniu zamrazano w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano
w -80°C. Ekstrakty tkankowe uzyskiwano poprzez homogenizacje
100-120 mg wycinka w cieklym azocie w mozdzierzu porcelanowym.
Zhomogenizowany material umieszczano w probdéwce typu eppendorff
1 zalewano 200 pl zimnego buforu lizujacego zataczonego do zestawu
do analizy aktywno$ci telomerazy (bufor CHAPS: 10 mM Tris-HCI
pH 7,5, 1 mM MgCl,; 1 mM EGTA; 0,1 mM fluorek
fenylometylosiarczanu; 5 mM  B-merkaptoetanol; 10%  glicerol
1 0,5% siarczan 3-[(3-chloroamidopropylo)dimetyloamono]-1-propanu
(CHAPS)) 1 inkubowano przez 30 minut w lodzie. Po zakonczeniu
inkubacji ekstrakty wirowano 16 000 x g przez 20 minut w 4°C,
osad odrzucano, za$ supernatant szybko zamrazano w cieklym azocie
1 przechowywano w -80°C. Stezenie biatka w ekstraktach tkankowych

oznaczano metoda Bradford [110].
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5.3 EKSTRAKTY OSADOW KOMOREK Z MOCZU

Mocz wirowano 1400 x g przez 8§ minut w celu otrzymania osadu
komorek. Otrzymany osad przemywano dwukrotnie buforem PBS
(140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,) w celu
usunigcia czynnikéw interferujacych z wykonywanymi analizami.
Przemyty osad komérek z moczu zamrazano w cieklym azocie
1 przechowywano w -80°C. Po rozmrozeniu do probowki z osadem
dodawano 200 ul buforu lizujacego (sktad podano powyzej).
Po zakonczeniu inkubacji ekstrakty wirowano 16 000 x g przez 20 minut
w 4°C, osad odrzucano, za$ supernatant szybko zamrazano w cieklym
azocie 1 przechowywano w -80°C. Stg¢zenie biatka w ekstraktach komdrek

z moczu oznaczano metoda Bradford [110].

54 ANALIZA POZIOMU IZOFORMY o KATALITYCZNEJ
PODJEDNOSTKI FOSFATAZY BIALEK TYPU 2A
W EKSTRAKTACH PECHERZA MOCZOWEGO

Rozdziat elektroforetyczny

Do analizy poziomu PP2Aco uzyto ekstraktow, ktore otrzymano
zgodnie z opisem z podrozdziatu 5.2. Elektroforezg¢ przeprowadzono
w aparacie firmy SIGMA SV10-CDC. Rozdziat bialek prowadzono w zelu
nieciaglym, zlozonym z goérnego zelu zaggszczajacego 1 dolnego zelu
rozdzielajacego. Dolny zel rozdzielajacy sporzadzano poprzez zmieszanie:
4 ml H,O, 3,3 ml 30% roztworu akrylamidow (akrylamid/bis-akrylamid
29:1); 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 100 ul 10% roztworu dodecylosiarczanu
sodu (SDS); 50 ul 10 roztworu siarczanu amonu (APS) 1 5 ul katalizatora
—  N,N,N’,N’-tetrametyloetylodiaminy (TEMED). Po wylaniu tej
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mieszaniny migdzy ptyty nawarstwiano ja H,O w celu wyrdwnania
powierzchni polimeryzujacego zelu oraz odcigcia doplywu tlenu,
hamujacego reakcj¢ polimeryzacji. Po 20 minutach wodg usuwano,
a na uzyskany zel dolny wylewano zel gérny w sktadzie: 2,44 ml H,O,
0,52 ml 30% roztworu akrylamidéw (akrylamid/bis-akrylamid 29:1);
I ml 0,5 M Tris pH 6,8; 40 ul 10% SDS; 20 ul 10 APS 1 4 pl katalizatora
— TEMED. Natychmiast po wlaniu gérnego zelu migdzy plyty szklane
umieszczano w nim grzebien. Po 30-minutowe] polimeryzacji gotowy zel
pomigdzy szklanymi ptytami umieszczano w aparacie do elektroforezy.
Rozdziat bialek prowadzono w buforze elektrodowym o sktadzie:
25 mM  Tris; 190 mM  glicyna, 0,1% SDS, pH 83.
Elektroforez¢ prowadzono przy napieciu 100V do momentu osiagnigcia
przez bigkit bromofenolowy dolnej krawedzi zelu rozdzielajacego.
Wzorcem masy czasteczkowej byla wstepnie barwiona mieszanina biatek
firmy Fermentas: Prestained Protein Ladder ~10-160 kDa (SMO0671),
oraz PP2Aca  wyizolowana z migs$nia szkieletowego  krolika.
Ekstrakty tkankowe zawierajace po 10 pg biatka przed naniesieniem na zel
byly denaturowane przez potaczenie ~w stosunku 1:1 z buforem
denaturujacym Laemmliego o skladzie: 4% SDS; 20% glicerol;
10% B-merkaptoetanol, 0,004% blekit bromofenolowy 1 0,125 M Tris-HCI
pH 6,8; dopehienie buforem PBS do jednakowej objgtosci wszystkich
nanoszonych prob w celu zniwelowania wplywu parowania

oraz umieszczenie we wrzacej tazni wodnej na 5 minut i zwirowane.
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Transfer bialek z Zzelu na membrane

Po zakonczonej elektroforezie prowadzono elektrotransfer potsuchy
w aparacie Biotec-Fisher w srodowisku buforu transferowego o skladzie:
39 mM glicyna, 48 mM Tris 1 0,37% SDS 1 20% metanol.
Uktadano kolejno na mokro warstwami:
-6 warstw bibuly Whatmann 3MM
-zel poliakrylamidowy (rozdzielajacy)
-membrang nitrocelulozowa
-6 warstw bibuty Whatmann 3MM
o wymiarach odpowiadajacych doktadnie wymiarom zelu rozdzielajacego.
Tak otrzymana ,kanapke” umieszczano w aparacie do elektrotransferu
membrang po stronie anody. Elektrotransfer prowadzono przez 45 minut

przy natezeniu 1mA na 1 cm® membrany nitrocelulozowe;.

Analiza ,,western-blotting” (immunobloting)

Po zakonczeniu elektrotransferu membrang nitrocelulozowa
umieszczano w 5% roztworze odtluszczonego mleka w buforze PBS
na 2 godziny z tagodnym wytrzasaniem, aby wyblokowa¢ kazeing zawarta
w mleku wszystkie pozostale na membranie nie zwigzane miejsca.
Tak wyblokowanag membrang inkubowano nastepnie przez noc
w 4°C z roztworami pierwszych przeciwcial w mleku. Stosowano dwa
rodzaje pierwszych przeciwciat: poliklonalng surowicg krélicza skierowana
przeciwko C-terminalnemu peptydowi PP2Aca [111]:

OTRK+ TPDYFL*”

Reszta lizyny K7, charakterystyczna dla PP2Aca drozdzowe;,

u cztowieka jest zastapiona przez argining. Surowice krolicza stosowano

w rozcienczeniu 1:100.
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Zastosowano roOwniez mysie przeciwciala monoklonalne przeciwko

B-aktynie ludzkiej firmy Sigma ktore stosowano w rozcienczeniu 1:2000.

Nadmiar niezwigzanych 1 niespecyficznie zwiazanych przeciwciat
usuwano poprzez trzykrotne przemycie membrany buforem PBS z silnym
wytrzasaniem po 10 min.. Membrany inkubowano nastgpnie w roztworach
przeciwcial  skierowanych  przeciwko  pierwszym  przeciwciatom
skontugowanych z peroksydaza chrzanowa: anty-krolicze I1gG 1 anty-mysie
IgG (Sigma) w rozcienczeniu 1:2000 przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Ponownie nie zwiazane lub niespecyficznie zwigzane
przeciwciata usuwano poprzez trzykrotne przemycie buforem PBS z silnym
wytrzasaniem. Koniugaty wykrywano chemiluminescencyjnie z uzyciem
substratu  dla peroksydazy chrzanowej SuperSignal West Pico,

Pierce, USA.

Analiza densytometryczna

Analiz¢ densytometryczna wykonano z uzyciem systemu
do archiwizacji Gel Doc 2000, oraz oprogramowania Quantity One firmy
Bio Rad. W celu okreslenia ilo$ciowej relacji pomigdzy poziomami
PP2Acac w raku pecherza moczowego 1 prawidlowym pecherzu
moczowym  zastosowano  nastepujacy  schemat  obliczeniowy.
Poziom biatka PP2Aca w badanej tkance standaryzowano wobec poziomu
B-aktyny w tej samej ilosci proby. Standaryzacja ta dotyczyta zaro6wno
tkanki guza nowotworowego, jak 1 tkanki prawidlowej pobranej od tego
samego pacjenta. Porownywanie poziomoéw réznych bialek do poziomu
B-aktyny w raku pecherza moczowego jest czgsto stosowane z uwagi
na stabilny poziom B-aktyny, nie zmieniajacy si¢ wraz z postgpem choroby

[112-115]. Takie podejscie do standaryzacji ilosci uzytego do analizy

35



catkowitego biatka ekstraktu jest szczegolnie wskazane w analizie
nowotworéw dla ktéorych charakterystyczne sa zwloknienia [50].
Duza ilos¢ substancji migdzykomodrkowej moze bowiem zafatszowywac
otrzymany wynik, konieczne zatem jest wykorzystanie biatkowego
standardu takiego jak B-aktyna.

Pomimo, ze rozdzielana byta taka sama ilo$¢ biatka (10ug)
stwierdzono duze rdznice poziomu PP2Aca w wycinkach tkanek
prawidlowego pecherza moczowego (Ryc.5), co wymusito wprowadzenie
wspotczynnika R. Wspodlczynnik R obrazuje wzajemne relacje miedzy
tkanka nowotworowa a tkanka prawidtowa pochodzaca od tego samego

pacjenta (Ryc.5).

Now. Praw. Now. Praw. Now. Praw. Now. Praw.

B-aktyna 1 ‘. — o P — - -

PP2Aca "b — — - -

Ryc.5 Chemiluminescencyjna ocena poziomu PP2Aca. Rozdzielono ekstrakty
tkankowe zawierajace po 10 pg biatka. Poziom PP2Aco poréwnywano z poziomem
biatka B-aktyny. (Now. - nowotwotwor, Praw. — prawidtowy pecherz moczowy)

Wspolczynnik R okreSlany byl na  podstawie analizy
densytometrycznej klisz z wykorzystaniem wzoru:

PP2Ac .PP2Ac

Wycinek tkanki prawidlowej

R Nowotwor
= « beta—ak - - - -beta—ak
Nowotwor™ """~ Wycinek tkanki prawidlowej™ """

Gdzie danymi sa bezwymiarowe wspOtczynniki opisujace
intensywno$¢ 1 wielko$¢ prazka, z uwzglednieniem zaciemnienia tla.

Wspotczynnik R wigkszy od jednosci wskazywat na podwyzszony poziom
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PP2Aca w tkance guza nowotworowego w stosunku do wycinka tkanek
prawidlowego pecherza moczowego pobranego z pecherza moczowego

tego samego pacjenta.

5.5 ANALIZA AKTYWNOSCI TELOMERAZY W EKSTAKTACH
RAKA PECHERZA MOCZOWEGO I OSADACH KOMOREK
Z MOCZU CHORYCH NA RAKA PECHERZA MOCZOWEGO

Zastosowano dwa komercyjne testy jakosciowe: TRAPeze ELISA
Telomerase Detection Kit Intergen, USA oraz TeloTTAGG Telomerase
PCR ELISA Roche Diagnostics. Sa one oparte na tej samej zasadzie,
z niewielkimi r6znicami metodologicznymi (sekwencje starterow, kontrole
pozytywne i negatywne, czas inkubacji z poszczegolnymi reagentami itp.).
Ponizsze schematy opisuja test TRAPeze ELISA Telomerase Detection

Kit, wazniejsze rdznice metodologiczne zostaty opisane w tekscie.

Amplifikacja powtorzen telomerowych: TRAP (ang.: Telomeric Repeat

Amplification Protocol)
Pierwszym etapem oznaczania aktywnos$ci telomerazy w badanych

ekstraktach tkankowych byla reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)
poprzedzona odwrotna transkrypcja (Ryc.6).
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TRAP

P1-TS

Badany ekstrakt tkankowy T+ biotyna oligonukloetyd

sztuczny substrat dla telomerazy

obecna w badanym ekstrakcie telomeraza wydtuza sztuczny substrat

+ starter P2

+ polimeraza Taq, komplet ANTP
bufor dla polimerazy

tancuchowa reakcja polimeryzacji

Ryc.6 Schemat reakcji amplifikacji sekwencji telomerowych

Obecna w ekstrakcie tkankowym telomeraza syntetyzowata
para-telomerowy produkt z wykorzystaniem sztucznego substratu
P1-TS jako startera reakcji w czasie 30 minut w temperaturze 25°C.
Powstaly produkt byl nastepnie powielany w tancuchowej reakeji
polimeryzacji PCR (ang.: Polymerase Chain Reaction) z wykorzystaniem
sztucznego substratu PI-TS oraz drugiego oligonukleotydu P2
jako starteréw reakcji. Reakcja PCR sktadata si¢ z wstepnej 5 minutowe;j

denaturacji w 94°C oraz 32 cykli: denaturacji w 94°C w czasie 30 s,
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przytaczania starterow w 50°C w czasie 30 s 1 polimeryzacji
w 72°C w czasie 90 s katalizowanej przez polimeraze Taq. Po zakonczeniu
reakcji cyklicznej produkty reakcji byly inkubowane przez 10 minut
w temperaturze 72°C w celu dokonczenia niekompletnych syntez i peinej
hybrydyzacji jednoniciowych komplementarnych produktow.
Reakcje prowadzono w termocyklerze PTC-200, MJ Research, USA.
Sekwencja sztucznego substratu dla telomerazy wykorzystywanego
w zestawie TeloTAGGG nie jest podawana przez producenta.
W tescie TRAPeze sztuczny substrat to biotynylowany oligonukleotyd
b-TS: 5’-AATCGTCGAGCAGAGTT-3’. W  tescie tym wraz
z amplifikacja produktu telomerazy namnazany jest rOwniez
tzw. wewngtrzny standard bedacy kontrola reakcji PCR. W mieszaninie
reakcyjnej jest obecny dodatkowy zestaw oligomerow, ktore w warunkach
TRAP daja produkt o dtugosci 36 pz. Produkt ten jest widoczny na zelu
poliakrylamidowym, zaro6wno w prébach w ktorych jest aktywna
telomeraza, jak 1 w probkach nie wykazujacych aktywnosci telomerazy.
Nie jest on biotynylowany 1 nie bierze udzialu w dalszej reakcji

Immunoenzymatyczne;j.

Analiza aktywno$ci telomerazy w raku pecherza moczowego — test

Immunoenzymatyczny
Otrzymane w wyniku reakcji TRAP produkty reakcji wykrywano

przy pomocy testu immunoenzymatycznego ELISA (ang.: Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay) (Ryc.7).
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ELISA

produkt reakcji TRAP

mmracja (bufor
denaturujacy)

biotyn

96 dotkowa ptytka optaszczona
streptawidyna

przytaczenie produktu

bufor hybrydyzacyjny zawierajacy
sonde

s
g .
sEYdigoksygenina

przylaczenie sondy

przeciwciata anty-digoksygenina
@skoniugowane z peroksydaza
chrzanowa
\ peroksydaza

/\/:e chrzanowa
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substrat dla peroksydazy:

TMB: 3,3°,5,5 -tetrametylo

Benzydyna, bezbarwna forma
zredukowana

niebieska utleniona forma TMB

dodanie reagentu hamujacego
dalsza reakcj¢ — zakwaszajacego
srodowisko 1 zmieniajacego
kolor TMB
zmiana koloru na z6lity
odczyt absorbancji przy 450 nm (z referencja 650 nm)

Ryc.7 Schemat reakcji immunoenzymatycznej stuzacej do wykrywania produktow
reakcji TRAP

Produkty reakcji TRAP byly wstepnie denaturowane a nastegpnie,
dzigki przylaczonej do startera P1-TS biotynie, przylaczane do dotkow
oplaszczonych streptawidyna.

Do 20 pl roztworu denaturujacego dodawano 5 pl produktu reakcji
1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po tym czasie
dodawano 225 pul buforu hybrydyzujacego zawierajacego sondy
oligonukleotydowe skoniugowane z digoksygening. Po doktadnym
wymieszaniu przenoszono po 100 ul mieszaniny do dotkéw plytki
oplaszczonej streptawidyna 1 inkubowano delikatnie wytrzasajac w ciagu
2 godzin w 37°C. Koniugaty wykrywano poprzez zwiazanie
z  przeciwciatami sprzezonymi  z  peroksydaza  chrzanowa.
Bufor hybrydyzacyjny usuwano, ptukano dotki 3 razy po 250 pl buforu
pluczacego 1 do studzienek nanoszono 100 pl roztworu przeciwcial
anty-digoksygenina sprz¢zonych z peroksydaza chrzanowa w stgzeniu
aktywnosci 10 mU/ml. Przeciwciata wiazaly si¢ z digoksygening
30 minut w temperaturze pokojowej z lekkim mieszaniem.

Dodanie do srodowiska 100 ul zredukowanej formy
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3,3’,5,5 -tetrametylobenzydyny (TMB) powodowato utlenienie jej
przez peroksydaze chrzanowa do pojawienia si¢ koloru niebieskiego.
Reakcja byla hamowana po 20 minutach przez dodanie 100 pl reagentu
zakwaszajacego Srodowisko 1 powodujacego zmiang zabarwienia TMB
na zo6lte. Absorbancj¢ odczytywano przy dlugosci fali 450 nm,
z dlugoscia referencyjna 650 nm na czytniku mikroptytek 3550-UV,
firmy Bio-Rad.

Kontrole testow

Test TeloTAGGG

Standardowa kontrola negatywna dla kazdego ekstraktu tkankowego
byt ten sam ekstrakt inaktywowany termicznie po natozeniu wszystkich
substratow potrzebnych do zajscia reakcji TRAP przez 10 minut w 65°C.
W tych warunkach telomeraza wulega nieodwracalnej inaktywacji,
a wigc proba taka moze stanowi¢ kontrolg ,,negatywna”.

Kontrola pozytywna jest ekstrakt komorek linii komorkowe;j
z aktywna telomeraza dolaczony do testu. Ekstrakt ten byt traktowany
podobnie jak ekstrakty tkankowe guzéw nowotworowych, za§ jego

absorbancja we wszystkich wykonanych do§wiadczeniach przekraczata 2,0.

Test TRAPeze
W tescie TRAPeze kontrola negatywna dla kazdego ekstraktu
tkankowego byl rowniez ten sam ekstrakt inaktywowany termicznie
przez 10 minut w 85°C przed rozpoczeciem reakcji TRAP.
Byt on nastgpnie traktowany tak samo jak ekstrakt nie inaktywowany.
Kontrole pozytywne zataczone do testu TRAPeze to takze kontrola
oparta na ekstrakcie komorek z aktywna telomeraza, jak rowniez kontrola

oparta na uzyciu sztucznego oligonukleotydu TSRS zlozonego
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z 8 powtdrzen sekwencji telomerowej, ktory stuzy za substrat reakcji PCR.
Kontrola ta powinna mie¢ absorbancje przekraczajaca 0,8.
Dodatkowa kontrola uzyta w tym tescie jest tzw. kontrola primer/dimer,
w ktorej testuje si¢ sam bufor lizujacy. Kontrola ta pokazuje czy w wyniku
reakcji nie powstaly agregaty starterow, mogace da¢ falszywie pozytywny
wynik oraz czy uzyte reagenty nie zawieraja aktywnej telomerazy.
Kontrola ta powinna mie¢ absorbancje nie przekraczajaca 0,2.

W celu uniknigcia btedéow kazda probke analizowano podwojnie.
Przeanalizowano réwniez ekstrakty prawidtowego pecherza moczowego,

nie znaleziono jednak w nich aktywnej telomerazy.

Analiza wynikow

Test TeloTAGGG wuznano za pozytywny, gdy absorbancja
przekraczata 0,1. Producent testu wskazuje warto§¢ absorbancji
0,2 jako graniczna. Na podstawie wykonywanych przeze mnie analiz
uznatam warto$¢ powyzej 0,1 1 ponizej 0,2 za $ladowa. Bylo to
spowodowane  wystgpowaniem  widocznych ~ w  elektroforezie
poliakrylamidowej produktow reakcji TRAP we wszystkich préobach
ktorych absorbancja przekraczata 0,1.

W przypadku testu TRAPeze w badanej tkance telomeraza byla
uznawana za aktywna, gdy roznica w absorbancji migdzy badanym
ekstraktem tkankowym nowotworu, a tym samym ekstraktem
inaktywowanym  termicznie  przekraczala 0,15. Na  podstawie
wykonywanych przeze mnie analiz uznatam warto$¢ powyzej 0,1 1 ponizej
0,15 za oddajaca aktywnos$¢ §ladowa. Podobnie jak w tescie TeloTAGGG
tu réowniez bylo to spowodowane wystepowaniem widocznych w
elektroforezie poliakrylamidowej produktow reakcji TRAP w probie, w

ktorej absorbancja przekroczyta 0,1.
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Analiza aktywnosci telomerazy w osadach komoérek z moczu

Produkty reakcji TRAP ekstraktow osadéw komorek z moczu
byly uwidaczniane poprzez elektroforeze¢ w zelu poliakrylamidowym
oraz barwienie srebrem. Analiza taka pozwala na uzyskiwanie rownie

wiarygodnych wynikow, jak test ELISA.

Rozdzial elektroforetyczny:

Elektroforez¢ przeprowadzono w aparacie firmy SIGMA
SV10-CDC. Rozdziat DNA prowadzono w zelu ciaglym o stezeniu
poliakrylamidéw wynoszacym 12%. Zel sporzadzano poprzez zmieszanie:
3 ml HO, 1,8 ml 40% gotowego roztworu akrylamidow
(akrylamid/bis-akrylamid 15:1); 1,2 ml 5 x stezonego buforu TBE
(o skladzie dla 1x stezonego buforu: 0,089 M Tris Base,
0,089 M kwas borowy i 0,002 M EDTA pH 8,4), 50 pl 10% APS
1 5 ul katalizatora TEMED. Natychmiast po wlaniu zelu migdzy ptyty
szklane umieszczano w nim grzebien. Po 30-minutowej polimeryzacji
gotowy zel pomiedzy szklanymi plytami umieszczano w aparacie
do elektroforezy. Rozdziat prowadzono w buforze TBE 1x przy napigciu
100 V przez 2,5 godziny. Produkty reakcji TRAP przed naniesieniem
do studzienek byly taczone w proporcji 1:4 z buforem obciazajacym:

50% glicerol, 50 mM EDTA 1 0,25% btekit bromofenolowy.
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Barwienie metoda srebrowa

Po zakonczeniu elektroforezy zel poliakrylamidowy wyjmowano
z aparatu do elektroforezy 1 umieszczano na 6 minut w 2% roztworze
HNOs;. Nastepnie zel ptukano 3 razy po 2 minuty w wodzie i zalewano
roztworem barwiacym (0,15% formaliny, 6 mM AgNO; w wodzie)
na 30 minut. Po =zakofhczeniu barwienia zel plukano w wodzie
przez 30 sekund 1 umieszczano w schtodzonym roztworze wywotujacym
(0,3 M Na,COs, 0,15% formalina i 0,8 uM Na,S,0;) do czasu pojawienia
si¢ prazkow produktow. Reakcje przerywano poprzez umieszczenie zelu
w 10% roztworze kwasu octowego.

Istota reakcji TRAP jest synteza produktow telomerazy rézniacych
si¢ od siebie o 6 pz. Produkty te sa syntetyzowane przez telomeraze,
a nastgpnie powielane w reakcji PCR. Sa one widoczne na 12% zelu

poliakrylamidowym w postaci ,,drabinki” (Ryc.8).
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P1-T - substrat dla telomerazy

telomeraza syntetyzuje produkty o r6znej dtugosci

Produkty te sa nas¢pnie powielane z wykorzystaniem
reakcji PCR 1 drugiego startera P2

Reakcja ta generuje produkty rdzniace si¢ od sibie o 6 pz.

Produkty te sa widoczne na zelu w postaci ,,drabinki”

Ryc.8 Schemat generowania w reakcji TRAP produktéw rézniacych si¢ o 6 pz oraz
drabinka produktéw reakcji TRAP widoczna na 12% zelu poliakrylamidowym.

W tescie TRAPeze dodatkowo widoczny byl prazek 36 pz

wewnetrznego standardu znajdujacy si¢ ponizej ,,drabinki”.
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5.6 ANALIZA STATYSTYCZNA

Analizg¢  statystyczna  wykonano przy pomocy  programu
STATISTICA (StatSoft, Polska). Znamienno$¢ statystyczna oszacowano z
wykorzystaniem dwustronnego testu Fisher’a. Roznice migdzy grupami

uznano za znamienne gdy P<0,05.

5.7 ODCZYNNIKI

AppliChem
Coomassie Briliantblau G-250

Fermentas
biatkowy wzorzec masowy

Fluka
akrylamidy (19:1)

Intergen
TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit

Kodak
klisza fotograficzna, wywolywacz, utrwalacz

Osmonics
membrana nitrocelulozowa

Sigma

akrylamidy (29:1), APS, TEMED, Trizma Base, SDS, Whatmann 3MM,
BSA, przeciwciala poliklonalne przeciw mysim i kroliczym przeciwcialom
skoniugowane z peroksydaza chrzanowa, przeciwciata monoklonalne
przeciwko B-aktynie, kwas borowy, EDTA, wzorzec masowy DNA,

Pierce
substrat do chemilumnescencji SuperSignal West Pico

Polskie Odczynniki Chemiczne

NacCl, KCl, Na,HPO,, KH,PO,4, HNO;, formalina, AgNO;, Na,COs3,
N32$203
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Roche
TeloTTAGG Telomeraze PCR ELISA

Przeciwciala przeciwko PP2Aca byly darem S.P. Prof. dr hab.
Stanistawa Zolnierowicza.
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6. WYNIKI

6.1 ANALIZA POZIOMU PP2Aca W RAKU PECHERZA
MOCZOWEGO

Na wstepie sprawdzono, czy krolicza surowica zawierajaca
przeciwciata przeciwko drozdzowej PP2Aca reaguje z ludzkim biatkiem
PP2Aca. W tym celu rozdzielono na denaturujacym zelu
poliakrylamidowym ekstrakty tkanek guzow nowotworowych pecherza
moczowego 1 tkanek otaczajacych nowotwor pozbawionych cech
nowotworowych (wycinkéw tkanek prawidtowych pecherza moczowego)
2 losowo wybranych pacjentéw, ekstrakty miesni krélika, czeSciowo
oczyszczony preparat migsni szkieletowych krolika oraz oczyszczona
rekombinowana PP2Aca nadprodukowana w drozdzach (Ryc.10).
Przeprowadzono analiz¢ western-blotting z wykorzystaniem surowicy
kroliczej skierowanej przeciwko C-terminalnemu fragmentowi PP2Aca.
Do studzienek natozono ekstrakty zawierajace po 10 pg biatka (Ryc.9).

Intensywny prazek surowicy z ekstraktami mig$ni krolika ($ciezka 1)
wynika z bardzo duzego udziatu PP2Aca w og6lnej puli biatek tej tkanki.
W tych samych warunkach rekombinowana ludzka PP2A (Sciezka 3)
migrowata z taka sama szybkoScia dajac prazek podobny do tego
z wstgpnie oczyszczonego PP2Aco z migsnia szkieletowego krélika

(Sciezka 2).
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Ryc.9 Western-blotting:

1 - ekstrakt tkankowy mig$nia poprzecznie prazkowanego krélika

2 - czg$Sciowo czyszczony preparat PP2Aca migénia poprzecznie prazkowanego krolika
3 - rekombinowane izoformy o ludzkiej katalitycznej podjednostki fosfatazy PP2A
otrzymane w drozdzach

4,6 - ekstrakty tkankowe guzéw nowotworowych pecherza moczowego

5,7- ekstrakty otaczajacych nowotwory tkanek nie wykazujacych cech nowotworowych
Do studzienek natozono proby zawierajace po 10 g biatka.

Stwierdzono pojawienie si¢ prazkow odpowiadajacych masa
czasteczkowa PP2Aco w $ciezkach w ktorych rozdzielono ekstrakty
tkankowe guzow nowotworowych pecherza moczowego (Sciezki 4 1 6) oraz
stabo widoczne prazki w S$ciezkach w ktorych rozdzielono ekstrakty
tkankowe pecherzy prawidlowych (Sciezki 5 1 7). U obydwu losowo
wybranych pacjentow stwierdzono duzo wyzszy poziom PP2Aca
w ekstraktach tkankowych guzéw nowotworowych pecherza moczowego
w stosunku do odpowiadajacych im ekstraktow tkankowych prawidlowe;j
Sciany pecherza moczowego. Wyniki te sugeruja, ze surowica krolicza
moze by¢ stosowana do analizy poziomu PP2Aca w tkankach ludzkich.

Okreslono optymalna ilo$¢ biatka, ktora nalezy uzy¢ do oznaczenia
poziomu PP2Aca wykorzystujac dowolnie wybrany ekstrakt. W badanym
ekstrakcie poziom PP2Aca byt wyzszy w tkance guza nowotworowego
w stosunku do poziomu tego biatka w wycinku tkanki prawidlowe;j
pecherza moczowego. Na denaturujacy zel poliakrylamidowy nanoszono
rozne ilosci ekstraktow, odpowiadajace 5, 10, 15 1 20 pg biatka. Wykonano
western-blotting z uzyciem kroliczej surowicy poliklonalnej przeciwko
C-terminalnemu  fragmentowi  tego  biatka.  Wyniki  analizy

densytometrycznej tego doswiadczenia przedstawiono na Ryc.10.
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E P1- nowotwor

W Pl-prawidlowy

6 1—
pecherz moczowy

ilos¢ biatka PP2A (jednostki wzgledne)
N

5ug 10ug 15ug 20ug

ilos¢ biatka na $ciezke

Ryc.10 Przyktadowe wyniki analizy densytometrycznej serii prazkdw o wzrastajacej
zawarto$ci catkowitej biatka, dla pacjenta o podwyzszonym poziomie PP2Aca
w tkance guza nowotworowego.

Wraz ze wzrostem ilosci biatka na studzienk¢ w zakresie od 5 do 20
ug poziom PP2Aca rost w ekstrakcie tkankowym guza nowotworowego
pecherza moczowego. W ekstrakcie otaczajacej guz nowotworowy tkanki
prawidtowej pecherza moczowego wzrost ten byl mniej widoczny.
Wzajemny stosunek tych poziomow (stosunek poziomu PP2Aco w guzie
do poziomu PP2Aca w tkance prawidlowej) dla rdznych ilosci natozonego
do studzienki biatka nie ulegat istotnym zmianom. Jakkolwiek wzrost ten
nie byt proporcjonalny do ilo$ci uzytego biatka.

Podobna analiz¢ przeprowadzono dla B-aktyny. Uzyskane wyniki

przedstawiono na Ryc.11.
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B Pl-nowotwor

| @Pl-prawidlowy
pecherz moczowy

ilo$¢ biatka aktyny (jednostki wzgledne)
w

5ug 10ug 15ug 20ug

ilo$¢ biatka na $ciezke

Ryc.11 Przyktadowe wyniki analizy densytometrycznej serii prazkow f-aktyny. Analize
ta przeprowadzono dla 4 réznych ilosci biatka naniesionego na studzienkg.

W przedziale od 5 pg do 20 pg catkowitego biatka surowica
przeciwko PP2Aca 1 przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko -
aktynie dawaty wiarygodne wyniki. Otrzymane wyniki sugerowaty, ze 10

ng biatka na studzienke jest iloscia optymalna.
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Pacjent A Pacjent B

Now. Praw. Now. Praw.

B-aktyna 15— ‘- -—— —

PP2Aca "b - ——_—

Ryc.12  Western-blotting ekstraktéw tkankowych 2 przyktadowych pacjentow
pokazujacy roznice poziomu PP2Aca. Rozdzielono ekstrakty tkankowe zawierajace po
10 pg biatka. Poziom PP2Aca porownywano z poziomem biatka [-aktyny.
(Now. - nowotwotwor, Praw. — prawidtowy pgcherz moczowy)

Metoda western-blottingu z uzyciem surowicy skierowanej
przeciwko C-terminalnemu fragmentowi biatka przeanalizowano materiat
pochodzacy od 54 pacjentow. Badano zarowno wycinki guza
nowotworowego, jak 1 prawidlowej $ciany pecherza moczowego.
Dla kazdego pacjenta okreslono tzw. wspotczynnik R okres$lajacy relacje
pomiedzy poziomami PP2Aca w raku i otaczajacej nowotwor tkance
prawidtowej (patrz ,Materialy 1 Metody”). Przyktadowe wyniki
przedstawiono na Ryc.12. Stwierdzono roéznice poziomu PP2Aca
u poszczegoOlnych pacjentéw. Poziom PP2Aca byl zaréwno wyzszy
(pacjent A), jak 1 nizszy (pacjent B) w guzie nowotworowym w stosunku
do poziomu PP2Aca w wycinku tkanek prawidlowego pecherza
moczowego. Obnizony poziom PP2Aca (w stosunku do kontroli)
stwierdzono w 16 (30%) guzdéw nowotworowych, zblizony
do obserwowanego w tkankach pecherza prawidtowego w 16 (30%),

natomiast podwyzszony w 22 (40%). Wyniki przedstawiono w Tabeli 5.
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Tab. 5 Poziom PP2Aca w ekstraktach rakow pecherza moczowego w stosunku do
otaczajacych tkanek prawidtowych.

Poziom PP2Aco w ekstrakcie

(w stosunku do kontroli) Charakterystyka kliniczna pacjentow

Obnizony (n=16) Ptec: 3 kobiety (19%), 13 mezczyzn (81%)
Wiek: od 50 do 77 lat (Srednia 64)
1<<R TNM: Ta-1: 7 pacjentow (44%),

T2-3-4: 8 pacjentow (56%),

N1: 2 pacjentow (12%)

G: GI: 5 pacjentow (31%),

G2-3: 11 pacjentow (69%)

Przezycia: zmarlo 2 pacjentow

Zblizony do obserwowanego | Ple¢: 6 kobiet (37%), 10 mgzczyzn (63%)
w pecherzu prawidlowym Wiek: od 34 do 78 lat (Srednia 61)

(n=16) TNM: Ta-1: 5 pacjentow (31%),
T2-3-4: 11 pacjentéw (69%),
R=1 N1: 4 pacjentow (25%)

G: GI: 6 pacjentow (37%),
G2-3: 10 pacjentdéw (63%)
Przezycia: zmarto 6 pacjentow

PodwyzZszony (n=22) Ptec¢: 4 kobiety (18%) 1 18 mezczyzn (82%)
Wiek: od 32 do 79 lat (Srednia 62)
R>>1 TNM: Ta-1: 10 pacjentéw (45%),

T2-3-4: 12 pacjentow (55%),
N1: 2 pacjentow 5 (23%)

G: G1: 7 pacjentow (32%),
G2-3: 15 pacjentow (68%)
Przezycia: zmarto 6 pacjentow

Obnizony poziom PP2Aca w raku pecherza moczowego
stwierdzono u 3 kobiet i 13 mezczyzn. Srednia wieku w tej grupie
pacjentéw wynosita 64 lata. U 7 pacjentéw guz nowotorowy byt w stadium
powierzchniowym (Ta-1), a u 8 pacjentow byl zaawansowanym
nowotworem naciekajacym (T2-3-4). Przerzuty do pojedynczych weztow
chtonnych stwierdzono u dwoéch pacjentow. Niski stopien ztosliwosci
histologicznej (G1) stwierdzono u 5, a wysoki (G2-3) u 11 pacjentow.
Do czasu zakonczenia projektu zmarto dwoch pacjentow.

Zblizony do obserwowanego w pecherzu prawidlowym poziom

PP2Aca stwierdzono w guzach nowotworowych 16 pacjentéw, 6 kobiet
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i 10 mezczyzn. Srednia wicku w tej grupie wynosita 61 lat.
Nowotwor powierzchniowy (Ta-1) stwierdzono u 5 pacjentow,
a naciekajacy (T2-3-4) u 11; przerzuty do pojedynczych weztéw chtonnych
stwierdzono u 4 pacjentdw. Niskim stopniem ztosliwosci histologicznej
(Gl) charakteryzowalo si¢ 6 nowotwordow, wysokim 9 (T2-3-4).
Do czasu zakonczenia projektu zmarto 6 pacjentow.

Podwyzszony poziom PP2Aca w tkance guza nowotworowego
stwierdzono u 22 pacjentow, 4 kobiet 1 18 megzczyzn (Srednia wieku
wyniosta 62 lata). W 10 przypadkach nowotwor byt w stadium
powierzchniowym (Ta-1), za§ w 12 w naciekajacym (T2-3-4). Przerzuty
do pojedynczych weztow chltonnych  stwierdzono u 5 pacjentow.
Niski stopien ztosliwosci histologicznej (Gl) stwierdzono w7
przypadkach, wysoki (G2-3) w 15 przypadkach. W tej podgrupie do konca
trwania projektu zmarto 6 pacjentow.

Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy wiekiem pacjenta, TNM,
stopniem ztosliwosci histologicznej, a wspotczynnikiem R (poziomem

PP2Aca).
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6.2 ANALIZA AKTYWNOSCI TELOMERAZY W RAKU PECHERZA
MOCZOWEGO

W pierwszym etapie wykonano standaryzacj¢ metody oznaczania
aktywnos$ci telomerazy w raku pgcherza moczowego stosujac rézne ilosci

biatka w reakcji TRAP ELISA (Ryc.13) z wykorzystaniem testu Roche.

E pacjent 1
1,8 +—

HE pacjent 5

absorbancja (450nm, referencyjna 690nm)

0,05 ug 0,5 ug 5 ug
ilo$¢ biatka uzyta wreakcji TRAP ELISA

Ryc.13 Zalezno$¢ aktywnos$ci telomerazy oznaczonej testem TRAP ELISA od ilosci
ekstraktu u dwoch dowolnie wybranych pacjentéw (1 1 5).

Do eksperymentu uzyto ekstraktow tkankowych — guzéw
nowotworowych pecherza moczowego pochodzacych od dwoch dowolnie
wybranych pacjentow. Dla kazdego pacjenta wykonano analiz¢ aktywnos$ci
telomerazy w raku pecherza moczowego uzywajac trzech ilosci biatka:
0,05 pg, 0,5 pg i 5 pg. Najwyzszy poziom aktywnosci telomerazy
w badanych probach stwierdzono dla 0,5 pg biatka. Przy tym samym

stezeniu biatka aktywno$¢ telomerazy byla rézna u réznych pacjentow.
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Otrzymane wyniki sugerowaly, ze 0,05 pg ekstraktu nie wystarcza
do pomiaru aktywnosci telomerazy. Uzywajac 5 ug bialtka do pomiaru
aktywnos¢ telomerazy stwierdzono w tkance guza nowotworowego
charakteryzujacego si¢ wysoka aktywnos$cia enzymu. Na podstawie
powyzszego doswiadczenia aktywno$¢ telomerazy oznaczano uzywajac
0,5 1 5 pg biatka. Stwierdzono rowniez brak zaleznosci liniowej pomigdzy
iloscia biatka uzytego w tescie, a poziomem aktywnosci telomerazy,

co moze by¢ spowodowane obecnoscia czynnikow interferujacych.

Z wykorzystaniem testu TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
(Roche Diagnostics) przeanalizowano 29 rakéw pecherza moczowego
(Tab.6), z ktorych 26 wykazalo aktywno$¢ telomerazy. Poczatkowo
aktywno$¢ oznaczano dla 0,5 1 5 pg biatka, a za wynik pozytywny uwazano
taki, w ktorym absorbancja dla co najmniej jednej (0,5 lub 5 pg) ilosci
biatka przekraczata 0,2. Sladowa aktywno$¢ telomerazy wykazywaty proby
w ktérych absorbancja przekraczata 0,1. Proby takie rozdzielone
w  elektroforezie  poliakrylamidowej 1 wybarwione  srebrem
charakteryzowaly si¢ obecnoscia ,,drabinki”, charakterystycznej dla prob
,dodatnich”. Pdzniej zrezygnowano z oznaczania aktywnosci telomerazy
w 5 pug, z uwagi na konieczno$¢ redukcji kosztow wykonywanych analiz
oraz potrzebg¢ uproszczenia testu. W przypadkach w ktorych badany
ekstrakt tkankowy wykazywat niska aktywno$¢ telomerazy dla 0,5 pg
przeprowadzano reakcje rowniez dla 5 ug biatka. Z drugiej strony nizsze
absorbancje dla 5 pug moga wynika¢ z obecno$ci w badanym ekstrakcie

tkankowym inhibitorow reakcji.
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Tab.6 Aktywnos¢ telomerazy w tkankach guzo6w nowotworowych pgcherza moczowego
oznaczana testem TeloTTAGGG Telomerase PCR ELISA (Roche Diagnostics);

no - nie 0znaczano

Telomeraza

Pacjenci

Absorbancja (450nm,

4

referencyjng 690nm)

Charakterystyka kliniczna

(Nr) 0,5ug Sug  |pacjentow
biatka/ biatka/
reakcje reakcje
Brak aktywnosci 11 0,017 0,011 |Ptec: 1 kobieta i 2 mezczyzn
telomerazy 59 0,035 no Wiek: od 61 do 79 lat
Absorbancja <0,1 60 0,021 no TNM: Ta-1: 2 pacjentow,
n=3 T2-3-4: 1 pacjent,
N1: 1 pacjent
G: Gl: 1 pacjent,
G2-3: 2 pacjentow
Przezycia: zmarto 2
pacjentow
Sladowa aktywnos¢ 2 0,103 0,121 | Plec: 1 kobieta i 1 megzczyzna
telomerazy 61 0,116 no Wiek: 32179 lat
Absorbancja TNM: Ta-1: 1 pacjent,
0,1<Abs<0,2 T2-3-4: 1 pacjent,
n=2 G. G1: 1 pacjent,

G2-3: 1 pacjent
Przezycia: wszyscy pacjenci
zyja
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Stwierdzona 1 0,132 0,767 | Pte¢: 9 kobiet (37%),
aktywnos$¢ 4 0,235 0,172 |15 mezczyzn (63%)
telomerazy 5 1,811 1,118 | Wiek: od 34 do 76 lat
n=24 7 1,051 1,175 | ($rednia 62)

8 0,364 0,244 |TNM: Ta-1: 6 pacjentow

9 0,670 0,242 |(25%)

10 1,448 2,635 | T2-3-4: 18 pacjentow (75%),

12 0,251 0,201 |N1: 6 pacjentow (25%)

13 0,237 0,026 |G: Gl: 6 pacjentéw (25%),

15 0,265 0,268 | G2-3: 18 pacjentow (75%)

16 0,066 0,403 | Przezycia: zmarto 8 pacjentow

17 0,349 0,124

18 0,034 0,309

20 >3,00 >3,00

21 >3,00 >3,00

23 >3,00 >3,00

24 1,629 1,959

25 0,642 1,248

26 >3,00 >3,00

56 0,873 no

57 0,393 no

62 1,004 no

63 1,141 no

64 0,751 no

Brak aktywnosci telomerazy stwierdzono w tkankach guzow
nowotworowych 3 pacjentow, jednej kobiety 1 dwoch mezczyzn (w wieku
od 61 do 79 lat). Nowotwory byly powierzchniowe (Ta-1) w dwoch
przypadkach, jeden nowotwoér byt naciekajacy (T2-3-4), za$§ u jednego
pacjenta stwierdzono przerzut do pojedynczego wezta chtonnego.
W  jednym przypadku nowotwdr pecherza moczowego zostal
sklasyfikowany jako dobrze zréznicowany (G1), a w dwoch pozostatych
przypadkach jako $rednio 1 stabo zréznicowany (lub anaplastyczny G2-3).
W  grupie chorych, ktérych nowotwory pecherza moczowego
nie wykazywaty aktywnosci telomerazy zmarto dwoch pacjentow.

W dwéch przypadkach badane raki pgcherza moczowego wykazaty
sladowa aktywnos$¢ telomerazy. Byly to nowotwory pochodzace od jednej
kobiety 1 jednego megzczyzny (w wieku 32 1 79 lat). Jeden nowotwor zostat

sklasyfikowany jako powierzchniowy (Ta-1), drugi jako naciekajacy
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(T2-3-4). Zaden z pacjentdw nie miat przerzutow do weztéw chlonnych.
Jeden rak pecherza moczowego byl dobrze zréznicowany (Gl),
a drugi zaliczono do grupy G2. Pacjenci zyli na dzien zakonczenia badan.

U pozostalych 24 pacjentow w tkankach guzoéw nowotworowych
pecherza moczowego stwierdzono aktywnos$¢ telomerazy. Do grupy tej
nalezy 9 kobiet 1 15 megzczyzn (Srednia wieku 62 lata). Nowotwory
zaliczono do powierzchniowych (Ta-1) w 6 przypadkach, do naciekajacych
(T2-3-4) w 18. U 6 pacjentow stwierdzono pojedyncze przerzuty
do weztéw chtonnych. Dobrze zrdéznicowane (G1) byly nowotwory
6 pacjentdw, u 18 byly $rednio, stabo zréznicowane lub anaplastyczne
(G2-3). Zmarlo o$miu pacjentow. U czgsci pacjentow (np. pacjent 15)
w obydwu stgzeniach biatka aktywno$¢ pozostawata na stosunkowo niskim
poziome, za$ u innych (np. pacjent 26) na bardzo wysokim poziomie.
U niektérych pacjentow (np. pacjent 1) aktywno$¢ telomerazy byla
wyraznie wyzsza gdy uzyto 5 ug biatka na reakcjg, u niektérych (np.
pacjent 5) byta ona wyzsza gdy uzyto 0,5 ng biatka na reakcje.

Z uwagi na problemy z zakupem testu firmy Roche wynikajace
z fuzji firm produkujacych test pozostate raki pgcherza moczowego
analizowano z wykorzystaniem testu firmy Intergen.
I tak z wykorzystaniem testu TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit
(Intergen, USA) przeanalizowano tkanki guzéw nowotworowych
27 pacjentow. Uzyskane wyniki réwniez podzielono na trzy grupy

w zalezno$ci od poziomu aktywnosci telomerazy (Tab.7).
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Tab.7 Aktywno$¢ telomerazy w tkankach rakoéw pecherza moczowego oznaczona
testem TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit.

Absorbancja (450nm, 7

Telomeraza Pacjenci referencyjnfg 690nm) Cha.rakt'erystyka kliniczna
(Nr) 0,5ug biatka/ pacjentow
reakcje
Brak aktywnosci 41 0,094 Ple¢: 2 mezezyzn
telomerazy 45 0,050 Wiek: 50177 lat
Absorbancja <0,1 TNM: Ta-1: 2 pacjentow
n=2 G: G1: 2 pacjentow
Przezycia: obydwaj pacjenci
zyja

Sladowa 27 0,143 61 letni mgzczyzna,
aktywnos¢ T2NOMO, G1, zyje
telomerazy
Absorbancja
0,1<Abs<0,15
n=1
Stwierdzona 19 0,449 Plec: 4 kobiety (17%), 20
aktywnos¢ 28 1,692 mezczyzn (83%)
telomerazy 29 2,590 Wiek: od 45 do 75 lat (srednia
n=24 30 3,195 62)

31 0,431 TNM: Ta-1: 14 pacjentow

33 2,991 (58%)

34 2,858 T2-3-4: 10 pacjentow (42%),

35 2,055 N1: 4 pacjentow (17%)

37 0,523 G: G1: 8 pacjentéw (33%),

38 0,450 G2-3: 16 pacjentow (67%)

39 0,297 Przezycia: zmarto 4 pacjentow

40 1,367

42 2,481

43 0,252

44 1,933

46 0,849

47 2,798

49 0,450

50 1,391

51 2,776

52 1,101

53 0,681

54 0,929

55 2,453

Brak aktywnosci telomerazy stwierdzono w tkankach guzéw

nowotworowych pecherza moczowego dwoch mezczyzn, w wieku 50 1 77

lat. Obydwa

nowotwory

byly powierzchniowe

(Ta-1), dobrze
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zréznicowane (Gl), bez przerzutow do weztow chtonnych. Obydwaj
pacjenci zyja.

Tkanka guza nowotworowego jednego pacjenta wykazala sladowa
aktywnos¢ telomerazy. Byt to 61 letni mezczyzna, u ktorego rak pgcherza
moczowego naciekal powierzchniowe warstwy mig§nidwki pecherza
moczowego (T2), byt dobrze zroéznicowany histologicznie (Gl),
bez przerzutdéw. Pacjent zyje.

Aktywnos¢ telomerazy w tkance guza nowotworowego pecherza
moczowego stwierdzono u 24 pacjentow: 4 kobiet 1 20 mezczyzn (Srednia
wieku wynosita 62 lata). Nowotwory byly powierzchniowe
(Ta-1) u 14  pacjentow,  naciekajace  (T2-3-4) u 10.
U 4 pacjentow stwierdzono wystgpowanie przerzutow do weziow
chtonnych. W 8 przypadkach nowotwory byty dobrze zroznicowane (G1),
w 16 $rednio, stabo zrdéznicowane lub anaplastyczne (G2-3).

W tej grupie zmarto 4 pacjentow.

Obydwa wuzyte testy naleza do tzw. testow jakosciowych,
dopuszczonych do stosowania jedynie w celach naukowych.
Otrzymane wyniki w postaci absorbancji nie moga stuzy¢ za podstawe
oceny roznic w poziomie aktywnosci telomerazy pomigdzy pacjentami.
Jest to spowodowane kilkoma problemami metodologicznymi.
Po pierwsze, nowotwor nie jest w 100% homogenna populacja komorek
nowotworowych. Przystepujac do analizy poziomu aktywnos$ci telomerazy
nie wiemy, czy w badanym wycinku komorek nowotworowych jest 100%,
czy 10%. Nawet badanie histopatologiczne nie jest w stanie odpowiedzie¢
na to pytanie, bowiem, juz 0,1 mm dalej ilo§¢ komorek nowotworowych
moze by¢ zupelnie inna. Ponadto obecno$¢ hemoglobiny w kazdym
wycinku badanego nowotworu jest zréznicowana, a co za tym idzie

w réznym stopniu bg¢dzie ona wptywaé na wiarygodnos¢ wykonywanych
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oznaczen. Zmienny osobniczo poziom czynnikéw interferujacych,
takich jak hemoglobina, dodatkowo komplikuje wykonywane analizy,
wymuszajac bardzo zindywidualizowane podej$cie do kazdego pacjenta.
Wida¢ to wyraznie, gdy poréwnujemy ze soba wyniki uzyskane w tescie
Roche, gdzie dla jednego pacjenta w dwoch réznych stezeniach biatka
uzyskujemy rézne wyniki. Gdy poziom czynnikow interferujacych byt
wysoki absorbancja byla wyzsza dla 0,5 pg biatka na reakcje TRAP.
Zaobserwowane roznice nie wplywaja jednak na ogo6lny wynik,
gdyz test ten jest testem jakoSciowym. Gdy poziom czynnikdéw
interferujacych byt niski, absorbancja byta wyzsza dla 5 pg biata na reakcjg
TRAP. Po drugie testy tak skomplikowane, bgdace potaczeniem metod
opartych na genetyce z metodami immunoenzymatycznymi z powodu
wielu etapdw analizy narazone sa na istotne przeklamania spowodowane
wielokrotnym przenoszeniem badanych prob pomigdzy naczyniami
inkubacyjnymi 1 wielokrotnym pipetowaniem roztworow. Po trzecie, z
moich obserwacji wynika, ze uzyte w obydwu testach kontrole dodatnie
wykazuja stosunkowo wysokie wahania (siggajace 0,5 jednostek
absorbancji) pomiedzy poszczegdlnymi ptytkami testow, pozostajac w
zakresie wymaganym przez producentow do uznania eksperymentu za
prawidlowo przeprowadzony. Przyczyny tego sa nieznane, jednakze
roznice takie sprawiaja, ze niewskazane jest poréwnywanie ze soba w
jakikolwiek sposob wynikow absorbancji uzyskanych na réznych ptytkach.
Nalezy mie¢ nadzieje, ze dostgpne od pewnego czasu testy reklamowane
jako ilosciowe sa pozbawione tych wad. Konieczne jest zatem bardzo
ostrozne stosowanie tych testbw, a co za tym idzie trudne bedzie

dostosowanie ich do rutynowej diagnostyki i prognostyki kliniczne;.
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Z wykorzystaniem obydwu testOow przeanalizowano tacznie
56 tkanek guzéw nowotworowych pecherza moczowego, z czego 51 na 56,
czyli 91%, wykazato co najmniej §ladowa aktywnos$¢ telomerazy (Tab.8).

Tab.8 Analiza aktywnosci telomerazy w tkankach guzow nowotworowych pecherza
moczowego

Telomeraza Pacjenci (Nr) Charakterystyka kliniczna pacjentow
Brak aktywnoSci 11, 41, 45, 59, 60 Ptec¢: 1 kobieta 1 4 mgzczyzn
telomerazy Wiek: od 50 do 79 lat

n=5 ($rednia 67)

TNM: Ta-1: 4 pacjentow,
T2-3-4: 1 pacjent,

N1: 1 pacjent

G: G1: 3 pacjentow,

G2-3: 2 pacjentow

Przezycia: zmarto 2 pacjentow

Sladowa 2,27, 61 Ple¢: 1 kobieta 1 2 mezczyzn
aktywnos¢ Wiek: od 32 do 79 lat
telomerazy TNM: Ta-1: 1 pacjent,

n=3 T2-3-4: 2 pacjentow,

N1: 0 pacjentow

G: G1: 2 pacjentow,

G2-3: 1 pacjent

Przezycia: wszyscy pacjenci zyja

Stwierdzona 1,4,5,7,8,9,10, 12, 13, | Ple¢: 13 kobiet (27%),
aktywnos¢ 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, |35 mezczyzn (73%)

telomerazy 23,24, 25, 26, 28, 29, 30, | Wiek: od 34 do 76 lat (Srednia 62)
n=48 31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, | TNM: Ta-1: 20 pacjentéw (42%),

40,42, 43,44, 46, 47, 49, | T2-3-4: 28 pacjentéw (58%),
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, |N1; 10 pacjentéw (21%)

57,62, 63, 64, G: G1: 14 pacjentow (29%),
G2-3: 34 pacjentow (71%)
Przezycia: zmarto 12 pacjentéw

Aktywnosci telomerazy nie stwierdzono w tkankach guzow
nowotworowych pecherza moczowego 5 pacjentdéw: 1 kobiety 1 4
mezezyzn (Srednia wieku 67 lat). Cztery nowotwory byly powierzchniowe
(Ta-1), jeden naciekat $ciang pecherza moczowego (T2-3-4). U jednego
pacjenta znaleziono przerzut do pojedynczego wezta chtonnego. U trzech

pacjentéw raki pecherza moczowego zostaly sklasyfikowane jako dobrze
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zrdznicowane histologicznie, a u dwoch jako $rednio, stabo zréznicowane
lub anaplastyczne (G2-3). Zmarto dwoch pacjentow.

Sladowa aktywnos¢ telomerazy w tkankach guzéw nowotworowych
pecherza moczowego stwierdzono w wycinkach pochodzacych od trzech
pacjentdw: jednej kobiety 1 dwoch mezczyzn. Nowotwor w jednym
przypadku zostat sklasyfikowany jako powierzchniowy (Ta-1), a w dwoch
jako naciekajacy (T2-3-4). Dwa raki byly w niskim stopniu zlos§liwe
histologicznie (G1), a jeden w wysokim (G2-3). Wszyscy pacjenci zyja.

Aktywno$¢  telomerazy stwierdzono w  tkankach  guzow
nowotworowych pegcherza moczowego 48 pacjentéw, 13 kobiet 1 35
mezczyzn (Srednia wieku 62 lata). Nowotwory te sklasyfikowano jako
powierzchniowe (Ta-1) u 20 pacjentéw 1 naciekajace (T2-3-4) u 28. U 10
pacjentow znaleziono pojedyncze przerzuty do weztow chlonnych.
14 Nowotwordow byto w niskim stopniu ztosliwych histologicznie (G1), za$
34 w wysokim (G2-3). Zmarto 12 pacjentow.

Nie stwierdzono zaleznoSci pomigdzy poziomem aktywnos$ci

telomerazy a parametrami klinicznymi badanych pacjentow.
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6.3 ANALIZA AKTYWNOSCI TELOMERAZY W OSADACH
KOMOREK Z MOCZU CHORYCH NA RAKA PECHERZA
MOCZOWEGO ORAZ OSOB ZDROWYCH

Wykonano pomiary aktywnosci telomerazy w osadach komorek
z moczu chorych na raka pecherza moczowego. Lizat kazdego osadu
analizowano uzywajac pigciu réznych ilosci biatka w reakcji TRAP,
aby unikna¢ z jednej strony hamowania reakcji przez sktadniki chemiczne
obecne w moczu, a z drugiej aby uzy¢ wystarczajacej ilosci ekstraktu
badanego osadu. Takie podejscie pozwala uniknaé uzyskania fatszywie
negatywnych wynikow, z wuwagi na bardzo duze rdéznice sktadu
chemicznego moczu 1 ilosci komorek w moczu pomigdzy badanymi
pacjentami.

Aktywnos¢ telomerazy stwierdzono w okoto 89%, badanych osadéw
komorek z moczu pacjentow z rakiem pegcherza moczowego.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 9.

Tab.9 Aktywno$¢ telomerazy w osadach komorek z moczu pacjentdw chorych na raka
pecherza moczowego.

Telomeraza Charakterystyka kliniczna pacjentow
Brak aktywnosci telomerazy Ple¢: 6 mezczyzn
n=6 Wiek: od 50 do 79 lat (Srednia 68)

TNM: Ta-1: 4 pacjentow,
T2-3-4; 2 pacjentow

G: G1: 4 pacjentow,

G2-3: 2 pacjentow

Przezycia: zmarlo 2 pacjentow

Sladowa aktywno$¢ telomerazy 61 letni mg¢zczyzna

n=1 T2NOMO, G1, zyje

Stwierdzona aktywnos¢ telomerazy | Plec: 12 kobiet (25%), 36 mgzczyzn (75%)
n=48 Wiek: od 32 do 84 lat (Srednia 62)

TNM: Ta-1: 23 pacjentéw (48%),
T2-3-4: 25 pacjentéw (52%),
N1: 7 pacjentow (15%)

G: G1: 16 pacjentow (33%),
(G2-3: 32 pacjentow (67%)
Przezycia: zmarto 10 pacjentow
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Aktywnosci telomerazy nie stwierdzono w osadzie komodrek z moczu
6 pacjentow, byli to mezczyzni, ktorych $redni wiek wynosit 68 lat. Zaden
z pacjentOw nie miat przerzutow. U 4 pacjentdw nowotwory pecherza
moczowego zostaly sklasyfikowane jako powierzchniowe (Ta-1), u dwoch
jako naciekajace (T2-3-4). Podobnie cztery nowotwory byly w niskim
stopniu zlos§liwe histologicznie (G1) i dwa w wysokim (G2-3). Zmarto
dwodch pacjentow.

Jeden pacjent miat §ladowa aktywnos$¢ telomerazy w osadzie
komorek z moczu. Byt to 61 letni mgzczyzna. Rak pecherza moczowego
naciekal powierzchniowe warstwy migsniowki (T2), ale byt dobrze
zroznicowany histologicznie (G1).

Aktywnos$¢ telomerazy w osadach komorek z moczu stwierdzono
u 48 pacjentow chorych na raka pecherza moczowego: 12 kobiet
1 36 megzczyzn (Sredni wiek wynosit 62 lata). Nowotwory te byly
powierzchniowe (Ta-1) u 23 pacjentow, u pozostatych 25 naciekaly glebiej
potozone warstwy pecherza moczowego (T2-3-4). U 7 pacjentow
znaleziono pojedyncze przerzuty do we¢ztoéw chltonnych. Nowotwory byty
w niskim stopniu ztosliwe histologicznie (G1) u 16 pacjentow, zas u 32 w
wysokim (G2-3). Zmarto 10 pacjentow.

Grupa pacjentow chorych na raka pecherza moczowego, w ktérych
osadach komorek z moczu nie stwierdzono aktywnosci telomerazy byta
zbyt malo liczna aby byta mozliwa jakakolwiek analiza statystyczna
zalezno$ci  pomigedzy  aktywnoscia ~ telomerazy @ w  osadzie,

a parametrami klinicznymi pacjentow.
Analogiczna analiz¢ przeprowadzono dla 11 oséb zdrowych.

W zZadnym z badanych osadéw komorek z moczu nie stwierdzono

aktywnosci telomerazy.
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6.4 POROWNANIE AKTYWNOSCI TELOMERAZY W RAKACH
PECHERZA MOCZOWEGO Z AKTYWNOSCIA TELOMERAZY
W OSADACH KOMOREK Z MOCZU

Porownano  aktywno$¢  telomerazy ~w  tkankach  guzéw
nowotworowych pecherza moczowego 1 osadach komoérek z moczu
(Tab.10). Obecnos¢ lub brak aktywnosci telomerazy w tkankach guzow
nowotworowych pecherza moczowego odpowiadata obecnosci lub brakowi
aktywnosci telomerazy w osadzie komoérek z moczu u 51 na 52 pacjentow,
dla ktorych posiadano zarowno wycinki raka pgcherza moczowego, jak 1
osad komorek z moczu, co daje zgodnos$¢ na poziomie 98%.

Tab.10 Poréwnanie aktywnosci telomerazy w tkankach rakoéw pecherza moczowego z
aktywnoscia telomerazy w osadach komoérkowych z moczu.

Aktywnosé telomerazy w osadzie komorek
Z moczu
dodatnia sladowa brak aktywnosci
Dodatnia Pacjenci nr: Pacjenci nr:
- 1,4,5,8,9,10, 12, 2,61
= g 13,15, 16, 18, 19,
N 20, 21, 24, 26, 28,
s 3 29, 30,31, 33, 34,
EE 35,37, 38, 39, 40,
23 42,43, 44, 46, 47,
2 8 49, 50, 51, 52, 53,
; &;,: 54,55, 56, 57, 62,
2= 63, 64
= ';3 Sladowa Pacjent nr 27
Brak Pacjent nr 17 Pacjenci nr:
aktywnosci 41, 45,59, 60

Dodatnia aktywno$¢ telomerazy w tkankach rakow pecherza
moczowego pokrywata si¢ z dodatnia aktywnos$cia telomerazy w osadach
komoérek z moczu w 44 przypadkach. W dwoch przypadkach sladowe;j

aktywnos$ci w tkance guza nowotworowego pegcherza moczowego
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towarzyszyta dodatnia aktywno$¢ w osadzie komorek z moczu, za§ w
jednym $ladowa aktywno$¢ w tkance guza nowotworowego pecherza
moczowego odpowiadala §ladowej aktywnos$ci w osadzie komorek z
moczu. Brak aktywnos$ci w tkance raka pecherza moczowego 1 w osadzie
komérek w moczu stwierdzono w czterech przypadkach. Tylko u pacjenta
numer 17 pomimo wystgpowania aktywnosci telomerazy w tkance guza
nowotworowego nie stwierdzono aktywno$ci telomerazy w osadzie

komorek z moczu.
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6.5 POROWNANIE POZIOMU IZOFORMY o KATALITYCZNEJ
PODJEDNOSTKI FOSFATAZY BIALEK TYPU 2A Z AKTYWNOSCIA
TELOMERAZY W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO

Aktywno$¢ telomerazy w tkankach guzéw nowotworowych pecherza
moczowego porownano ze wzglednym poziomem PP2Aca. Zestawienie
wynikow przedstawiono w tabeli 11.

Brak aktywnos$ci telomerazy przy jednoczesnym niskim poziomie
PP2Aca stwierdzono w 3 przypadkach. Byly to nowotwory pecherza
moczowego w roznym stopniu zaawansowania (dwa w stopniu TI
1 jeden T4) oraz ztosliwosci histologicznej (dwa Gl 1 jeden G3).
U jednego pacjenta (numer 59) brakowi aktywnosci telomerazy w tkance
raka towarzyszyt podwyzszony poziom PP2Aca. Nowotwor ten byl
powierzchniowy 1 dobrze zroznicowany histologicznie.

Sladowa aktywno$¢ telomerazy w tkance guza nootworowego
towarzyszyta niskiemu poziomowi PP2Aca u dwoch pacjentow chorych na
raka pecherza moczowego. Nowotwory byly naciekajace 1 S$rednio
zroznicowane. U jednego pacjenta (numer 61) sladowej aktywnosci w
tkance raka pecherza moczowego towarzyszyl podwyzszony poziom
PP2Aca. Nowotwor ten byt we wezesnym stadium rozwoju (Ta).

Aktywnos$¢ telomerazy w tkance guza nowotworowego pecherza
moczowego towarzyszyla niskiemu poziomowi PP2Aca u 11 pacjentow.
Pig¢ rakow pecherza moczowego bylo powierzchniowych, szes¢
naciekajacych. Dobrze zrdznicowane byly dwa raki pecherza moczowego,

$rednio zr6znicowane, niezréznicowane lub anaplastyczne dziewigc.
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Aktywno$¢ telomerazy w tkance raka pegcherza moczowego
z jednoczesnym podwyzszonym poziomem PP2Aca stwierdzono
u 20 pacjentow. Nowotwory u 8 pacjentéw byly powierzchniowe,
a u 12 naciekajace. Pie¢ bylo dobrze zr6znicowanych, a 15 $rednio, stabo
zrdznicowanych lub anaplastycznych.

Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy poziomem izoformy o
katalitycznej podjednostki fosfatazy typu 2A a aktywno$cia telomerazy
w raku pecherza moczowego. Nie znaleziono rOwniez zalezno$ci pomigdzy
parametrami klinicznymi pacjentow, a aktywnoscia telomeraza i poziomem

PP2Aca.
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7. DYSKUSJA

PrzejSciowonablonkowy rak pecherza moczowego powoduje
w Polsce rokrocznie ponad 2000 zgondw. Stosunkowo dlugi okres czasu
jaki uptywa od powstania ogniska nowotworowego do stwierdzenia
pierwszych objawdw klinicznych choroby oraz duze prawdopodobienstwo
powstania wznowy powoduja, 1Z nowotwoér ten jest w ostatnich latach
obiektem wzmozonego zainteresowania lekarzy praktykow 1 teoretykow.
Jak dotad znaleziono i scharakteryzowano wiele biatek, o potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym. Ich przydatnos¢ diagnostyczna
1 prognostyczna, jest caly czas badana. Do biatek tych miedzy innymi
nalezy hemoglobina, ktéra z powodu krwawienia powierzchni nowotworu
pojawia si¢ w moczu, jednak w zbyt niskim odsetku przypadkow,
aby test wykrywajacy  hemoglobing uwaza¢ za  idealny.
Od kilku lat dyskutowana jest réwniez przydatno$¢ kliniczna oznaczania
aktywnosci telomerazy. Jest to nukleoproteina jadrowa wydtuzajaca
telomery, ktorej aktywno$¢ znaleziono w okoto 85% ludzkich
nowotworow. Regulacja aktywno$ci telomerazy nie jest doktadnie
poznana. Wiadomo, ze jej aktywno$¢ jest regulowana zarOwno na poziomie
transkrypcji, epigenezy, jak 1 przez modyfikacje potranslacyjne
takie jak odwracalna fosforylacja. Telomeraza jest fosforylowana
przez kinazy biatek, giownie prze PKCo 1 PKB, za$ defosforylowana
prawdopodobnie przez PP2A.
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7.1 POZIOM PP2Aca W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO

Jednym z celéw rozprawy doktorskiej bylo okreslenie relacji
pomigdzy poziomem PP2Aco, a stopniem zaawansowania nowotworu
1 parametrami klinicznymi.

Wysoki poziom PP2Aca wplywa destabilizujaco na metabolizm
komérek, w tym na tak istotne dla homeostazy procesy jak regulacja
osmolarnos$ci 1 procesy zwiazane z podziatem komorki, a mianowicie
na mitozg 1 cytokinezg. Ponadto stwierdzono zmiany ksztattu komorki
spowodowane dezorganizacja cytoszkieletu jak 1 zmianami osmotycznymi.
Zbyt niski poziom homologéow PP2Aca wygenerowany poprzez delecje ich
genow powodowatl obnizenie przezywalno$ci, zaburzenia mitozy
1 zaburzenie integralno$ci cytoszkieletu. Wszystkie te anomalie komorkowe
sa czesto spotykane w komorkach nowotworowych, gdzie mamy
do czynienia zaréwno z deregulacja metabolizmu, jak i1 zaburzeniami
wystepujacymi  podczas podzialu komorki. Podobnie zaburzenia
osmolarnosci, jak 1 ksztalttu komorek sa powszechne w komorkach
nowotworowych.

Niewatpliwym dowodem zaangazowania PP2A w transformacje
nowotworowa jest efekt wywotywany przez specyficzne inhibitory
tej fosfatazy takie jak kwas okadejowy, czy kalikuliny.
Podanie myszom ektopowo okadejanu wywotuje transformacj¢
nowotworowa fibroblastow skory [134,135]. Réwniez mutacje wystepujace
w podjednostce strukturalnej (PR65) w nowotworach piersi, phuc,
okreznicy czy skory wskazuja na udziat tej fosfatazy w nowotworzeniu.
Postulowany jest rowniez udziat PP1 1 PP2A w regulacji angiogenezy
nowotworow. Inhibicja tych fosfataz okadejanem powodowata zwigkszona

zdolno$¢ komoérek endotelialnych do tworzenia nowych naczyn.
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Dopatruje si¢ tu mozliwosci zastosowania klinicznego syntetycznych
aktywtoréw fosfataz jako lekow antyangiogennych [136].

Na wstgpie sprawdzono, czy przeciwciata przeciwko C-koncowi
drozdzowej PP2Aca rozpoznaja ludzka forme enzymu.
Ludzka 1 drozdzowa forma PP2Aca rdznia si¢ od siebie 1 aminokwasem
W miejscu rozpoznawanym przez te przeciwciala. Roznica ta nie
spowodowata utraty przez przeciwciala zdolnosci do wiazania PP2Aca
cztowieka. Nie jest to zaskakujace, jezeli wezmiemy pod uwage bardzo
wysoki  stopien  konserwatywnos$ci  ewolucyjnej  tego  bialka,
spowodowany jego centralng rola metaboliczna. Homologia sekwencji
nukleotydowych PP2Aca migdzy tak odleglymi organizmami,
jak S. cerevisiae 1 cztowiek sigga 86% [116]. Spodziewac si¢ zatem mozna
rownie wysokiej homologii struktur biatkowych wyzszego rzedu,
a wigc podobienstw epitopow. Koniec N-terminalny drozdzowej PP2A
jest homologiczny z koncem N-terminalnym formy cztowieka.

Nastgpnie analizie poddano wycinki tkanek raka pecherza
moczowego oraz tkanek prawidtowej S$ciany pegcherza moczowego
pochodzace od 54 pacjentéw. Tkanki prawidtowe byly pobierane w celu
uzyskania odnos$nika podstawowej ekspresji biatek, a doktadnie
podstawowego poziomu biatka B-aktyny, bedacej standardem ilosciowym
w badaniach zmian poziomu biatek obejmujacych rowniez pecherz
moczowy [112-115]. Stwierdzono, ze w okoto 30% badanych nowotwordéw
poziom PP2Aca byt obnizony, za§ w okoto 40% podwyzszony w stosunku
do poziomu PP2Aca w wycinkach tkanek prawidtlowego pecherza
moczowego. Poziom PP2Aca nie byt w zadnym stopniu zwiazany z plcia 1
wiekiem pacjentow, oraz stopniami zaawansowania nowotworu (Tab.5).

Jednym ze sposobow regulacji aktywnos$ci holoenzymu PP2Aca jest

regulacja poziomu biatka PP2Aca. Poziom PP2Aca jest w komoérkach
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w pewnym stopniu kontrolowany, czego dowodza nieudane proby
nadprodukcji  tej podjednostki w roznych systemach zarowno
prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Wprowadzenie do komorki wielu
kopii genu nie powodowalo wzrostu poziomu biatka w liniach
komérkowych [117]. Wystepowaly jednak roznice ilosciowe pomiedzy
klonami z pojedyncza kopia kasety ekspresyjnej, a klonami z wieloma
kasetami. Stwierdzono réwniez rdéznice w poziomie uzyskiwanego biatka
pomigdzy roéznymi szczepami drozdzy, co moze by¢ spowodowane
roznicami  genetycznymi  pomiedzy  tymi  szczepami  [118].
Podobne prace prowadzone na komorkach ludzkich NIH/3T3 wykazaty
blisko 60% wzrost ekspresji PP2Aca. Uzyto wektora do ktérego
wklonowano kasete ekspresyjna ztozona z genu podjednostki katalitycznej
oraz bardzo silnego promotora MLV pochodzacego z wirusa mysiej
leukemii Moloney’a. W badaniach tych nie stwierdzono rdéznic w ekspresji
PP2A pomigdzy poszczegdlnymi klonami [117]. Wartym podkreslenia
jest fakt, ze wigkszos¢ nowotworow jest klonalna.
Obserwowane réznice poziomu PP2Aca w nowotworach poszczegolnych
pacjentdw moga zatem wynika¢ z roéznic pomigdzy klonami komorek
tego samego typu nowotworu.

Uwaza si¢, ze PP2A ma zdolno$¢ kontrolowania wtasnej translacji
poprzez defosforylacj¢ czynnika elongacyjnego EF-2 (ang.: Elongation
Factor 2), podjednostek a 1 B czynnika inicjacyjnego translacji 2 TIF2a
1 TIF2PB (ang.: Translation Initiation Factor 2 « and p) oraz wigzanie
translacyjnego czynnika uwalniajacego RF1 (ang.: Releasing Factor 1)
[119-123]. Wplyw PP2A na wtlasng translacje poprzez wyzej wymienione
biatka jest jednak zagadnieniem spornym gdyz w transkrypcie PP2Aca
nie znaleziono sekwencji regulatorowych, na ktoére wptywaja wyzej
wymienione biatka [124]. Wydaje si¢ wigc, ze autoregulacja PP2A jest

procesem daleko bardziej zlozonym, bezsporne jest jednak,
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ze wahania poziomu mRNA PP2Aca nie powoduja zmian ilosci biatka
[125].

Zaobserwowany przeze mnie brak relacji pomigdzy poziomem
PP2Aca a parametrami klinicznymi moze dowodzi¢ roéznorodnosci
metabolicznej badanych nowotworéow pecherza moczowego nie zwigzanej
ze stopniem zaawansowania nowotworu. Nie mozna jednak wykluczyc,
ze poziom ekspresji PP2Aco nie jest $cisle zwiazany z aktywnoscia
holoenzymu. Ta bowiem =zalezy od asocjacji z podjednostkami
regulacyjnymi, jak réwniez od fosforylacji 1 metylacji podjednostek
[126-129]. Jednak jest to zagadnienie bardzo stabo poznane. Stabo poznane
sa relacje pomiedzy typami podjednostek PP2Aca, a modyfikacjami,
ktorym one ulegaja [130-132]. Dodatkowa trudnoscia jest zmiana
lokalizacji oraz asocjacji holoenzymu ze strukturami komorkowymi
powodowana przez zmiany struktury 1 modyfikacje holoenzymu.
Dos¢ powiedzie¢, ze czesta modyfikacja PP2Ac jaka jest
karboksymetylacja leucyny wystepujacej na C-koncu tego biatka zmienia
si¢ wraz z progresja cyklu komorkowego, zmniejszajac 1 zwigkszajac
aktywno$¢ biatka oraz wplywajac na jego lokalizacj¢ subkomorkowa
[130,133]. Komoérki nowotworowe ludzkiego guza nie stanowia hodowli

komoérek synchronicznie rosnacych i dzielacych sig.
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72 AKTYWNOSC TELOMERAZY W RAKACH PECHERZA
MOCZOWEGO ORAZ W OSADACH KOMOREK Z MOCZU
CHORYCH NA RAKA PECHERZA MOCZOWEGO 1 OSOB
ZDROWYCH

Analizg aktywnosci telomerazy w tkankach guzow nowotworowych
wykonano przy uzyciu dwoch jakosciowych testow komercyjnych
(TeloTAGGG  telomerase = PCR  ELISA, Roche Diagnostics;
TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit, Intergen), opierajacych si¢
na tych samych podstawach teoretycznych: wydtuzeniu przez telomeraze
sztucznego substratu imitujacego telomer, amplifikacje otrzymanego
produktu przy wykorzystaniu reakcji tancuchowej polimerazy oraz detekcje
immunoenzymatyczng produktow PCR. W analizie osadu komorek
z moczu test immunoenzymatyczny byt zastapiony przez detekcje
(barwienie srebrem) produktow w elektroforezie poliakrylamidowe;.
Analiza rakow byla prowadzona poczatkowo dla rdéznych stgzen biatka
ekstraktu. Analiza moczu byta wykonywana dla 5 stezen biatka ekstraktu
osadu komorek z moczu, co spowodowane bylo wystgpowaniem
interferencji pomigdzy wykonywana reakcja tancuchowa polimerazy,
a biatkami (hemoglobina pochodzaca z krwawiacej powierzchni raka)
1 zwiazkami  niskoczasteczkowymi  wystepujacymi w  moczu.
Wedhug pis§miennictwa aktywnos¢ telomerazy w osadach komorek z moczu
byla stwierdzana u od 7% do 85% badanych pacjentow.
Tak duze rozbiezno$ci spowodowane byly prawdopodobnie réznicami
w sposobie przechowywania 1 dalszego przygotowywania do analizy osadu
komoérek z moczu [137,138]. Uzywana w komercyjnym tescie polimeraza
Taq jest wrazliwa na obecna w moczu chorych hemoglobing oraz mocznik,

co w istotny sposob utrudnia prowadzenie analiz. Z uwagi na ciagte
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krwawienie, czgsto masowe, powierzchni raka pgcherza hemoglobina
wystepuje w moczu cze¢sto w duzych ilosciach. Arai 1 wsp. [139]
przeprowadzili eksperyment w ktorym dodali hemoglobing do moczu
z aktywna telomeraza 1 stwierdzili bardzo duze obnizenie wydajnosci
reakcji TRAP  skorelowane z 1iloscia dodanej hemoglobiny.
Obfitos¢ krwawienia raka pecherza moczowego jest cecha osobniczo
zmienng 1 nie zalezy od stopnia zaawansowania nowotworu, co sprawia,
ze osad komoérek z moczu musi by¢ starannie przeplukany,
za$ sama analiza powinna by¢ przeprowadzana dla kilku stezen biatka
(ekstraktu osadu komorek z moczu), aby unikna¢ interferujacego wplywu
zbyt wysokich ilosci hemoglobiny. Problem ten mozna by z latwoscia
obejs¢ przez wuzycie polimerazy niewrazliwej na hemoglobing.
Producenci testow nie przewidzieli jednak, ze badany material moze ja
zawiera¢ w hamujacych reakcje ilosciach. Dodatkowym problemem jest
szybka inaktywacja telomerazy w moczu. Spowodowato to koniecznos¢
zoptymalizowania sposobu przewozu i przygotowania moczu do analizy.
Decydujaca role odgrywa czas i1 temperatura w jakiej transportowany jest
pobrany mocz. Niewskazane jest rowniez wielokrotne rozmrazanie osadu
komorek z moczu, gdyz powoduje to obnizenie aktywnos$ci telomerazy.
Nalezy zatem wykonywaé reakcje TRAP z wykorzystaniem $wiezo
przygotowanego, badz tez tylko jednokrotnie zamrozonego ekstraktu.
Arai 1 wsp. [139] rowniez zaobserwowali bardzo szybkie obnizenie
aktywnosci telomerazy w moczu przechowywanym w temperaturze
pokojowej, 37°C oraz ,wymrazanie” aktywnos$ci. Ma to oczywiscie
kolosalny wplyw na potencjalne zastosowanie diagnostyczne tego testu,
gdyz wymagatoby istotnych zmian w rutynowym sposobie postgpowania
z moczem w laboratoriach diagnostycznych. Do dodatkowych czynnikow
generujacych wyniki falszywie negatywne zalicza si¢ réwniez obecne

w moczu proteazy, mocznik, sole oraz pH moczu, ktére moze ulegaé
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duzym wahaniom. Wszystkie te czynniki moga hamowa¢ aktywnos¢
telomerazy, jak i interferowa¢ w wykonywany test, szczeg6lnie na etapie
reakcji tancuchowej polimerazy [140,141].

Przeanalizowano 56 tkanek rakow pecherza moczowego, z ktorych
okoto 91% wykazato aktywnos$¢ telomerazy. Otrzymane rezultaty pozostaja
w zgodzie z danymi z piSmiennictwa. W przewazajacej wigkszosci prac
aktywnos$¢ telomerazy stwierdza si¢ w 80-90% badanych tkanek rakow
pecherza moczowego [142-145]. Aktywno$¢ telomerazy wykazywaty
zarOwno nowotwory we wczesnych, jak 1 w poéznych stadiach rozwoju,
co moze s$wiadczy¢ o potencjalnej przydatnosci klinicznej badania
aktywnosci telomerazy w tkankach pobranych z wczesnych zmian pgcherza
moczowego. Wykrywanie zmian nowotworowych §ciany pecherza
moczowego wiaze si¢ z wykonaniem zabiegu cystoskopii 1 ewentualnym
pobraniem  fragmentu tkanki do badania  histopatologicznego,
co stanowi duzy dyskomfort dla pacjenta. Dodatkowym problemem jest
rowniez subiektywno$¢ oceny stanu Sciany pecherza oraz trudnos¢
W ocenie wystegpowania wczesnych zmian, w bardzo niskim stopniu
odroznicowanych. Podczas cystoskopii pobierana jest rowniez tkanka
do badania histopatologicznego. Problemem moze okaza¢ si¢ pobranie
do badania tkanki prawidlowej, zamiast stabo odréznicowane;j
nowotworowej, znajdujacej si¢ klika centymetrow dalej, badz tez
wystgpowanie zmiany wieloogniskowej, czestej w przypadku raka
pecherza moczowego. Mozliwe jest zatem wybranie przez lekarza
do analizy niekoniecznie najbardziej zaawansowanej zmiany.
W tym wypadku wydaje si¢ konieczno$¢ uzycia osadu komorek z moczu
jako materialu diagnostycznego, co mogloby poprawi¢ komfort pacjenta
oraz trafno$¢ diagnozy.

Standardem badania moczu jest cytologia, oparta na mikroskopowe;j

ocenie obecnych w moczu zluszczonych komodrek nablonkowych,
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wsrod ktorych moga znalezé si¢ ztuszczone komdrki nowotworowe [146].
Metodzie tej zarzuca si¢ subiektywizm oceny [147,148], oraz czgste nie
rozpoznawanie wczesnych, stabo odroznicowanych zmian
nowotworowych, uwalniajacych stosunkowo mato komorek
[147,149,150]. Istnieje potrzeba wprowadzenia testu uzupelniajacego,
ktory moglby poprawi¢ czutos¢, a co za tym idzie, w dalszej perspektywie,
przezywalno$¢  pacjentow. Jednym z  proponowanych  testow
uzupetniajacych  moze  by¢  badanie  aktywnosci  telomerazy,
ktora mogtaby sta¢ si¢ przydatnym narzg¢dziem diagnostycznym.

Aktywnos$¢ telomerazy wykazano w osadzie komorek z moczu
49 na 55 pacjentdw (89%). Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy stopniem
zawansowania choroby, oraz innymi parametrami klinicznymi,
a obecnoscia aktywnos$ci telomerazy, co moze $wiadczy¢ o niewielkiej
przydatnosci prognostycznej testu. Wartos¢ diagnostyczna jest jednak
wysoka, gdyz nie stwierdzono aktywno$ci telomerazy w Zadnym
z badanych osadow komorek z moczu osob zdrowych.

Ocena aktywnosci telomerazy w moczu pokrywata si¢ z ocena
aktywno$ci telomerazy w tkance guza nowotworowgo w 98%.
Jeden pacjent wykazat aktywnos¢ telomerazy w tkance, ktéra nie znalazia
swego  odzwierciedlenia ~w  osadzie  komérek  z  moczu.
Moze by¢ to spowodowane zardwno inaktywacja telomerazy,
jak 1 polimerazy Taq. We wczes$niejszych badaniach aktywnosci
telomerazy w osadach komorek z moczu z uzyciem testu TRAP aktywnos¢
ta oscyluje od bardzo niskich 7% do 85% [137,138], ze specyficznoscia
ponad 95% [139, 151-153]. Istotne jest, ze aktywno$¢ telomerazy zostata
wykryta w 88% osadow komoérek z moczu pacjentow z wczesnymi
zmianami nowotworowymi, co wskazuje na bardzo duza czuto$¢ tego testu

(Tab.13) nawet w trudnych dla cytologa przypadkach. Swiadczy to o duzej
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potencjalnej przydatnosci klinicznej wykonywania analizy aktywnosci
telomerazy.

Nie mozna jednak zapomnie¢ o mozliwosci generowania falszywie
pozytywnych wynikow. Moze by¢ to skutkiem obecnosci w moczu
aktywowanych limfocytow.

Aktywacja limfocytow moze by¢ spowodowana zaréwno przez
proces nowotworowy jak 1 stan zapalny pecherza moczowego [157].
Analiza markera molekularnego takiego jak telomeraza, moglaby jednak
zawezi¢ grupg pacjentow, ktorych nalezatoby podda¢ cystoskopii.
Zagadnienie to wymaga jednak dalszych badan.

Badanie przesiewowe calej populacji pod katem wystgpowania
aktywno$ci telomerazy w moczu z pewnos$cia generowatyby bardzo
wysokie koszty. Wydaje si¢ jednak, ze przesiewowa analiza osadow
komorek z moczu oso6b narazonych na kancerogeny, takie jak sktadniki
dymu papierosowego czy aminy aromatyczne moglaby przyczynié si¢
do poprawienia efektywnosci wczesnej diagnostyki, zwigkszenia komfortu
zycia 1 przezywalno$ci pacjentow. Sprawa dyskusyjna moze pozostaé
relacja kosztow diagnostyki przesiewowej 1 leczenia pdzno wykrytego,

zaawansowancgo raka.
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73 POROWNANIE POZIOMU PP2Aco. Z AKTYWNOSCIA
TELOMERAZY W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO

Zestawiono ze soba aktywno$¢ telomerazy 1 poziom fosfatazy
PP2Aca dla 54 pacjentow. W grupie pacjentow, w tkankach
nowotworowych ktorych nie stwierdzono aktywnosci telomerazy, znalazto
si¢ trzech pacjentdw o obnizonym i jeden o podwyzszonym poziomie
PP2A (u jednego pacjenta poziom PP2Aca byl zblizony do
obserwowanego w wycinku pecherza prawidtowego). W grupie pacjentow,
w ktorych tkankach guzow nowotworowych stwierdzono aktywnos$¢
telomerazy obnizony poziom PP2A w tkance guza nowotworowego miato
13 pacjentow, zblizony do obserwowanego w tkance pegcherza
prawidtowego 15, za$ podwyzszony 21. Wyniki te nie wskazuja
na istnienie zalezno$ci pomiedzy aktywnos$cia telomerazy, a poziomem
biatka PP2A.

Zwiazek telomerazy z PP2A zostal zaproponowany przez Li 1 wsp.
w roku 1997 [106]. Zespdt ten wykonat doswiadczenia na komoérkach linii
nowotworu sutka PMC42. Komorki te wykazywaty aktywnos¢ telomerazy.
Aktywnos$¢ telomerazy obnizata si¢ w trakcie inkubacji z podana do ptynu
inkubacyjnego PP2A, nie byla za§ podatna na dziatanie innych fosfataz
(PP1 1 PP2B). Dodanie do uktadu inhibitora PP2A (kwasu okadejowego)
znosito dziatanie fosfatazy 1 aktywowalo telomerazg. Stymulacj¢ t¢ mozna
thumaczy¢ posrednia inhibicja PP2A. Autorzy nie wykluczali interakcji
PP2A =z sama telomeraza, lecz dopuszczali réwniez ewentualno$é
oddziatywania fosfatazy =z bialkami regulatorowymi telomerazy.
Inny zespot wykonal eksperymenty w ktérych indukowal apoptoze
komérek HL-60 za pomoca salwicyny, leku przeciwnowotworowego
naturalnego pochodzenia. W komorkach tych wraz ze wzrostem st¢zenia

salwicyny wzrastata aktywno$¢ PP2A 1 obnizatla si¢ aktywno$¢ telomerazy,
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za$ dodanie do uktadu okadejanu spowodowato zahamowanie apoptozy
1 wzrost aktywno$ci telomerazy. Autorzy tej pracy wskazywali
na mozliwo$¢ posredniej inaktywacji telomerazy za posrednictwem biatka
regulatorowego TP1 (ang.: TP1 - Telomerase-associated Protein 1) [158].

Zmiany ilosci podjednostki katalitycznej o nie musza jednak
odzwierciedla¢ aktywnos$ci fosfatazy. Aktywno$¢ ta zalezy rowniez
od kompozycji powstalego holoenzymu, jego lokalizacji subkomorkowe)
oraz modyfikacji potranslacyjnych. Ekspresja PP2Aco zmienia si¢ takze
wraz ze stopniem zroznicowania tkanki. W komodrkach HL-60
traktowanych stymulatorem roznicowania jakim jest dla tych komorek
kwas all-trans retinojowy ATRA (ang.: All-Trans Retinoic Acid)
stwierdzono obnizenie poziomu tylko PP2Aca, bez zmiany poziomu
podjednostek strukturalnych i regulatorowych [159].

Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ dostepnego do badan materiatu
niemozliwa byla ocena aktywnosci PP2A, za$ ekspresja podjednostki
regulatorowej nie byta skorelowana =z aktywno$cia telomerazy.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze wczesniejsze badania nie byly wykonywane
na wycinkach nowotworéw, lecz na lintach komorkowych
wyprowadzonych z zupelie innych pod wzgledem zaréwno genezy,
jak 1 rozwoju nowotwordéw. Ponadto poziom PP2Aca nie musi
odzwierciedla¢ aktywnosci PP2A. Wahania poziomu PP2Aca moga
wskazywa¢ na  wysoka heterogenno$¢ metaboliczna  badanych
nowotwordéw. Zmiany wystepujace u pacjentow moga si¢ od siebie roznic,
wystarczy ~ wspomnie¢  rdézna  suplementacj¢ guza w tlen.
Podobnie  lity nowotwér nie  jest hodowla  synchroniczna,
w ktorej wszystkie komorki pozostaja na tym samym etapie rozwoju,
co dodatkowo komplikuje interpretacje¢ otrzymanych wynikow.
W wielu nowotworach wykazano réwniez wysoka ekspresj¢ inhibitora

PP2A 1-2""**/SET, ktory blokujac PP2A powodowat zniesienie wygaszania
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kaskad kinaz mitogennych MAP 1 promowal proliferacj¢ komorek.
Jego ekspresja dodatkowo wpltywa na aktywnos¢ holoenzymu PP2A [160].

Poziom PP2Aca moze wplywa¢ na podatnos¢ komorek
na transformacje¢ nowotworowa. Komorki NIH/3T3  w  ktorych
nadprodukowano PP2Aco transformowane nastgpnie konstruktami
kodujacymi geny Ha-ras lub PymT miaty zredukowana zdolno$¢ tworzenia
kolonii. Mniejsza ilo$¢ kolonii klonow z podwyzszona ekspresja PP2A
po transformacji Ha-ras potwierdza tez¢ o udziale PP2A w regulacji
kaskady mitogennej MAP. Ponadto w niektorych koloniach wykazano
niezwykle wysoka nadekspresj¢ PP2A [161], co przeczy doniesieniom
o bardzo Scistej kontroli promotora PP2Aca. Ja rowniez zaobserwowalam
wielokrotnie podwyzszony poziom PP2Aca w niektorych rakach pgcherza
moczowego. Wykazano réwniez wplyw PP2A na angiogenezg, biatko
to bowiem wplywa na migracje komorek endotelialnych poprzez
utrzymywanie integralno$ci cytoszkieletu. Blokada PP2A powoduje
odroznicowanie morfologiczne komoérek spowodowane degradacja
cytoszkieletu [136]. Nie znaleziono jak dotad mutacji w genie PP2Aca.
Znaleziono mutacje w  podjednostce strukturalnej, ktore stwierdzano
w raku plic 1 okreznicy oraz wielu innych nowotworach.
Mutacje te sa réznego typu od delecji przez mutacje punktowe, mutacje
zmiany ramki odczytu az do mutacji zmieniajacych wilasciwosci
splicingowe powstatych transkryptow [162-164]. Nie jest jednak jasne
w jaki sposob mutacje te zwigkszaja panel mozliwosci regulacji aktywnosci
holoenzymu PP2A. Wykazano, ze czesto$¢ 1 typ mutacji podjednostki
strukturalnej znalezionych w raku jajnika, nie r6znily si¢ istotnie
od podobnych zmian obserwowanych w grupie kontrolnej zdrowych
kobiet. Tak wigc mutacje podjednostki regulatorowej nie musza by¢

zwiazane z transformacja nowotworowa [165].
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Fosfataza biatek typu 2A jest enzymem, na ktérego aktywnos$¢
wpltywa wiele, stabo poznanych czynnikow komoérkowych, takich jak sktad
holoenzymu, jego lokalizacja  Srodkomdérkowa 1 modyfikacje,
jak rowniez inhibitory 1 modulatory aktywnos$ci. Nie sa poznane wzajemne
relacje iloSciowe 1 interakcje migdzy tymi czynnikami w organizmie
cztowieka jako catosci 1 z pewnos$cia temat ten wart jest szczegotowych
badan. Moze si¢ on przyczyni¢ zaréwno do glgbszego poznania
metabolizmu, jak i1 stworzy¢ nowe mozliwosci oddzialywania na stany
patologiczne takie jak nowotwory. Na obecnym etapie mozna jedynie
hipotetyzowa¢ na temat modulacji wptywu PP2A in vivo na tak
podstawowe szlaki sygnalizacyjne jak kinazy MAP, biatko Rb,
czy aktywno$¢ telomerazy.

Badana przeze mnie aktywno$¢ telomerazy w osadach komorek
z moczu chorych na raka pgcherza moczowego wydaje si¢ by¢ obiecujaca,
szczegblnie jesli uswiadomimy sobie, ze mocz jest duzo tatwiejszym
do pobrania materiatem badawczym, niz krew. Latwy dostep,
oraz mozliwo$¢ pozyskania duzych ilosci moczu dobrze rokuja wszelkim
testom opartym na analizie moczu 1 osadow komorek z moczu.
Analiza aktywno$ci telomerazy w osadach komorek z moczu chorych
na raka pecherza moczowego w skali laboratorium przyszpitalnego bytaby
z pewnoscia trudna do realizacji, ale moglaby przynies¢ bardzo dobre

rezultaty diagnostyczne.
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8. WNIOSKI

Poziom PP2Aca w wycinkach prawidtowych tkanek pecherza

moczowego jest zmienny osobniczo.

Poziom PP2Aca jest rowniez rozny w badanych tkankach guzow
nowotworowych pecherza moczowego. Roznice te nie sa zwiazane
zarOWno ze stopniem zaawansowania nowotworu, stopniem ztosliwosci

histologicznej, jak 1 plcia 1 wiekiem pacjentow.

Nie stwierdzono aktywnosci telomerazy w osadach komorek

z moczu 0séb zdrowych.

Aktywnos¢ telomerazy stwierdzono w 91% tkanek rakéw pecherza
moczowego, oraz w 89% osadow komorek z moczu pochodzacych

od pacjentéw z udokumentowanym rakiem pecherza moczowego.

Nie stwierdzono =zaleznosci pomigdzy poziomem PP2Aca

a aktywno$cia telomerazy w tkankach guzéw nowotworowych.
Aktywnos$¢ telomerazy w osadach komoérek z moczu moze stanowic

przydatny test diagnostyczny w przejsciowonabtonkowym raku pecherza

moczowego, szczegolnie w przypadkach watpliwych diagnostycznie.
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