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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

 

APS              siarczan amonu 

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

                     -1- propanu 

EF-2             czynnik elongacyjny 2 

ELISA          test immunoenzymatyczny  

G                   stopie  z o liwo ci histologicznej nowotworu  

hTEP1          ludzkie bia ko zwi zane z telomeraz  1 

hTERT         ludzka bia kowa sk adowa telomerazy o aktywno ci  

                     odwrotnej transkrypatazy 

hTR              ludzka rybonukleinowa sk adowa telomerazy  

MAPK          kinaza aktywowana przez mitoz   

PBS              bufor fosforanowy 

PCR              reakcja a cuchowa polimerazy  

PKB/Akt      kinaza bia kowa B 

PKC            kinaza bia kowa C, izoforma  

PP1 1            fosfataza bia kowa 1, izoforma 1   

PP2A            fosfataza bia ek 2A 

PP2Ac         izoforma  podjednostki katalitycznej fosfatazy bia ek 2A 

POT1            bia ko telomerów 1 

PR65             podjednostka strukturalna PP2A  

RF1               translacyjny czynnik uwalniaj cy  

TBE              bufor boranowy 

TCC              przej ciowonab onkowy rak p cherza moczowego  

TEMED        N,N,N’,N’-tetrametyloetylodiamina  

TIF2             podjednostka  czynnika inicjacyjnego translacji 2  

TIF2             podjednostka  czynnika inicjacyjnego translacji 2 
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TIN2             bia ko wchodz ce w interakcj  z czynnikiem TRF1 

TMB             3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna 

TNM            stopie  zaawansowania klinicznego nowotworu  

TP1               bia ko zwi zane z telomerami 1 

TRAP           reakcja powielania powtórze  telomerowych 

TRF1            bia ko wi ce si  z powtórzeniami telomerowymi 1 

TRF2            bia ko wi ce si  z powtórzeniami telomerowymi 2 

SDS              dodecylosiarczan sodu 
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2. STRESZCZENIE 
 

Pierwszym celem rozprawy doktorskiej by a ocena relacji pomi dzy 

poziomem katalitycznej podjednostki fosfatazy bia ek typu PP2A w 

przej ciowonab onkowym raku p cherza moczowego a stopniem 

zaawansowania nowotworu. Fosfataza bia ek typu 2A jest enzymem 

zaanga owanym w szereg procesów komórkowych, od regulacji replikacji 

po regulacj  metabolizmu, przez rearan acj  cytoszkieletu i morfogenez , 

co sugeruje e aktywno  PP2A mo e ulega  zmianie w komórkach 

nowotworowych. Jest to enzym z o ony z wielu podjednostek 

wyst puj cych w wielu izoformach i kombinacjach. Ka dy typ powsta ego 

holoenzymu ma charakterystyczny poziom aktywno ci, specyficzno  

substratow  oraz jest w ró ny sposób regulowany. Za o y am, e 

podstawowym parametrem b dzie oceniany z wykorzystaniem metody 

Western-blotting poziom dominuj cej ilo ciowo podjednostki katalitycznej 

PP2Ac . Stwierdzi am, e poziom PP2Ac  w raku p cherza moczowego 

uleg  obni eniu u 30% pacjentów (w stosunku do kontroli). Poziom ten 

by o podwy szony u 40% pacjentów, za  nie zmieni  si  u 30%. 

Drugim celem rozprawy doktorskiej by a ocena relacji pomi dzy 

poziomem katalitycznej podjednostki PP2A a aktywno ci  telomerazy      

w raku p cherza moczowego. Telomeraza jest rybonukleoprotein  j drow  

odpowiedzialn  za odbudowywanie traconych wraz z ka dym podzia em 

komórkowym ko ców chromosomów zwanych telomerami. Jest to enzym 

z o ony z cz ci bia kowej o funkcji katalitycznej, oraz sk adowej 

rybonukleinowej b d cej dla niej matryc . Podstawow  funkcj  telomerów 

jest ochrona informacji genetycznej przed nukleazami. Stopniowe 

skracanie telomerów stanowi zegar komórkowy. Komórka mo e ulec 

okre lonej ilo ci podzia ów do momentu gdy telomery zostan  

zdegradowane. Gdy to nast pi komórka umiera mierci  apoptotyczn .      
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U zdrowego, doros ego cz owieka telomeraza jest aktywna tylko                

w komórkach pnia i aktywowanych limfocytach. Aktywno  telomerazy 

jest charakterystyczna dla komórek nowotworowych, co mo e by  

wykorzystywane zarówno w diagnostyce, jak i terapii nowotworów. 

Aktywno  telomerazy jest regulowana g ównie na poziomie ekspresji 

genu. Na podstawie wyników bada  na liniach komórkowych 

zaproponowano model regulacji aktywno ci telomerazy przez odwracaln  

fosforylacj . W modelu tym telomeraza ma by  aktywowana przez kinazy 

bia ek C i B/Akt, za  inaktywowana przez fosfataz  bia ek typu 2A 

(PP2A). Aktywno  telomerazy w tych samych tkankach guzów 

nowotworowych oznaczano metod  TRAP ELISA. Metoda ta oparta jest na 

wyd u aniu przez telomeraz  sztucznego substratu, powielaniu powsta ego 

produktu w a cuchowej reakcji polimerazy, a nast pnie wykrywaniu 

produktów PCR. Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy poziomem PP2Ac                  

a aktywno ci  telomerazy w raku p cherza moczowego. Mo e to 

wiadczy  b d  o braku wp ywu PP2A na aktywno  telomerazy, b d  te  

o braku relacji pomi dzy aktywno ci  holoenzymu PP2A a poziomem 

podjednostki katalitycznej tego holoenzymu. 

Trzecim celem projektu by a ocena przydatno ci klinicznej 

oznaczania aktywno ci telomerazy w osadzie komórek z moczu chorych na 

przej ciowonab onkowego raka p cherza moczowego. Komórki raka 

p cherza moczowego z uszczaj  si  do jego wiat a i s  wydalane z 

moczem. Jedn  ze standardowych metod wykrywania raka p cherza 

moczowego jest badanie mikroskopowe osadu z moczu (inaczej cytologia 

moczu). Zwi kszone z uszczanie si  komórek jest obserwowane 

szczególnie w zaawansowanych stadiach nowotworu. Szuka si  zatem 

metod, które umo liwi yby wczesne i nieinwazyjne wykrywanie zmian 

nowotworowych. Jednym z potencjalnie u ytecznych testów mo e by  

badanie aktywno ci telomerazy w osadzie komórek z moczu.    
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Stwierdzi am, e aktywno  telomerazy w raku p cherza moczowego 

znajduje swoje odzwierciedlenie w aktywno ci telomerazy w osadzie 

komórek z moczu u 98% badanych pacjentów. Analiza zarówno tkanek 

guzów nowotworowych p cherza moczowego, jak i osadu komórek z 

moczu wykaza a, e oznaczanie aktywno ci telomerazy w osadzie komórek 

z moczu chorych na raka p cherza moczowego jest metod  czu  i 

specyficzn . Nie stwierdzi am aktywno ci telomerazy w osadach komórek 

z moczu osób zdrowych, co dodatkowo potwierdza przydatno  

diagnostyczn  badania aktywno ci telomerazy. W wietle uzyskanych 

wyników wydaje si  e badanie aktywno ci telomerazy mo e sta  si  

doskona ym uzupe nieniem standardowych metod diagnostycznych, 

przyczyniaj c si  do wczesnego wykrywania raka p cherza moczowego. 

Metoda ta nie jest przydatna do oceny stopnia zaawansowania zmian 

nowotworowych, gdy  telomeraza jest aktywna w osadach komórek            

z moczu pochodz cych od pacjentów z ró nymi etapami zaawansowania 

nowotworu. Zastosowane przeze mnie testy s u ce do oceny aktywno ci 

telomerazy s  testami jako ciowymi. Zarówno dost pne w ostatnim czasie 

testy ilo ciowe, jak i pojawienie si  w przysz o ci testu oceniaj cego 

aktywno  telomerazy opartego na zupe nie innej metodzie mog yby 

umo liwi  ocen  stopnia zaawansowania nowotworu w oparciu o badanie 

aktywno ci telomerazy. 
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3. WST P 

 
3.1 RAK P CHERZA MOCZOWEGO 

 

Rak p cherza moczowego stanowi powa ny problem zdrowotny 

zarówno w skali wiatowej, jak i w Polsce. Rokrocznie odnotowuje si       

na wiecie ponad 350 000, a w Polsce ponad 6300 zachorowa                     

i odpowiednio ponad 140 000 i 2500 zgonów spowodowanych przez ten 

nowotwór. W ród m czyzn rak p cherza moczowego plasuje si                

na wiecie na dziewi tym miejscu w ród nowotworów najcz ciej 

diagnozowanych, a w Polsce na czwartym. Jest odpowiednio dwunasty        

i szósty w ród nowotworów b d cych najcz stsz  przyczyn  zgonu [1].  

 

Tab.1 Zapadalno  i umieralno  na raka p cherza moczowego w Polsce i na wiecie. 
Dane liczbowe wyra aj  ilo  zarejestrowanych przypadków, za  cyframi rzymskimi   
(w nawiasach) oznaczono miejsce raka p cherza moczowego w rankingu nowotworów. 
Dane statystyczne dotycz  roku 2000 [1]. 

 

POLSKA WIAT RAK 

P CHERZA 

MOCZOWEGO Zapadalno  Umieralno Zapadalno  Umieralno  

M czy ni 5215 (IV) 2065 (V) 273858 (VII) 108310 (IX) 

Kobiety 1181 (XIII) 498 (XIV) 82699 (XIV) 36699 (XIV) 

SUMA 6396 (IV) 2563 (VI) 356557 (IX) 145009 (XII) 

 
 
 Przej ciowonab onkowy rak p cherza moczowego TCC (ang.: 

Transitional Cell Carcinoma) stanowi oko o 90-95% nowotworów 

p cherza moczowego [2]. Obejmuje on szerokie spektrum heterogennych 

zmian neoplastycznych, od zmian powierzchniowych, dobrze 

zró nicowanych do zmian inwazyjnych i s abo zró nicowanych. Zmiany 

nowotworowe o charakterze TCC mog  wyst powa  w obr bie ca ego 
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uk adu moczowego, od miedniczek nerkowych poprzez moczowody, 

p cherz moczowy do proksymalnych dwóch trzecich cewki moczowej. 

Pozosta e 5-10% nowotworów p cherza moczowego, stanowi  ró nego 

typu zmiany nowotworowe z których najcz stsze to p askonab onkowy rak 

p cherza moczowego oraz gruczolakorak (adenocarcinoma). Rak 

p askonab onkowy stanowi od 3 do 5% nowotworów p cherza moczowego 

[3]. Jego geneza jest zwi zana z d ugotrwa ymi podra nieniami ciany 

p cherza moczowego spowodowanymi np. d ugotrwa ym cewnikowaniem 

oraz chronicznymi zapaleniami. Nowotwór ten rzadko daje przerzuty, 

nawroty naciekaj  jednak okoliczne tkanki powoduj c mier  60-70% 

pacjentów w okresie 5 lat [3]. Gruczolakorak stanowi 0,5-2,0% 

nowotworów p cherza moczowego [4]. Wyst puje on cz sto u osób,          

u których wyst pi o wynicowanie p cherza moczowego. Ma on posta  

gruczo owat  i zazwyczaj produkuje du e ilo ci mucyn [5,6].  

Dla uproszczenia w dalszej cz ci rozprawy przej ciowonab onkowy 

rak p cherza moczowego b d  nazywa  rakiem p cherza moczowego, 

gdy  badane by y tylko tkanki pacjentów z udokumentowanym rakiem 

przej ciowonab onkowym. 

Na raka p cherza moczowego choruj  przede wszystkim m czy ni, 

którzy stanowi  ogólnie oko o 70-80% chorych. Jest to nowotwór 

wykrywany najcz ciej u osób po 65 roku ycia, rzadko diagnozowany       

u osób poni ej 40 roku ycia. Nowotwór ten jest wi zany z ekspozycj       

na dym papierosowy, czy kancerogeny rodowiskowe zwi zane z prac     

w przemys ach barwników, gumy i kaletnictwem [7]. Od pierwszej 

ekspozycji na czynnik kancerogenny do wykrycia nowotworu up ywa 

rednio 18 lat, co teoretycznie daje du o czasu na okre lenie ryzyka oraz 

diagnostyk  prewencyjn . Dodatkowymi czynnikami ryzyka s  

prawdopodobnie niska poda  p ynów, dieta bogata w sma one t uszcze, 

nadmierne spo ycie alkoholu etylowego oraz kofeiny. Nie mo na 
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wykluczy , e czynniki te, razem z paleniem papierosów,                     

s  charakterystyczne dla osób z grupy wysokiego ryzyka [8].  

Rak p cherza moczowego diagnozowany jest zazwyczaj jako rak 

powierzchniowy w 75% przypadków, w 20% jako rak inwazyjny, a w      

5% jako metastatyczny. Spo ród zdiagnozowanych raków 

powierzchniowych do 20% przechodzi w stadium inwazyjne.                   

Jest to nowotwór charakteryzuj cy si  du ym prawdopodobie stwem 

wyst pienia wznowy.  
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3.2 BIOLOGIA TELOMERÓW 

 

3.2.1 Telomery 

 

Komórka eukariotyczna przechowuje materia  genetyczny w postaci 

wielu chromosomów. Ma to na celu u atwienie przeniesienia bardzo 

du ego (w porównaniu z komórk  prokariotyczn ) materia u genetycznego 

z komórki macierzystej do komórek potomnych, jak równie  umo liwienie 

szybszego post pu ewolucyjnego i zwi kszenie ró norodno ci genetycznej 

populacji. Obecno  wielu chromosomów u atwia przetasowania materia u 

genetycznego i zwi ksza cz sto  rekombinacji. Cen  za post p 

ewolucyjny okaza a si  konieczno  ochrony chromosomów przed 

nukleazami. Wolne ko ce chromosomów podobnie jak ka de inne liniowe 

jednoniciowe DNA lub RNA w komórce stanowi  substrat dla 

dezoksyrybonukleaz oraz rybonukleaz. Konieczne zatem by o 

zabezpieczenie ko ców chromosomów poprzez ich odpowiednie zap tlenie 

oraz zwi zanie z  bia kami. Jest to mo liwe dzi ki specyficznej sekwencji 

ko ców chromosomów nazwanych telomerami.  

Telomer cz owieka sk ada si  z 1000 do 2000 powtórze  

sze cionukleotydowej sekwencji 5’-TTAGGG-3’, czyli 6000-12000 pz 

sekwencji powtarzaj cych si  na ko cu ka dego ramienia chromosomu   

[9-11]. Sekwencje te tworz  w wi kszo ci dwuniciowe DNA, tylko            

3’ koniec chromosomu (o du ej zawarto ci guaniny) jest jednoniciowy   

[12-15]. Wielokrotne powtórzenia tej samej sekwencji umo liwiaj  

powstawanie na ko cach telomerów p tli oraz odcinków zarówno jedno-, 

dwu- jak i czteroniciowego DNA. Z powodu wyst powania du ej ilo ci 

sekwencji powtarzalnych, DNA tworzy tzw. quadrupleksy G                

(ang.: G-quarduplexes) inaczej zwane G4-DNA. Czteroniciowe DNA 

tworzy si  na skutek powstawania wi za  Hoogsteen’a pomi dzy zasadami 
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guaninowymi. Struktury takie  wp ywaj  na oddzia ywania telomerów z 

czynnikami regulacyjnymi oraz na stabilno  ko ców chromosomów [16].  

Podstawow  struktur  wyst puj c  na ko cu telomeru jest przypominaj ca 

lasso p tla t (ang.: t loop). P tla t, wysoce konserwatywna ewolucyjnie, 

zosta a stwierdzona u ludzi, gryzoni i przedstawicieli protozoa [17].        

Ma ona d ugo  od 1 kpz u trypanosoma do 18 kpz w w trobie myszy.       

Z kolei wolny koniec 3’ DNA wypiera jedn  z nici dsDNA tworz c p tl  D 

(ang.: Displacement loop) (Ryc. 1).  

 

 

Ryc. 1 Kompleks telomerowy z o ony z DNA oraz bia ek. Na ko cu chromosomu DNA 
tworzy dwie p tle: t i D. Do p tli wi  si  bia ka, których funkcj  jest zarówno 
ochrona i stabilizacja telomerów, jak i regulacja procesów replikacji, rekombinacji i 
transkrypcji.  
 

Istotn  rol  w powstawaniu oraz funkcji telomerów odgrywaj  bia ka 

trwale lub fakultatywnie z nimi zwi zane. Podstawowym bia kiem 

wp ywaj cym na powstawanie i stabilizacj  p tli t jest TRF2                

(ang.: Telomeric Repeat binding Factor 2) bia ko wi ce dsDNA na 

po czeniach z ssDNA zapobiegaj ce powstawaniu fuzji 

interchromosomalnych. Inne bia ka zaanga owane w utrzymanie d ugo ci 

telomerów to m.in. TRF1 (ang.: Telomeric Repeat binding Factor 1) oraz 
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Pot1 (ang.: Protein of telomeres 1) chroni ce wolny koniec 3’. Poza 

bia kami stabilizuj cymi i chroni cymi telomer wyst puje wiele bia ek 

reguluj cych wi zanie tych pierwszych np. tankyraza                     

(ang.: TRF1-interacting, ANKYrin-related ADP-ribose polymerase),     

TIN2 (ang.:TRF1-Interacting Nuclear protein 2) i bia ko Ku80 

podjednostka kinazy bia kowej zale nej od DNA [18,19].                 

Budowa przestrzenna telomeru wraz ze zwi zanymi bia kami ochrania 

wolny koniec 3’ zarówno przed degradacj , jak i niekontrolowan  

elongacj  przez telomeraz . 

 

3.2.2 Telomeraza 

 

Podzia  komórki zwi zany jest z konieczno ci  stworzenia nowej 

kopii chromosomalnego DNA. Kopiowane nie jest jednak kompletne, gdy  

wraz z ka d  replikacj  skracane s  ko ce chromosomów.                     

Jest to spowodowane brakiem mo liwo ci syntezy DNA w sposób ci g y 

na obydwu niciach. Na nici wiod cej synteza odbywa si  w sposób ci g y, 

a  do ko ca chomatydy, za  na nici opó nionej powstaj  krótkie          

(100-200 pz) fragmenty Okazaki. Ka dy z tych fragmentów rozpoczyna si  

starterem RNA. Starter ten jest nast pnie usuwany, a w jego miejsce 

syntetyzowany jest fragment DNA. Jedynym fragmentem Okazaki,            

w którym wstawienie fragmentu DNA nie zachodzi jest ten, który powsta  

na ko cu chromatydy. Dzieje si  tak poniewa  DNA jest 

dosyntetyzowywane przez system replikacyjny do nast pnego fragmentu 

Okazaki traktowanego jak starter. Tak wi c na ko cu chromatydy powstaje 

wolny koniec DNA [20-24]. Dopóki degradowanym fragmentem 

chromosomu jest odcinek telomeru, dopóty komórka yje, gdy  nie traci 

koduj cej informacji genetycznej. Gdy za  post puj ca utrata DNA 

obejmie sekwencje koduj ce, nast puje apoptoza. Tak wi c komórka ma 
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swego rodzaju zegar replikacyjny zwany „limitem Hayflick’a” 

determinuj cy ilo  podzia ów, którym mo e ulec komórka nim dojdzie    

do mierci apoptotycznej [25,26]. Zegara takiego nie maj  komórki, w 

których stwierdzono aktywno  telomerazy, enzymu odbudowuj cego 

telomery (Ryc.2). Komórki takie staj  si  nie miertelne.  

 Telomeraza jest enzymem wyst puj cym w komórce w oko o       

100 kopiach [27]. Sk adow  katalityczn  telomerazy jest cz  bia kowa     

o masie cz steczkowej 127 kDa i aktywno ci odwrotnej transkryptazy 

hTERT (ang.: human Telomerase Reverse Transcriptase) zbudowanej        

z 1132 aminokwasów [28-31]. U cz owieka cz  niebia kow  stanowi 

451-nukleotydowy RNA hTR (ang.: human Telomerase RNA), w którym 

znajduje si  sekwencja 3’-CAAUCCCAAUC-5’, stanowi ca matryc  dla 

hTERT [32]. Telomeraza tworzy formy multimeryczne, aczkolwiek nie jest 

jasne czy ma to wp yw na aktywno  katalityczn  tego enzymu in vivo 

[33]. Telomerazowe RNA pozostaje zwi zane z bia kiem hTEP1         

(ang.: human Telomerase Associated Protein 1), które pe ni funkcje 

zarówno rusztowania u atwiaj cego uzyskanie przez telomeraz  wy szego 

rz du struktur bia kowych, jak i bia ka zakotwiczaj cego dla czynników 

regulacyjnych wi cych si  do telomerazy [34,35].  

 Telomeraza u cz owieka jest aktywna w wi kszo ci tkanek w yciu 

embrionalnym, nie jest za  aktywna w prawid owych komórkach doros ego 

cz owieka za wyj tkiem tzw. komórek pnia i aktywowanych limfocytów 

[36-43]. Mo liwe jest równie  wyindukowanie aktywno ci telomerazy      

w komórkach prawid owych poprzez dzia anie ró nego typu 

promieniowania. Ekspozycja ludzkiej skóry na wiat o s oneczne,           

czy ekspozycja komórek ludzkich i króliczych na promieniowanie          

UV,  czy X indukuje telomeraz  [44-47].  
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Wi kszo  nie miertelnych komórek ma stabilne telomery nie 

ulegaj ce skracaniu i wykazuje aktywno  telomerazy. Aktywno  

telomerazy wykazano w oko o 85% ludzkich nowotworów i linii komórek 

nowotworowych [48], gdzie stabilizacja i utrzymanie telomerów                

s  niezb dne do immortalizacji komórek, a w konsekwencji transformacji 

nowotworowej [49-51]. 

Mechanizmy regulacji aktywno ci telomerazy nie s  w pe ni 

poznane. W badaniach in vitro wykazano, e mieszanina podjednostek 

hTERT i hTR wykazuje ladow  aktywno  enzymatyczn  [52].  

Geny koduj ce hTR oraz hTEP1 ulegaj  ekspresji zarówno               

w tkankach prawid owych, jak i komórkach nowotworowych nie 

wykazuj cych aktywno ci telomerazy. Natomiast ekspresja podjednostki 

bia kowej hTERT jest skorelowana z aktywno ci  enzymu w tkankach         

i komórkach wykazuj cych aktywno  telomerazy [29-32].        

Nadprodukcja hTERT w komórkach prawid owych spowodowa a 

wyd u enie ich ycia poprzez stabilizacj  d ugo ci telomerów [53,54]. 

Nadprodukcja hTERT w komórkach nie miertelnych mo e by  

spowodowana amplifikacj  genu hTERT. Gen ten znajduje si  na ko cu 

ramienia krótkiego chromosomu 5, co mo e wp ywa  na cz stotliwo  jego 

amplifikacji. Zjawisko zwielokrotnienia ilo ci kopii genu hTERT 

stwierdzono w oko o 30% linii komórkowych oraz pierwotnych 

nowotworów [55,56]. Regulacja poziomu hTERT na etapie transkrypcji 

jest jednym z mechanizmów kontroli aktywno ci telomerazy.                    

W prawid owych komórkach somatycznych promotor hTERT jest 

nieaktywny. Jego aktywacja nast puje pod wp ywem bezpo redniego 

zwi zania c-Myc [57,58]. Zwi kszenie poziomu transkryptu hTERT 

stwierdzono równie  po wprowadzeniu do komórek takich bia ek jak E6 

ludzkiego wirusa papilloma 16 (HPV16), v-Ki-ras czy Bcl-2 [59-62]. Za  

obni enie poziomu po ponownym wprowadzeniu do zmutowanych 
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komórek Rb¯/p53¯ bia ka Rb [63]. Ponadto w promotorze genu hTERT 

znaleziono elementy odpowiedzi na szereg czynników transkrypcyjnych 

(NF-kB, Sp1, AP1, MZF-2, WT1) i hormonów (estrogen, progesteron, 

1,25(OH)2D3) [64]. Transktypt hTERT mo e ulega  regulacji przez 

alternatywne sk adanie. Jak dot d stwierdzono wyst powanie sze ciu 

wariantów mRNA hTERT, z których nie wszystkie daj  produkt w postaci 

aktywnego enzymu [65,66]. Wydaje si  zatem, e dalsza analiza 

transkryptów, jak i systemów odpowiedzialnych za alternatywne sk adanie, 

mo e przynie  nowe informacje na temat regulacji aktywno ci 

telomerazy. Zaproponowano równie  udzia  regulacji epigenetycznej 

transkrypcji hTERT poprzez metylacj  promotora [67], jak i regulacj  

poprzez modyfikacj  bia ek histonowych których acetylacja u atwia 

wi zanie si  czynników transkrypcyjnych do promotora przez rozlu nienie 

DNA [68].  

Podobnie jak wiele innych bia ek telomeraza jest równie  

regulowana na poziomie modyfikacji potranslacyjnych. Jest to bia ko         

o stosunkowo d ugim czasie pó trwania [69] wi cym si  z szeregiem 

bia ek regulatorowych, z których wymieni  tu jedynie kilka. Peptyd b d cy 

N-ko cem bia ka hTEP1 jest inhibitorem aktywno ci telomerazy. 

Wskazuje to na udzia  hTEP1 nie tylko w tworzeniu holoenzymu,            

ale równie  w mediowaniu interakcji pomi dzy telomeraz , a innymi 

bia kami. Dzieje si  tak na przyk ad w przypadku p53, gdzie hTEP1 

koimmunoprecypituje z p53, ma zdolno  do inhibicji aktywno ci 

telomerazy, jak i jego mutacje s  zwi zane z aktywacj  telomerazy [70,71]. 

Inne bia ko telomerowe hTRF1 ulegaj ce nadekspresji w komórkach 

wykazuj cych aktywno  telomerazy, wp ywa negatywnie na jej 

aktywno . Analogiczny efekt wywiera równie  bia ko Rap1p                    

w komórkach dro d y. Widocznym efektem nadekspresji tych bia ek jest 

skrócenie telomerów [72,73]. Odwrotny efekt wywiera natomiast bia ko 
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Taz1, które z kolei powoduje wzrost d ugo ci telomerów [74].         

Bia kami reguluj cymi aktywno  telomerazy s  tankyrazy 1 i 2.              

S  to polimerazy poli(ADP-rybozy) rybozyluj ce hTRF1,                     

a w konsekwencji powoduj ce jego oddzielenie od telomeru.            

Telomer pozbawiony hTRF1 staje si  dost pny dla telomerazy [75]. 

Odr bnym aspektem regulacji aktywno ci telomerazy jest 

fosforylacja. Zarówno hTERT, jak i hTEP1 s  bia kami, fosforylowanymi 

przez kinaz  bia ek C  (PKC : ang.: Protein Kinase C ) [76].       

Ciekawe wyniki uzyskano wykorzystuj c zwi zki stymuluj ce                 

lub hamuj ce aktywno  PKC . Wp ywa y one po rednio na aktywno  

telomerazy [77,78]. Kinaza bia ek B (PKB/Akt: ang.: Protein Kinase B) 

równie  in vitro fosforyluje telomeraz  i stymuluje jej aktywno . Inhibicja 

kaskady PKB powodowa a (podobnie jak w przypadku PKC ) inhibicj  

telomerazy [79]. Tak wi c telomeraza mo e by  aktywowana przez 

fosforylacj  katalizowan  przez kinazy bia ek B i C . Inaktywacja 

telomerazy zachodzi prawdopodobnie z udzia em fosfatazy bia ek 2A 

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

 

 

                                             PKC, PKB/Akt 

 

                                                  PP2A? 

Ryc.3 Mo liwa rola PP2A w regulacji aktywno ci telomerazy przez fosforylacj  i 
defosforylacj . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P 

TELOMERAZA 
aktywna 

TELOMERAZA 
nieaktywna 
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3.3 FOSFATAZA BIA EK 2A (PP2A) 

 

Fosfataza PP2A jest enzymem nale cym do rodziny fosfataz 

serynowo/treoniniowych. Zaanga owana jest w kontrol  podzia ów, 

remodeling cytoszkieletu, replikacj , transkrypcj , translacj , regulacj  

metabolizmu, ró nicowanie, morfogenez , nowotworzenie, sygnalizacj  

komórkow  i.in. [80-86]. Podjednostkowa budowa PP2A sprawia,             

e spektrum procesów komórkowych w których zaanga owana jest PP2A 

jest tak szerokie. Holoenzym PP2A sk ada si  z tzw. dimeru rdzeniowego, 

b d cego po czeniem podjednostki strukturalnej z katalityczn ,             

oraz podjednostki regulatorowej (Ryc. 4). Dimer rdzeniowy stanowi oko o 

jednej trzeciej ca kowitej puli kompleksów PP2A komórki. Dimer jest 

form  nieaktywn  [87]. Wszystkie podjednostki wyst puj  w co najmniej   

2 izoformach i tworz  ponad 70 mo liwych zestawie  o zró nicowanej 

aktywno ci (od bardzo niskiej do bardzo wysokiej) i specyficzno ci 

substratowej [88]. 

Podjednostka katalityczna PP2Ac (36-38 kDa) wyst puje                  

w 2 izoformach  i , których homologia wynosi 97% [89]. Izoformy te s  

obecne we wszystkich tkankach, z tym e izoformy  jest oko o 10 razy 

wi cej ni  izoformy  [90]. Sekwencja aminokwasowa PP2Ac wykazuje 

bardzo wysok  konserwatywno  ewolucyjn , co dodatkowo podkre la 

kluczow  rol  PP2A w metabolizmie komórki [91]. Struktura PP2Ac nie 

zosta a jak dot d rozwi zana krystalograficznie, opracowany jednak zosta  

komputerowy model prawdopodobnej budowy tej podjednostki. Model ten 

powsta  na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej PP2Ac              

oraz na podstawie struktury krystalograficznej PP1 1 (ang.: Protein 

Phosphatase 1  subunit), której sekwencja jest w wysokim stopniu 

homologiczna z PP2Ac [92].  
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                                        B:  PR55 , , ,    
 

                                                 B’: PR56, PR61 , , , ,    
  

                                                       B’’: PR72, PR130, PR59, PR48   
 

                                                             B’’’: PR93/SG2NA, PR110/striatyna    
 

 

 

 

 

 

Ryc.4 Schemat struktury holoenzymu PP2A. Zarówno podjednostka regulatorowa „B”, 
jak i katalityczna „C” wi  si  niezale nie z podjednostk  strukturaln  „A”. 
Podjednostki regulatorowe nale  do czterech rodzin bia ek B, B’, B’’ i B’’’. W obr bie 
ka dej rodziny wyró niamy wiele bia ek oraz ich izoform. 
 
 

Zaproponowano model PP2Ac w którym jest to zwarta struktura 

eliptyczna z 10 -helisami i  3 kartkami , o wymiarach ~50Å x 35Å x 

35Å. Zawiera ona w swoim centrum katalitycznym jony Zn2+ i Fe2+.          

Jony metali stabilizuj  adunek ujemny grupy fosforanowej fosfoseryny       

i fosfotreoniny i czyni  j  bardziej dost pn  dla ataku nukleofilowego 

cz steczki wody. Ca o  struktury mo na podzieli  na dwie subdomeny      

z których region N-terminalny zawiera motyw - - - -  odpowiedzialny 

za wi zanie jonów metali, a wi c kataliz , oraz region C-terminalny           

o mniej uporz dkowanej strukturze, którego funkcj  jest wi zanie 

substratów oraz inhibitorów [93-95]. 

Podjednostka strukturalna PP2A PR65 wyst puje równie                  

w 2 izoformach  i . Jej funkcj  jest tworzenie rusztowania do którego 

wi e si  zarówno podjednostka katalityczna, jak i podjednostki 

 
 
 
 
 
      

 „A” 
 
PR65 
   /  

 
            „C” 
                  /  

           

      „B” 
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regulatorowe. Izoformy s  homologiczne w 86%. W wi kszo ci tkanek 

forma  wyst puje w wi kszej ilo ci ni   [96], stopie  konserwatywno ci 

ewolucyjnej tego bia ka jest jednak du o ni szy. Jest to bia ko 

ksi ycowatego kszta tu, z o one z pi tnastu 39-aminokwasowych 

bogatych w leucyn  motywów HEAT (ang.: Huntington Elongation A 

subunit TOR, gdzie TOR.: Target of Rapamycin) [97]. Motywy te sk adaj  

si  z dwóch antyrównoleg ych -helis po czonych hydrofobow  p tl . 

Podjednostki regulatorowe wi  si  do 10 pierwszych motywów HEAT, 

za  5 ostatnich podjednostk  katalityczn  [98].  

Do dimeru rdzeniowego wi  si  podjednostki regulatorowe, 

wp ywaj ce na aktywno  i specyficzno  holoenzymu oraz jego 

lokalizacj  subkomórkow  [84]. Jak dot d opisano kilka rodzin 

podjednostek regulatorowych B, B’, B’’, B’’’ o masach cz steczkowych   

od 54 do 130 kDa. W obr bie ka dej z rodzin sklasyfikowano po kilka 

podjednostek regulatorowych, cz sto w wielu alternatywnych wariantach, 

co generuje wiele typów holoenzymów, defosforyluj cych ró ne substraty 

w ró nych kompartmentach komórki [99]. Ekspresja podjednostek 

regulatorowych jest zarówno tkankowo, jak i ontogenetycznie specyficzna. 

Cz  podjednostek regulatorowych jest eksprymowana we wszystkich 

tkankach (PR55  i ) [100], a niektóre specyficznie, na przyk ad PR55     

w j drach i tkance nerwowej [101]. Olbrzymia ró norodno  podjednostek 

regulatorowych oraz fakt odkrywania coraz to nowych bia ek, generuj  

ogromn  ró norodno  holoenzymów PP2A. Podjednostki regulatorowe 

wp ywaj  na takie w a ciwo ci holoenzymu jak jego specyficzno , 

sprawno  katalizy oraz kompartmentacj  komórkow , mog  one równie  

prawdopodobnie stanowi  cel innych bia ek reguluj cych                     

za po rednictwem podjednostki regulatorowej aktywno  PP2A [100, 102-

105]. 
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 Regulacja aktywno ci telomerazy w komórkach nowotworowych jest 

s abo poznana. Odbywa si  ona zarówno na poziomie transkrypcji, 

sk adania genowego, epigenezy, jak i modyfikacji potranslacyjnej.            

Ta ostatnia odbywa si  przez odwracaln  fosforylacj , katalizowan  przez 

kinazy bia ek B i C oraz prawdopodobnie przez fosfataz  bia ek typu 2A. 

Defosforylacja telomerazy przez PP2A wykazana zosta a jak dot d jedynie 

w badaniach na liniach komórkowych. Inhibitor PP2A (kwas okadejowy) 

stymulowa  aktywno  telomerazy w komórkach linii raka piersi [106].      

Te fragmentaryczne doniesienia sugeruj , e PP2A odgrywa wa n  rol      

w regulacji aktywno ci telomerazy. Interesuj cym zatem wydawa o si  

zbadanie poziomu podjednostki katalitycznej PP2A oraz porównanie         

go z aktywno ci  telomerazy, w raku p cherza moczowego. 

Aktywno  telomerazy jest potencjalnym markerem diagnostycznym 

i prognostycznym w wielu typach nowotworów. Jest to spowodowane 

powszechno ci  jej wyst powania w ró nego typu zmianach 

neoplastycznych, jak równie  niemal ca kowitym brakiem aktywno ci        

w pozosta ych tkankach. W raku p cherza moczowego oznaczanie 

aktywno ci telomerazy w pobranych ze ciany p cherza wycinkach mo e 

przyczyni  si  do poprawy czu o ci i specyficzno ci dotychczas 

stosowanych metod diagnostycznych. Poza badaniem aktywno ci 

telomerazy w tkankach, interesuj cym wydaje si  sprawdzenie,                

czy mo liwe jest wykorzystanie osadu komórek z moczu, jako materia u 

diagnostycznego. Przy niedoskona o ci klasycznych metod diagnostyki 

moczu (cytologia) badanie aktywno ci telomerazy w osadzie komórek        

z moczu mog oby przyczyni  si  do wcze niejszego wykrywania zmian 

nowotworowych. Dobra nieinwazyjna metoda diagnostyczna mog aby       

w znacznym stopniu przyczyni  si  równie  do zwi kszenia komfortu 

ycia pacjentów. 
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4. CEL PRACY 

 

1. Porównanie poziomu izoformy  katalitycznej podjednostki 

fosfatazy bia ek typu 2A w raku p cherza moczowego i otaczaj cych 

tkankach pozbawionych cech nowotworowych. 

 

2. Porównanie poziomu izoformy  katalitycznej podjednostki 

fosfatazy bia ek typu 2A z poziomem aktywno ci telomerazy w raku 

p cherza moczowego.  

 

 3. Ocena przydatno ci klinicznej badania aktywno ci telomerazy    

w raku p cherza moczowego: 

           a) w materiale pochodz cym ze ciany p cherza moczowego 

           b) w osadzie komórek z moczu.      
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5. MATERIA Y I METODY 

 

5.1 PACJENCI 

 

 Wycinki przej ciowonab onkowych raków p cherza moczowego 

oraz osady komórek z moczu pobrano od pacjentów Kliniki i Katedry 

Urologii Akademii Medycznej w Gda sku. Ka dy z pacjentów podpisa  

deklaracj  wiadomej zgody na wykorzystywanie pobranego materia u do 

bada  naukowych realizowanych w ramach projektu badawczego pt. 

„Mutacje w genie p53, aktywno  telomerazy oraz niestabilno ci 

mikrosatelitarne w raku p cherza moczowego” (Projekt KBN Nr 6 P05A 

092 20). Projekt zyska  akceptacj  Niezale nej Komisji Bioetycznej do 

Spraw Bada  Naukowych przy Akademii Medycznej w Gda sku. W 

niniejszej pracy zosta a zachowana numeracja pacjentów zgodna z 

numeracj  posiadanej przez Katedr  Biochemii kolekcji tkanek, z tego 

powodu numeracja pacjentów si ga numeru 64. Z powodu braku, b d  

niewystarczaj cej do bada  ilo ci materia u pobranego od kilku pacjentów, 

zestawienia przedstawiono dla  52 do 56 pacjentów, w zale no ci od typu 

wykonywanej analizy. 

 Od pacjentów w trakcie zabiegu pobierano wycinki raka p cherza 

moczowego oraz wycinki otaczaj cych nowotwór tkanek prawid owego 

p cherza moczowego pozbawionych cech nowotworowych, które w dalszej 

cz ci pracy nazywa  b d  wycinkami tkanki prawid owej. Rano, w dzie  

zabiegu, zbierany by  równie  mocz. Spo ród pacjentów kobiety stanowi y 

25% (15 z 59), a m czy ni 75% (44 z 59). rednia wieku pacjentów 

wynosi a 63 lata; od 32 do 84 lat. Wa niejsze dane kliniczne pacjentów 

przydatne dalszych rozwa aniach przedstawiono w Tabeli 2.  
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Tab. 2 Dane kliniczne badanych pacjentów 

 

Pacjent P e  Wiek 
Klasyfikacja 

TNM 
G Prze ywalno

1 

2 

4 

5 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

K 

K 

M 

M 

K 

M 

K 

K 

K 

M 

M 

M 

M 

M 

K 

M 

M 

M 

M 

K 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

K 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

K 

M 

K 

M 

76 

66 

58 

61 

65 

65 

75 

50 

61 

61 

73 

51 

52 

58 

64 

55 

53 

34 

63 

69 

68 

72 

67 

61 

60 

59 

71 

45 

84 

46 

75 

50 

74 

57 

62 

58 

50 

62 

66 

T3aNxM0 

T3aN0M0 

T4N0M0 

T3aN0M0 

T4N1M0 

T3aN0M0 

T3aN1M0 

T3bN0M0 

T4N1M0 

T3bN1M0 

T3bN1M0 

T3bN0M0 

T2N0M0 

T3bN0M0 

T3bN1M0 

T2N0M0 

T2N0M0 

T1N0M0 

TaN0M0 

T2NxM0 

T2N0M0 

T3bN1M0 

T3NxM0 

T2N0M0 

T1N0M0 

T3N0M0 

T3bN1M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

T3bN1M0 

T1NxM0 

T3bN0M0 

T1NxM0 

T1NxM0 

T3N1M0 

T1NxM0 

T1N0M0 

T2NxM0 

T3N0M0 

G2 

G2 

G3 

G2 

G3 

G1 

G2 

G2 

G3 

G3 

G2 

G3 

G2 

G3 

G3 

G1 

G1 

G1 

G1 

G2 

G3 

G3 

G2 

G1 

G2 

G3 

G3 

G1 

G1 

G3 

G2 

G3 

G2 

G1 

G2 

G1 

G1 

G2 

G2 

yje 

yje 

zgon 

yje 

zgon  

yje 

zgon 

yje 

zgon 

zgon  

zgon 

yje 

yje 

zgon 

zgon 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

zgon 

yje 

yje 

yje 

zgon 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

zgon  

yje 

yje 

zgon  

yje 



 28

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

K 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

K 

M 

M 

M 

M 

K 

K 

63 

77 

75 

69 

60 

72 

57 

56 

69 

70 

57 

68 

64 

54 

79 

78 

32 

76 

bd 

bd 

T1NxM0 

T1NxM0 

T1N0M0 

T1N0M0 

TaN0M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

TaN0M0 

T3N1M0 

T3NxM0 

T1N0M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

T2N0M0 

TaN0M0 

T1N0M0 

T1N0M0 

TaN0M0 

G1 

G1 

G1 

G2 

G1 

G2 

G1 

G2 

G2 

G1 

G2 

G2 

G1 

G1 

G1 

G3 

G1 

G2 

G2 

G1 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

zgon 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

yje 

zgon  

yje 

yje 

yje 

yje 
K – kobieta; M – m czyzna; bd – brak danych 
 
 

Stopie  zaawansowania klinicznego nowotworu zosta  okre lony 

przez lekarza wykonuj cego zabieg na podstawie pi tego wydania 

klasyfikacji TNM [107]. Klasyfikacja ta w przypadku raka p cherza 

moczowego opisuje stopie  naciekania nowotworu na g biej po o one 

tkanki i narz dy. Zgodnie z t  klasyfikacj  miejscowy zasi g nowotworu, 

przerzuty do okolicznych w z ów ch onnych i stopie  ich zaj cia           

oraz wyst powanie innych przerzutów odleg ych oznacza si  odpowiednio: 

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

 

TNM Opis 

Tx 
 

Nowotwór pierwotny nie móg  by  oceniony 

T0 
 
Nie stwierdzono nowotworu pierwotnego 

 
Tis 

 

 
Rak przedinwazyjny (carcinoma in situ), guz „p aski” 

 

Ta 

 

Rak brodawczakowaty, nieinwazyjny 

 

T1 

 

Rak nacieka b on  pod luzow  (lamina propria) 

 

T2 

 

 

Nowotwór nacieka powierzchniowe warstwy mi ni p cherza 

(50%) 

T3 

 

 

 

 

Nowotwór nacieka g bokie warstwy mi ni p cherza lub/i 

oko op cherzow  tkank  t uszczow  

T3a - Nowotwór nacieka g bokie warstwy mi ni p cherza  

T3b - Nowotwór nacieka tkank  t uszczow  oko op cherzow   

 

T4 

 

 

 

 

Guz naciekaj cy s siednie narz dy (stercz, pochw , macic , cewk  

moczow , pow oki brzuszne lub ciany miednicy) 

T4a – naciek na stercz, macic  lub pochw  

T4b – naciek na cian  miednicy lub pow oki brzuszne 

 

Nx  

 

 

Stopie  zaj cia okolicznych w z ów ch onnych nie móg  by  

oceniony 

 

N0 

 

Brak przerzutów do okolicznych w z ów ch onnych 

 

N1 

 

 

Przerzut do jednego w z a ch onnego miednicy o rednicy nie 

przekraczaj cej 2cm 

 

N2 

 

 

Przerzut do jednego lub przerzuty do wielu w z ów ch onnych      

o rednicy wi kszej ni  5cm 

N3 

 

 

Przerzut do w z a ch onnego miednicy o rednicy przekraczaj cej 

5cm 

 

Mx 

 

Wyst powanie odleg ych przerzutów nie mog o by  ocenione 

M0 

 

Brak przerzutów odleg ych 

 

M1 

 

Przerzuty do w z ów ch onnych poza miednic  lub inne przerzuty 

odleg e 
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 Zgodnie z klasyfikacj  przedstawion  w Tabeli 3 nowotwory 

podzielono na: nowotwory o stopniu zaawansowania klinicznego Ta-          

u 5 pacjentów, T1 u 22 pacjentów, T2 u 8 pacjentów, T3 u 21 pacjentów   i 

T4 u 3 pacjentów. Oceniono równie  wyst powanie przerzutów i stopie  

zaj cia okolicznych w z ów ch onnych, gdzie nisko zaawansowane zmiany 

w w z ach ch onnych miednicy stwierdzono w 11 przypadkach.  

 Poza ocen  stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu 

okre lono równie  stopie  z o liwo ci histologicznej G. Klasyfikacja ta 

pozwala na podzia  pacjentów u atwiaj cy dalsze post powanie kliniczne, 

umo liwia zrandomizowanie leczenia pacjentów, których zmiany 

nowotworowe nale  do tej samej grupy z o liwo ci histologicznej. 

Pacjentów dzieli si  na trzy grupy w zale no ci od stopnia zró nicowania 

nowotworu (Tab.4). Okre la on takie cechy nab onka jak pleomorfizm        

i stopie  polaryzacji j der [109].  

 

Tab.4 Klasyfikacja nowotworów oparta na ocenie stopnia z o liwo ci histologicznej 
nowotworu. 
 

Stopie  z o liwo ci 
histologicznej G 

Opis 

1 Nowotwór dobrze zró nicowany 

2 Nowotwór rednio zró nicowany 

3 Nowotwór s abo zró nicowany lub 
anaplastyczny 

 

 Badane nowotwory podzielono równie  na podstawie tej 

klasyfikacji; do grupy G1 zaliczono 22 nowotwory (37%), do grupy         

G2 zaliczono 23 (40%), za  do grupy G3 zaliczono 14 nowotworów (23%). 

Stopie  z o liwo ci histologicznej nowotworów by  okre lany przez 

Laboratorium Patomorfologii Akademickiego Centrum Klinicznego 

Akademii Medycznej w Gda sku pod kierownictwem dr hab. Kazimierza 

Ja kiewicza. 
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 Oceniono tak e prze ywalno  pacjentów na dzie  zako czenia 

bada , tj. 30.11.2003 roku, zmar o 14 pacjentów (24%). 

 Poza osobami chorymi na raka p cherza moczowego 

przeanalizowano równie  osady komórek z moczu 11 osób zdrowych.      

W grupie tej znalaz o si  9 kobiet i 2 m czyzn ( rednia wieku w grupie 

wynios a 57 lat). Z powodów etycznych nie jest mo liwe pozyskanie 

wycinków tkanek prawid owej ciany p cherza moczowego od osób 

zdrowych, dlatego w tej grupie wykonano jedynie badanie aktywno ci 

telomerazy w osadzie komórek z moczu. 

 

5.2 EKSTRAKTY TKANKOWE P CHERZA MOCZOWEGO 

 

 Wycinki tkanek p cherza moczowego (guza i tkanki prawid owej)              

po pobraniu zamra ano w ciek ym azocie, a nast pnie przechowywano      

w -80ûC. Ekstrakty tkankowe uzyskiwano poprzez homogenizacj           

100-120 mg wycinka w ciek ym azocie w mo dzierzu porcelanowym. 

Zhomogenizowany materia  umieszczano w probówce typu eppendorff       

i zalewano 200 µl zimnego buforu lizuj cego za czonego do zestawu      

do analizy aktywno ci telomerazy (bufor CHAPS: 10 mM Tris-HCl         

pH 7,5; 1 mM MgCl2; 1 mM EGTA; 0,1 mM fluorek 

fenylometylosiarczanu; 5 mM -merkaptoetanol; 10% glicerol                     

i 0,5% siarczan 3-[(3-chloroamidopropylo)dimetyloamono]-1-propanu 

(CHAPS)) i inkubowano przez 30 minut w lodzie. Po zako czeniu 

inkubacji ekstrakty wirowano 16 000 x g przez 20 minut w 4ûC,                    

osad odrzucano, za  supernatant szybko zamra ano w ciek ym azocie                

i przechowywano w -80ûC. St enie bia ka w ekstraktach tkankowych 

oznaczano metod  Bradford [110]. 
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5.3 EKSTRAKTY OSADÓW KOMÓREK Z MOCZU 

 

 Mocz wirowano 1400 x g przez 8 minut w celu otrzymania osadu 

komórek. Otrzymany osad przemywano dwukrotnie buforem PBS         

(140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4) w celu 

usuni cia czynników interferuj cych z wykonywanymi analizami. 

Przemyty osad komórek z moczu zamra ano w ciek ym azocie                     

i przechowywano w -80ûC. Po rozmro eniu do probówki z osadem 

dodawano 200 µl buforu lizuj cego (sk ad podano powy ej).                     

Po zako czeniu inkubacji ekstrakty wirowano 16 000 x g przez 20 minut                 

w 4ûC, osad odrzucano, za  supernatant szybko zamra ano w ciek ym 

azocie i przechowywano w -80ûC. St enie bia ka w ekstraktach komórek        

z moczu oznaczano metod  Bradford [110]. 

 

5.4 ANALIZA POZIOMU IZOFORMY  KATALITYCZNEJ 

PODJEDNOSTKI FOSFATAZY BIA EK TYPU 2A                     

W EKSTRAKTACH P CHERZA MOCZOWEGO 

 

Rozdzia  elektroforetyczny 

 

 Do analizy poziomu PP2Ac  u yto ekstraktów, które otrzymano 

zgodnie z opisem z podrozdzia u 5.2. Elektroforez  przeprowadzono                 

w aparacie firmy SIGMA SV10-CDC. Rozdzia  bia ek prowadzono w elu 

nieci g ym, z o onym z górnego elu zag szczaj cego i dolnego elu 

rozdzielaj cego. Dolny el rozdzielaj cy sporz dzano poprzez zmieszanie: 

4 ml H2O, 3,3 ml 30% roztworu akrylamidów (akrylamid/bis-akrylamid 

29:1); 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 100 µl 10% roztworu dodecylosiarczanu 

sodu (SDS); 50 µl 10 roztworu siarczanu amonu (APS) i  5 µl katalizatora  

– N,N,N’,N’-tetrametyloetylodiaminy (TEMED). Po wylaniu tej 
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mieszaniny mi dzy p yty nawarstwiano j  H2O w celu wyrównania 

powierzchni polimeryzuj cego elu oraz odci cia dop ywu tlenu, 

hamuj cego reakcj  polimeryzacji. Po 20 minutach wod  usuwano,                 

a na uzyskany el dolny wylewano el górny w sk adzie: 2,44 ml H2O,    

0,52 ml 30% roztworu akrylamidów (akrylamid/bis-akrylamid 29:1);           

1 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 40 µl 10% SDS; 20 µl 10 APS i  4 µl katalizatora  

– TEMED. Natychmiast po wlaniu górnego elu mi dzy p yty szklane 

umieszczano w nim grzebie . Po 30-minutowej polimeryzacji gotowy el 

pomi dzy szklanymi p ytami umieszczano w aparacie do elektroforezy. 

Rozdzia  bia ek prowadzono w buforze elektrodowym o sk adzie:               

25 mM Tris; 190 mM glicyna, 0,1% SDS, pH 8,3.                     

Elektroforez  prowadzono przy napi ciu 100V do momentu osi gni cia 

przez b kit bromofenolowy dolnej kraw dzi elu rozdzielaj cego. 

Wzorcem masy cz steczkowej by a wst pnie barwiona mieszanina bia ek 

firmy Fermentas: Prestained Protein Ladder ~10-160 kDa (SM0671),            

oraz PP2Ac  wyizolowana z mi nia szkieletowego królika.                 

Ekstrakty tkankowe zawieraj ce po 10 µg bia ka przed naniesieniem na el 

by y denaturowane przez po czenie  w stosunku 1:1 z buforem 

denaturuj cym Laemmliego o sk adzie: 4% SDS; 20% glicerol;                 

10% -merkaptoetanol, 0,004% b kit bromofenolowy i 0,125 M Tris-HCl 

pH 6,8; dope nienie buforem PBS do jednakowej obj to ci wszystkich 

nanoszonych prób w celu zniwelowania wp ywu parowania                     

oraz umieszczenie we wrz cej a ni wodnej na 5 minut i zwirowane.  
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Transfer bia ek z elu na membran  

 

 Po zako czonej elektroforezie prowadzono elektrotransfer pó suchy 

w aparacie Biotec-Fisher w rodowisku buforu transferowego o sk adzie: 

39 mM glicyna, 48 mM Tris i 0,37% SDS i 20% metanol.                     

Uk adano kolejno na mokro warstwami: 

-6 warstw bibu y Whatmann 3MM   

- el poliakrylamidowy (rozdzielaj cy) 

-membran  nitrocelulozow  

-6 warstw bibu y Whatmann 3MM 

o wymiarach odpowiadaj cych dok adnie wymiarom elu rozdzielaj cego. 

Tak otrzyman  „kanapk ” umieszczano w aparacie do elektrotransferu 

membran  po stronie anody. Elektrotransfer prowadzono przez 45 minut 

przy nat eniu 1mA na 1 cm
2
 membrany nitrocelulozowej. 

 

Analiza „western-blotting” (immunobloting) 

 

 Po zako czeniu elektrotransferu membran  nitrocelulozow  

umieszczano w 5% roztworze odt uszczonego mleka w buforze PBS                 

na  2 godziny z agodnym wytrz saniem, aby wyblokowa  kazein  zawart  

w mleku wszystkie pozosta e na membranie nie zwi zane miejsca.                

Tak wyblokowan  membran  inkubowano nast pnie przez noc                  

w 4ºC z roztworami pierwszych przeciwcia  w mleku. Stosowano dwa 

rodzaje pierwszych przeciwcia : poliklonaln  surowic  królicz  skierowan  

przeciwko C-terminalnemu peptydowi PP2Ac  [111]: 

301TRK† TPDYFL309  

 Reszta lizyny K†, charakterystyczna dla PP2Ac  dro d owej,           

u cz owieka jest zast piona przez arginin . Surowic  królicz  stosowano            

w rozcie czeniu 1:100.  
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Zastosowano równie  mysie przeciwcia a monoklonalne przeciwko 

-aktynie ludzkiej firmy Sigma które stosowano w rozcie czeniu 1:2000. 

 

Nadmiar niezwi zanych i niespecyficznie zwi zanych przeciwcia  

usuwano poprzez trzykrotne przemycie membrany buforem PBS z silnym 

wytrz saniem po 10 min.. Membrany inkubowano nast pnie w roztworach 

przeciwcia  skierowanych przeciwko pierwszym przeciwcia om 

skoniugowanych z peroksydaz  chrzanow : anty-królicze IgG i anty-mysie 

IgG (Sigma) w rozcie czeniu 1:2000 przez 2 godziny w temperaturze 

pokojowej. Ponownie nie zwi zane lub niespecyficznie zwi zane 

przeciwcia a usuwano poprzez trzykrotne przemycie buforem PBS z silnym 

wytrz saniem. Koniugaty wykrywano chemiluminescencyjnie z u yciem 

substratu dla peroksydazy chrzanowej SuperSignal West Pico,                   

Pierce, USA.  

 

Analiza densytometryczna 

 

Analiz  densytometryczn  wykonano z u yciem systemu                     

do archiwizacji Gel Doc 2000, oraz oprogramowania Quantity One firmy 

Bio Rad. W celu okre lenia ilo ciowej relacji pomi dzy poziomami 

PP2Ac  w raku p cherza moczowego i prawid owym p cherzu 

moczowym zastosowano nast puj cy schemat obliczeniowy.                     

Poziom bia ka PP2Ac  w badanej tkance standaryzowano wobec poziomu 

-aktyny w tej samej ilo ci próby. Standaryzacja ta dotyczy a zarówno 

tkanki guza nowotworowego, jak i tkanki prawid owej pobranej od tego 

samego pacjenta. Porównywanie poziomów ró nych bia ek do poziomu   

-aktyny w raku p cherza moczowego jest cz sto stosowane z uwagi        

na stabilny poziom -aktyny, nie zmieniaj cy si  wraz z post pem choroby 

[112-115]. Takie podej cie do standaryzacji ilo ci u ytego do analizy 
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ca kowitego bia ka ekstraktu jest szczególnie wskazane w analizie 

nowotworów dla których charakterystyczne s  zw óknienia [50].          

Du a ilo  substancji mi dzykomórkowej mo e bowiem zafa szowywa  

otrzymany wynik, konieczne zatem jest wykorzystanie bia kowego 

standardu takiego jak -aktyna. 

 Pomimo, e rozdzielana by a taka sama ilo  bia ka (10 g) 

stwierdzono du e ró nice poziomu PP2Ac  w wycinkach tkanek 

prawid owego p cherza moczowego (Ryc.5), co wymusi o wprowadzenie 

wspó czynnika R. Wspó czynnik R obrazuje wzajemne relacje mi dzy 

tkank  nowotworow  a tkank  prawid ow  pochodz c  od tego samego 

pacjenta (Ryc.5). 

 

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

 

 

 

Ryc.5 Chemiluminescencyjna ocena poziomu PP2Ac . Rozdzielono ekstrakty 
tkankowe zawieraj ce po 10 g bia ka. Poziom PP2Ac  porównywano z poziomem 
bia ka -aktyny. (Now. -  nowotwotwór, Praw. – prawid owy p cherz moczowy) 
 
 
 Wspó czynnik R okre lany by  na podstawie analizy 

densytometrycznej klisz z wykorzystaniem wzoru: 

         

aktynabeta

AcPP

aktynabeta

AcPP

jprawidlowetkankiWycinek

jprawidlowetkankiWycinek

Nowotwór

Nowotwór
R

22

/  

 

Gdzie danymi s  bezwymiarowe wspó czynniki opisuj ce 

intensywno  i wielko  pr ka, z uwzgl dnieniem zaciemnienia t a. 

Wspó czynnik R wi kszy od jedno ci wskazywa  na podwy szony poziom 

-aktyna 

PP2Ac  



 37

PP2Ac  w tkance guza nowotworowego w stosunku do wycinka tkanek 

prawid owego p cherza moczowego pobranego z p cherza moczowego 

tego samego pacjenta. 

 

5.5 ANALIZA AKTYWNO CI TELOMERAZY W EKSTAKTACH 

RAKA P CHERZA MOCZOWEGO I OSADACH KOMÓREK                

Z   MOCZU   CHORYCH   NA   RAKA   P CHERZA   MOCZOWEGO 

 

 Zastosowano dwa komercyjne testy jako ciowe: TRAPeze ELISA 

Telomerase Detection Kit Intergen, USA oraz TeloTTAGG Telomerase 

PCR ELISA Roche Diagnostics. S  one oparte na tej samej zasadzie,           

z niewielkimi ró nicami metodologicznymi (sekwencje starterów, kontrole 

pozytywne i negatywne, czas inkubacji z poszczególnymi reagentami itp.). 

Poni sze schematy opisuj  test TRAPeze ELISA Telomerase Detection 

Kit, wa niejsze ró nice metodologiczne zosta y opisane w tek cie. 

 

Amplifikacja powtórze  telomerowych: TRAP (ang.: Telomeric Repeat 

Amplification Protocol) 

 

 Pierwszym etapem oznaczania aktywno ci telomerazy w badanych 

ekstraktach tkankowych by a reakcja a cuchowa polimerazy (PCR) 

poprzedzona odwrotn  transkrypcj  (Ryc.6). 
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TRAP  
                                                                                 P1-TS                                  

     Badany ekstrakt tkankowy    +        biotyna                   oligonukloetyd   

                                                              sztuczny substrat dla telomerazy 
 
 
 
 
   obecna w badanym ekstrakcie telomeraza wyd u a sztuczny substrat 
 

                                                                  +                   starter P2     
 
 
 
 
 
 

                                                                   
                                             +  polimeraza Taq, komplet dNTP 
                                                                      bufor dla polimerazy   
 
 

                                            ....                               
                           a cuchowa reakcja polimeryzacji 
 

Ryc.6 Schemat reakcji amplifikacji sekwencji telomerowych 

 

 Obecna w ekstrakcie tkankowym telomeraza syntetyzowa a         

para-telomerowy produkt z wykorzystaniem sztucznego substratu            

P1-TS jako startera reakcji w czasie 30 minut w temperaturze 25ºC. 

Powsta y produkt by  nast pnie powielany w a cuchowej reakcji 

polimeryzacji PCR (ang.: Polymerase Chain Reaction) z wykorzystaniem 

sztucznego substratu P1-TS oraz drugiego oligonukleotydu P2               

jako starterów reakcji. Reakcja PCR sk ada a si  z wst pnej 5 minutowej 

denaturacji w 94ºC oraz 32 cykli: denaturacji w 94ºC w czasie 30 s, 
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przy czania starterów w 50ºC w czasie 30 s i polimeryzacji                     

w 72ºC w czasie 90 s katalizowanej przez polimeraz  Taq. Po zako czeniu 

reakcji cyklicznej produkty reakcji by y inkubowane przez 10 minut           

w temperaturze 72ºC w celu doko czenia niekompletnych syntez i pe nej 

hybrydyzacji jednoniciowych komplementarnych produktów.                  

Reakcje prowadzono w termocyklerze PTC-200, MJ Research, USA. 

 Sekwencja sztucznego substratu dla telomerazy wykorzystywanego 

w zestawie TeloTAGGG nie jest podawana przez producenta.                     

W te cie  TRAPeze sztuczny substrat to biotynylowany oligonukleotyd      

b-TS: 5’-AATCGTCGAGCAGAGTT-3’. W te cie tym wraz                     

z amplifikacj  produktu telomerazy namna any jest równie                      

tzw. wewn trzny standard b d cy kontrol  reakcji PCR. W mieszaninie 

reakcyjnej jest obecny dodatkowy zestaw oligomerów, które w warunkach 

TRAP daj  produkt o d ugo ci 36 pz. Produkt ten jest widoczny na elu 

poliakrylamidowym, zarówno w próbach w których jest aktywna 

telomeraza, jak i w próbkach nie wykazuj cych aktywno ci telomerazy. 

Nie jest on biotynylowany i nie bierze udzia u w dalszej reakcji 

immunoenzymatycznej.  

 

Analiza aktywno ci telomerazy w raku p cherza 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  
                                                                                                                  

 

  
            biotyna 
 
                                            produkt reakcji TRAP 
                                                                      denaturacja (bufor      
                                                                               denaturuj cy) 
             biotyna 
 
 
                                                                  96 do kowa p ytka op aszczona  
                                                                  streptawidyn               
 
 
 
 
                                          przy czenie produktu                   
 
                                                                  bufor hybrydyzacyjny zawieraj cy                     
                                                                 sond                                                                    
                                                                          
                                                                                      P3           digoksygenina               
                                                                                          
 
 
 
 
 
                                                  przy czenie sondy 
 
                                                                  przeciwcia a anty-digoksygenina        
                                                                  skoniugowane z peroksydaz                         
                                                                                          chrzanow           
                                                                                                     peroksydaza            
                                                                                                                                               chrzanowa       
 
 
 
 
 
        
 

 E 

 EE
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                                                                               substrat dla peroksydazy: 
                                                                   TMB: 3,3’,5,5’-tetrametylo            
                                                                    Benzydyna, bezbarwna forma   
                                                                                 zredukowana   
  
                                  niebieska utleniona forma TMB                   
 
                                                                 dodanie reagentu hamuj cego  
                                                                     dalsz  reakcj  – zakwaszaj cego    
                                                                    rodowisko i zmieniaj cego    
                                                                                                kolor TMB 
                                        zmiana koloru na ó ty              
                odczyt absorbancji przy 450 nm (z referencj  650 nm)  
 
Ryc.7 Schemat reakcji immunoenzymatycznej s u cej do wykrywania produktów 
reakcji TRAP 
 
 

  Produkty reakcji TRAP by y wst pnie denaturowane a nast pnie, 

dzi ki przy czonej do startera P1-TS biotynie, przy czane do do ków 

op aszczonych streptawidyn . 

 Do 20 µl roztworu denaturuj cego dodawano 5 µl produktu reakcji              

i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po tym czasie 

dodawano 225 µl buforu hybrydyzuj cego zawieraj cego sondy 

oligonukleotydowe skoniugowane z digoksygenin . Po dok adnym 

wymieszaniu przenoszono po 100 µl mieszaniny do do ków p ytki 

op aszczonej streptawidyn  i inkubowano delikatnie wytrz saj c w ci gu           

2 godzin w 37ºC. Koniugaty wykrywano poprzez zwi zanie                     

z przeciwcia ami sprz onymi z peroksydaz  chrzanow .                     

Bufor hybrydyzacyjny usuwano, p ukano do ki 3 razy po 250 µl buforu 

p ucz cego i do studzienek nanoszono 100 µl roztworu przeciwcia               

anty-digoksygenina sprz onych z peroksydaz  chrzanow  w st eniu 

aktywno ci 10 mU/ml. Przeciwcia a wi za y si  z digoksygenin                      

30 minut w temperaturze pokojowej z lekkim mieszaniem.                     

Dodanie do rodowiska 100 µl zredukowanej formy                     
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3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyny (TMB) powodowa o utlenienie jej                

przez peroksydaz  chrzanow  do pojawienia si  koloru niebieskiego. 

Reakcja by a hamowana po 20 minutach przez dodanie 100 µl reagentu 

zakwaszaj cego rodowisko i powoduj cego zmian  zabarwienia TMB              

na ó te. Absorbancj  odczytywano przy d ugo ci fali 450 nm,                     

z d ugo ci  referencyjn  650 nm na czytniku mikrop ytek 3550-UV,               

firmy Bio-Rad.  

 

Kontrole testów 

 

Test TeloTAGGG 

 Standardow  kontrol  negatywn  dla ka dego ekstraktu tkankowego 

by  ten sam ekstrakt inaktywowany termicznie po na o eniu wszystkich 

substratów potrzebnych do zaj cia reakcji TRAP przez 10 minut w 65ûC. 

W tych warunkach telomeraza ulega nieodwracalnej inaktywacji,                

a wi c próba taka mo e stanowi  kontrol  „negatywn ”.  

Kontrol  pozytywn  jest ekstrakt komórek linii komórkowej                     

z aktywn  telomeraz  do czony do testu. Ekstrakt ten by  traktowany 

podobnie jak ekstrakty tkankowe guzów nowotworowych, za  jego 

absorbancja we wszystkich wykonanych do wiadczeniach przekracza a 2,0.  

 

Test TRAPeze 

W te cie TRAPeze kontrol  negatywn  dla ka dego ekstraktu 

tkankowego by  równie  ten sam ekstrakt inaktywowany termicznie                

przez 10 minut w 85ûC przed rozpocz ciem reakcji TRAP.                     

By  on nast pnie traktowany tak samo jak ekstrakt nie inaktywowany. 

Kontrole pozytywne za czone do testu TRAPeze to tak e kontrola 

oparta na ekstrakcie komórek z aktywn  telomeraz , jak równie  kontrola 

oparta na u yciu sztucznego oligonukleotydu TSR8 z o onego                     
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z 8 powtórze  sekwencji telomerowej, który s u y za substrat reakcji PCR. 

Kontrola ta powinna mie  absorbancj  przekraczaj c  0,8.                  

Dodatkow  kontrol  u yt  w tym te cie jest tzw. kontrola primer/dimer,           

w której testuje si  sam bufor lizuj cy. Kontrola ta pokazuje czy w wyniku 

reakcji nie powsta y agregaty starterów, mog ce da  fa szywie pozytywny 

wynik oraz czy u yte reagenty nie zawieraj  aktywnej telomerazy. 

Kontrola ta powinna mie  absorbancj  nie przekraczaj c  0,2. 

 W celu unikni cia b dów ka d  próbk  analizowano podwójnie. 

Przeanalizowano równie  ekstrakty prawid owego p cherza moczowego, 

nie znaleziono jednak w nich aktywnej telomerazy.  

 

Analiza wyników 

 

 Test TeloTAGGG uznano za pozytywny, gdy absorbancja 

przekracza a 0,1. Producent testu wskazuje warto  absorbancji                     

0,2 jako graniczn . Na podstawie wykonywanych przeze mnie analiz 

uzna am warto  powy ej 0,1 i poni ej 0,2 za ladow . By o to 

spowodowane wyst powaniem widocznych w elektroforezie 

poliakrylamidowej produktów reakcji TRAP we wszystkich próbach 

których absorbancja przekracza a 0,1. 

 W przypadku testu TRAPeze w badanej tkance telomeraza by a 

uznawana za aktywn , gdy ró nica w absorbancji mi dzy badanym 

ekstraktem tkankowym nowotworu, a tym samym ekstraktem 

inaktywowanym termicznie przekracza a 0,15. Na podstawie 

wykonywanych przeze mnie analiz uzna am warto  powy ej 0,1 i poni ej 

0,15 za oddaj c  aktywno  ladow . Podobnie jak w te cie TeloTAGGG 

tu równie  by o to spowodowane wyst powaniem widocznych w 

elektroforezie poliakrylamidowej produktów reakcji TRAP w próbie, w 

której absorbancja przekroczy a 0,1. 
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Analiza aktywno ci telomerazy w osadach komórek z moczu 

 

 Produkty reakcji TRAP ekstraktów osadów komórek z moczu              

by y uwidaczniane poprzez elektroforez  w elu poliakrylamidowym            

oraz barwienie srebrem. Analiza taka pozwala na uzyskiwanie równie 

wiarygodnych wyników, jak test ELISA. 

 

Rozdzia  elektroforetyczny: 

 

 Elektroforez  przeprowadzono w aparacie firmy SIGMA                 

SV10-CDC. Rozdzia  DNA prowadzono w elu ci g ym o st eniu 

poliakrylamidów wynosz cym 12%. el sporz dzano poprzez zmieszanie: 

3 ml H2O, 1,8 ml 40% gotowego roztworu akrylamidów                     

(akrylamid/bis-akrylamid 15:1); 1,2 ml 5 x st onego buforu TBE                   

(o sk adzie dla 1x st onego buforu: 0,089 M Tris Base,                     

0,089 M kwas borowy i 0,002 M EDTA pH 8,4), 50 µl 10% APS                 

i  5 µl katalizatora TEMED. Natychmiast po wlaniu  elu mi dzy p yty 

szklane umieszczano w nim grzebie . Po 30-minutowej polimeryzacji 

gotowy el pomi dzy szklanymi p ytami umieszczano w aparacie             

do elektroforezy. Rozdzia  prowadzono w buforze TBE 1x przy napi ciu 

100 V przez 2,5 godziny. Produkty reakcji TRAP przed naniesieniem                 

do studzienek by y czone w proporcji 1:4 z  buforem obci aj cym:           

50% glicerol, 50 mM EDTA i 0,25% b kit bromofenolowy.  
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Barwienie metod  srebrow  

 

 Po zako czeniu elektroforezy el poliakrylamidowy wyjmowano       

z aparatu do elektroforezy i umieszczano na 6 minut w 2% roztworze 

HNO3. Nast pnie el p ukano 3 razy po 2 minuty w wodzie i zalewano 

roztworem barwi cym (0,15% formaliny, 6 mM AgNO3 w wodzie)          

na 30 minut. Po zako czeniu barwienia el p ukano w wodzie                     

przez 30 sekund i umieszczano w sch odzonym roztworze wywo uj cym 

(0,3 M Na2CO3, 0,15% formalina i 0,8 µM Na2S2O3) do czasu pojawienia 

si  pr ków produktów. Reakcj  przerywano poprzez umieszczenie elu           

w 10% roztworze kwasu octowego.  

 Istot  reakcji TRAP jest synteza produktów telomerazy ró ni cych 

si  od siebie o 6 pz. Produkty te s  syntetyzowane przez telomeraz ,            

a nast pnie powielane w reakcji PCR. S  one widoczne na 12% elu 

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

                   telomeraza syntetyzuje produkty o ró nej d ugo ci 
 
 
 
 
 
 
 
                    Produkty te s  nas pnie powielane z wykorzystaniem  
                               reakcji PCR i drugiego startera P2 
 
               Reakcja ta generuje produkty rózni ce si  od sibie o 6 pz.        
 
 
 
 
                                                                                                               
                                                                                                                                              

                                                                                                                                  
 
                    Produkty te s  widoczne na elu w postaci „drabinki” 

 
Ryc.8 Schemat generowania w reakcji TRAP produktów ró ni cych si  o 6 pz oraz 

drabinka produktów reakcji TRAP widoczna na 12% elu poliakrylamidowym. 

 

 

  W te cie TRAPeze dodatkowo widoczny by  pr ek 36 pz 

wewn trznego standardu znajduj cy si  poni ej „drabinki”. 
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5.6 ANALIZA STATYSTYCZNA 

 

 Analiz  statystyczn  wykonano przy pomocy programu 

STATISTICA (StatSoft, Polska). Znamienno  statystyczn  oszacowano z 

wykorzystaniem dwustronnego testu Fisher’a. Ró nice mi dzy grupami 

uznano za znamienne gdy P<0,05. 

 

5.7 ODCZYNNIKI 
 
AppliChem 

Coomassie Briliantblau G-250 
 
Fermentas 

bia kowy wzorzec masowy 
 
Fluka 

akrylamidy (19:1) 
 
Intergen 

TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit 
 
Kodak 

klisza fotograficzna, wywo ywacz, utrwalacz 
 
Osmonics 

membrana nitrocelulozowa 
 
Sigma  

akrylamidy (29:1), APS, TEMED, Trizma Base, SDS, Whatmann 3MM, 
BSA, przeciwcia a poliklonalne przeciw mysim i króliczym przeciwcia om 
skoniugowane z peroksydaz  chrzanow , przeciwcia a monoklonalne 
przeciwko -aktynie, kwas borowy, EDTA, wzorzec masowy DNA, 
 
Pierce 

substrat do chemilumnescencji SuperSignal West Pico 
 

Polskie Odczynniki Chemiczne  
NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4, HNO3,  formalina, AgNO3, Na2CO3, 
Na2S2O3 
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Roche 

TeloTTAGG Telomeraze PCR ELISA  
 
Przeciwcia a przeciwko PP2Ac  by y darem .P. Prof. dr hab. 
Stanis awa o nierowicza. 
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6. WYNIKI 

 

6.1 ANALIZA POZIOMU PP2Ac  W RAKU P CHERZA 

MOCZOWEGO 

 

 Na wst pie sprawdzono, czy królicza surowica zawieraj ca 

przeciwcia a przeciwko dro d owej PP2Ac  reaguje z ludzkim bia kiem 

PP2Ac . W tym celu rozdzielono na denaturuj cym elu 

poliakrylamidowym ekstrakty tkanek guzów nowotworowych p cherza 

moczowego i tkanek otaczaj cych nowotwór pozbawionych cech 

nowotworowych (wycinków tkanek prawid owych p cherza moczowego)  

2 losowo wybranych pacjentów, ekstrakty mi ni królika, cz ciowo 

oczyszczony preparat mi ni szkieletowych królika oraz oczyszczon  

rekombinowan  PP2Ac  nadprodukowan  w dro d ach (Ryc.10). 

Przeprowadzono analiz  western-blotting z wykorzystaniem surowicy 

króliczej skierowanej przeciwko C-terminalnemu fragmentowi PP2Ac . 

Do studzienek na o ono ekstrakty zawieraj ce po 10 µg bia ka (Ryc.9). 

Intensywny pr ek surowicy z ekstraktami mi ni królika ( cie ka 1) 

wynika z bardzo du ego udzia u PP2Ac  w ogólnej puli bia ek tej tkanki. 

W tych samych warunkach rekombinowana ludzka PP2A ( cie ka 3) 

migrowa a z tak  sam  szybko ci  daj c pr ek podobny do tego                

z wst pnie oczyszczonego PP2Ac  z mi nia szkieletowego królika 

( cie ka 2). 
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                 1           2             3             4               5              6              7 

Ryc.9 Western-blotting:  
1 - ekstrakt tkankowy mi nia poprzecznie pr kowanego królika 
2 - cz ciowo czyszczony preparat PP2Ac  mi nia poprzecznie pr kowanego królika 
3 - rekombinowane izoformy  ludzkiej katalitycznej podjednostki fosfatazy PP2A 
otrzymane w dro d ach  
4,6 - ekstrakty tkankowe guzów nowotworowych p cherza moczowego 
5,7- ekstrakty otaczaj cych nowotwory tkanek nie wykazuj cych cech nowotworowych   
Do studzienek na o ono próby zawieraj ce po 10 µg bia ka. 
 

Stwierdzono pojawienie si  pr ków odpowiadaj cych mas  

cz steczkow  PP2Ac  w cie kach w których rozdzielono ekstrakty 

tkankowe guzów nowotworowych p cherza moczowego ( cie ki 4 i 6) oraz 

s abo widoczne pr ki w cie kach w których rozdzielono ekstrakty 

tkankowe p cherzy prawid owych ( cie ki 5 i 7). U obydwu losowo 

wybranych pacjentów stwierdzono du o wy szy poziom PP2Ac               

w ekstraktach tkankowych guzów nowotworowych p cherza moczowego 

w stosunku do odpowiadaj cych im ekstraktów tkankowych prawid owej 

ciany p cherza moczowego. Wyniki te sugeruj , e surowica królicza 

mo e by  stosowana do analizy poziomu PP2Ac  w tkankach ludzkich.  

Okre lono optymaln  ilo  bia ka, któr  nale y u y  do oznaczenia 

poziomu PP2Ac  wykorzystuj c dowolnie wybrany ekstrakt. W badanym 

ekstrakcie poziom PP2Ac  by  wy szy w tkance guza nowotworowego    

w stosunku do poziomu tego bia ka w wycinku tkanki prawid owej 

p cherza moczowego. Na denaturuj cy el poliakrylamidowy nanoszono 

ró ne ilo ci ekstraktów, odpowiadaj ce 5, 10, 15 i 20 µg bia ka. Wykonano 

western-blotting z u yciem króliczej surowicy poliklonalnej przeciwko                  

C-terminalnemu fragmentowi tego bia ka. Wyniki analizy 

densytometrycznej tego do wiadczenia przedstawiono na Ryc.10.  

 

  38kDa 
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Ryc.10 Przyk adowe wyniki analizy densytometrycznej serii pr ków o wzrastaj cej 
zawarto ci ca kowitej bia ka, dla pacjenta o podwy szonym poziomie PP2Ac              
w tkance guza nowotworowego. 
 
 Wraz ze wzrostem ilo ci bia ka na studzienk  w zakresie od 5 do 20 

µg poziom PP2Ac  rós  w ekstrakcie tkankowym guza nowotworowego 

p cherza moczowego. W ekstrakcie otaczaj cej guz nowotworowy tkanki 

prawid owej p cherza moczowego wzrost ten by  mniej widoczny. 

Wzajemny stosunek tych poziomów (stosunek poziomu PP2Ac  w guzie 

do poziomu PP2Ac  w tkance prawid owej) dla ró nych ilo ci na o onego 

do studzienki bia ka nie ulega  istotnym zmianom. Jakkolwiek wzrost ten 

nie by  proporcjonalny do ilo ci u ytego bia ka. 

Podobn  analiz  przeprowadzono dla -aktyny. Uzyskane wyniki 

przedstawiono na Ryc.11. 
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Ryc.11 Przyk adowe wyniki analizy densytometrycznej serii pr ków -aktyny. Analiz  
t  przeprowadzono dla 4 ró nych ilo ci bia ka naniesionego na studzienk . 
 

 W przedziale od 5 µg do 20 µg ca kowitego bia ka surowica 

przeciwko PP2Ac  i przeciwcia a monoklonalne skierowane przeciwko -

aktynie dawa y wiarygodne wyniki. Otrzymane wyniki sugerowa y, e 10 

µg  bia ka na studzienk  jest ilo ci  optymaln .  
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                                                 Pacjent A                 Pacjent B 

                                             Now.       Praw.        Now.      Praw.      
 
 
 
 
 
 
Ryc.12 Western-blotting ekstraktów tkankowych 2 przyk adowych pacjentów 
pokazuj cy ró nice poziomu PP2Ac . Rozdzielono ekstrakty tkankowe zawieraj ce po 
10 g bia ka. Poziom PP2Ac  porównywano z poziomem bia ka -aktyny.             
(Now. -  nowotwotwór, Praw. – prawid owy p cherz moczowy) 
 

 Metod  western-blottingu z u yciem surowicy skierowanej 

przeciwko C-terminalnemu fragmentowi bia ka przeanalizowano materia  

pochodz cy od 54 pacjentów. Badano zarówno wycinki guza 

nowotworowego, jak i prawid owej ciany p cherza moczowego.            

Dla ka dego pacjenta okre lono tzw. wspó czynnik R okre laj cy relacj  

pomi dzy poziomami PP2Ac  w raku i otaczaj cej nowotwór tkance 

prawid owej (patrz „Materia y i Metody”). Przyk adowe wyniki 

przedstawiono na Ryc.12. Stwierdzono ró nice poziomu PP2Ac                

u poszczególnych pacjentów. Poziom PP2Ac  by  zarówno wy szy 

(pacjent A), jak i ni szy (pacjent B) w guzie nowotworowym w stosunku 

do poziomu PP2Ac  w wycinku tkanek prawid owego p cherza 

moczowego. Obni ony poziom PP2Ac  (w stosunku do kontroli) 

stwierdzono w 16 (30%) guzów nowotworowych, zbli ony                     

do obserwowanego w tkankach p cherza prawid owego w 16 (30%), 

natomiast podwy szony w 22 (40%). Wyniki przedstawiono w Tabeli 5. 

 

 

 

 

 

-aktyna 

PP2Ac  
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Tab. 5 Poziom PP2Ac  w ekstraktach raków p cherza moczowego w stosunku do 
otaczaj cych tkanek prawid owych.  
 

Poziom PP2Ac  w ekstrakcie 

(w stosunku do kontroli) 
Charakterystyka kliniczna pacjentów 

Obni ony (n=16) 
 
1 R 

P e : 3 kobiety (19%), 13 m czyzn (81%) 
Wiek: od 50 do 77 lat ( rednia 64) 
TNM: Ta-1: 7 pacjentów (44%),  
T2-3-4: 8 pacjentów (56%),  
N1: 2 pacjentów (12%) 
G: G1: 5 pacjentów (31%), 
G2-3:  11 pacjentów (69%)  
Prze ycia: zmar o 2 pacjentów 

Zbli ony do obserwowanego 
w p cherzu prawid owym 
(n=16) 
 
R 1 

P e : 6 kobiet (37%), 10 m czyzn (63%) 
Wiek: od 34 do 78 lat ( rednia 61) 
TNM: Ta-1: 5 pacjentów (31%),  
T2-3-4: 11 pacjentów (69%), 
N1: 4 pacjentów (25%) 
G: G1: 6 pacjentów (37%), 
G2-3: 10 pacjentów (63%) 
Prze ycia: zmar o 6 pacjentów 

Podwy szony (n=22) 
 
R 1 

P e : 4 kobiety (18%) i 18 m czyzn (82%) 
Wiek: od 32 do 79 lat ( rednia 62) 
TNM: Ta-1: 10 pacjentów (45%), 
T2-3-4: 12 pacjentów (55%), 
N1: 2 pacjentów 5 (23%) 
G: G1: 7 pacjentów (32%),  
G2-3:  15 pacjentów (68%) 
Prze ycia: zmar o 6 pacjentów 

 

Obni ony poziom PP2Ac  w raku p cherza moczowego 

stwierdzono u 3 kobiet i 13 m czyzn. rednia wieku w tej grupie 

pacjentów wynosi a 64 lata. U 7 pacjentów guz nowotorowy by  w stadium 

powierzchniowym (Ta-1), a u 8 pacjentów by  zaawansowanym 

nowotworem naciekaj cym (T2-3-4). Przerzuty do pojedynczych w z ów 

ch onnych stwierdzono u dwóch pacjentów. Niski stopie  z o liwo ci 

histologicznej (G1) stwierdzono u 5, a wysoki (G2-3) u 11 pacjentów.      

Do czasu zako czenia projektu zmar o dwóch pacjentów. 

 Zbli ony do obserwowanego w p cherzu prawid owym poziom 

PP2Ac  stwierdzono w guzach nowotworowych 16 pacjentów, 6 kobiet                     
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i 10 m czyzn. rednia wieku w tej grupie wynosi a 61 lat.                   

Nowotwór powierzchniowy (Ta-1) stwierdzono u 5 pacjentów,                     

a naciekaj cy (T2-3-4) u 11; przerzuty do pojedynczych w z ów ch onnych 

stwierdzono u 4 pacjentów. Niskim stopniem z o liwo ci histologicznej 

(G1) charakteryzowa o si  6 nowotworów, wysokim 9 (T2-3-4).              

Do czasu zako czenia projektu zmar o 6 pacjentów. 

Podwy szony poziom PP2Ac  w tkance guza nowotworowego 

stwierdzono u 22 pacjentów, 4 kobiet i 18 m czyzn ( rednia wieku 

wynios a 62 lata). W 10 przypadkach nowotwór by  w stadium 

powierzchniowym (Ta-1), za  w 12 w naciekaj cym (T2-3-4). Przerzuty   

do pojedynczych w z ów ch onnych  stwierdzono u 5 pacjentów.          

Niski stopie  z o liwo ci histologicznej (G1) stwierdzono w 7 

przypadkach, wysoki (G2-3) w 15 przypadkach. W tej podgrupie do ko ca 

trwania projektu zmar o 6 pacjentów. 

Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy wiekiem pacjenta, TNM, 

stopniem z o liwo ci histologicznej, a wspó czynnikiem R (poziomem 

PP2Ac ).  
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6.2 ANALIZA AKTYWNO CI TELOMERAZY W RAKU P CHERZA 

MOCZOWEGO 

  

 W pierwszym etapie wykonano standaryzacj  metody oznaczania 

aktywno ci telomerazy w raku p cherza moczowego stosuj c ró ne ilo ci 

bia ka w reakcji TRAP ELISA (Ryc.13) z wykorzystaniem testu Roche. 
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Ryc.13 Zale no  aktywno ci telomerazy oznaczonej testem TRAP ELISA od ilo ci 
ekstraktu u dwóch dowolnie wybranych pacjentów (1 i 5). 
 
 Do eksperymentu u yto ekstraktów tkankowych guzów 

nowotworowych p cherza moczowego pochodz cych od dwóch dowolnie 

wybranych pacjentów. Dla ka dego pacjenta wykonano analiz  aktywno ci 

telomerazy w raku p cherza moczowego u ywaj c trzech ilo ci bia ka: 

0,05 µg, 0,5 µg i 5 µg. Najwy szy poziom aktywno ci telomerazy              

w badanych próbach stwierdzono dla 0,5 g bia ka. Przy tym samym 

st eniu bia ka aktywno  telomerazy by a ró na u ró nych pacjentów. 
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Otrzymane wyniki sugerowa y, e 0,05 µg ekstraktu nie wystarcza            

do pomiaru aktywno ci telomerazy. U ywaj c 5 µg bia ka do pomiaru 

aktywno  telomerazy stwierdzono w tkance guza nowotworowego 

charakteryzuj cego si  wysok  aktywno ci  enzymu. Na podstawie 

powy szego do wiadczenia aktywno  telomerazy oznaczano u ywaj c   

0,5 i 5 g bia ka. Stwierdzono równie  brak zale no ci liniowej pomi dzy 

ilo ci  bia ka u ytego w te cie, a poziomem aktywno ci telomerazy,         

co mo e by  spowodowane obecno ci  czynników interferuj cych. 

 

Z wykorzystaniem testu TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA 

(Roche Diagnostics) przeanalizowano 29 raków p cherza moczowego 

(Tab.6), z których 26 wykaza o aktywno  telomerazy. Pocz tkowo 

aktywno  oznaczano dla 0,5 i 5 µg bia ka, a za wynik pozytywny uwa ano 

taki, w którym absorbancja dla co najmniej jednej (0,5 lub 5 µg) ilo ci 

bia ka przekracza a 0,2. ladow  aktywno  telomerazy wykazywa y próby 

w których absorbancja przekracza a 0,1. Próby takie rozdzielone                     

w elektroforezie poliakrylamidowej i wybarwione srebrem 

charakteryzowa y si  obecno ci  „drabinki”, charakterystycznej dla prób 

„dodatnich”. Pó niej zrezygnowano z oznaczania aktywno ci telomerazy   

w 5 µg, z uwagi na konieczno  redukcji kosztów wykonywanych analiz 

oraz potrzeb  uproszczenia testu. W przypadkach w których badany 

ekstrakt tkankowy wykazywa  nisk  aktywno  telomerazy dla 0,5 µg 

przeprowadzano reakcj  równie  dla 5 µg bia ka. Z drugiej strony ni sze 

absorbancje dla 5 µg mog  wynika  z obecno ci w badanym ekstrakcie 

tkankowym inhibitorów reakcji. 
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Tab.6 Aktywno  telomerazy w tkankach guzów nowotworowych p cherza moczowego 
oznaczana testem TeloTTAGGG Telomerase PCR ELISA (Roche Diagnostics);  
no - nie oznaczano 
 

Absorbancja (450nm, 

z 

referencyjn  690nm)
Telomeraza 

Pacjenci

(Nr) 0,5µg 

bia ka/ 

reakcj  

5µg 

bia ka/ 

reakcj  

Charakterystyka kliniczna 

pacjentów 

Brak aktywno ci 
telomerazy  
Absorbancja <0,1 
n=3 

11 
59 
60 

0,017 
0,035 
0,021 

0,011 
no 
no 

P e : 1 kobieta i 2 m czyzn 
Wiek: od 61 do 79 lat  
TNM: Ta-1: 2 pacjentów, 
T2-3-4: 1 pacjent,  
N1: 1 pacjent 
G: G1: 1 pacjent,  
G2-3:  2 pacjentów  
Prze ycia: zmar o 2 
pacjentów 

ladowa aktywno  
telomerazy 
Absorbancja   
0,1<Abs<0,2 
n=2 

2 
61 

0,103 
0,116 

0,121 
no 

P e : 1 kobieta i 1 m czyzna 
Wiek:  32 i 79 lat  
TNM: Ta-1: 1 pacjent,  
T2-3-4: 1 pacjent,  
G: G1: 1 pacjent,  
G2-3:  1 pacjent  
Prze ycia: wszyscy pacjenci 
yj  
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Stwierdzona 
aktywno  
telomerazy  
n=24 

1 
4 
5 
7 
8 
9 

10 
12 
13 
15 
16 
17 
18 
20 
21 
23 
24 
25 
26 
56 
57 
62 
63 
64 

0,132 
0,235 
1,811 
1,051 
0,364 
0,670 
1,448 
0,251 
0,237 
0,265 
0,066 
0,349 
0,034 
>3,00 
>3,00 
>3,00 
1,629 
0,642 
>3,00 
0,873 
0,393 
1,004 
1,141 
0,751 

0,767 
0,172 
1,118 
1,175 
0,244 
0,242 
2,635 
0,201 
0,026 
0,268 
0,403 
0,124 
0,309 
>3,00 
>3,00 
>3,00 
1,959 
1,248 
>3,00 

no 
no 
no 
no  
no 

P e : 9 kobiet (37%), 
15 m czyzn (63%) 
Wiek: od 34 do 76 lat  
( rednia 62) 
TNM: Ta-1: 6 pacjentów 
(25%) 
T2-3-4: 18 pacjentów (75%), 
N1: 6 pacjentów (25%) 
G: G1: 6 pacjentów (25%),  
G2-3: 18 pacjentów (75%) 
Prze ycia: zmar o 8 pacjentów

 

Brak aktywno ci telomerazy stwierdzono w tkankach guzów 

nowotworowych 3 pacjentów, jednej kobiety i dwóch m czyzn (w wieku 

od 61 do 79 lat). Nowotwory by y powierzchniowe (Ta-1) w dwóch 

przypadkach, jeden nowotwór by  naciekaj cy (T2-3-4), za  u jednego 

pacjenta stwierdzono przerzut do pojedynczego w z a ch onnego.                     

W jednym przypadku nowotwór p cherza moczowego zosta  

sklasyfikowany jako dobrze zró nicowany (G1), a w dwóch pozosta ych 

przypadkach jako rednio i s abo zró nicowany (lub anaplastyczny G2-3). 

W grupie chorych, których nowotwory p cherza moczowego                     

nie wykazywa y aktywno ci telomerazy zmar o dwóch pacjentów. 

W dwóch przypadkach badane raki p cherza moczowego wykaza y 

ladow  aktywno  telomerazy. By y to nowotwory pochodz ce od jednej 

kobiety i jednego m czyzny (w wieku 32 i 79 lat). Jeden nowotwór zosta  

sklasyfikowany jako powierzchniowy (Ta-1), drugi jako naciekaj cy               
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(T2-3-4). aden z pacjentów nie mia  przerzutów do w z ów ch onnych. 

Jeden rak p cherza moczowego by  dobrze zró nicowany (G1),                    

a drugi zaliczono do grupy G2. Pacjenci yli na dzie  zako czenia bada . 

U pozosta ych 24 pacjentów w tkankach guzów nowotworowych 

p cherza moczowego stwierdzono aktywno  telomerazy. Do grupy tej 

nale y 9 kobiet i 15 m czyzn ( rednia wieku 62 lata). Nowotwory 

zaliczono do powierzchniowych (Ta-1) w 6 przypadkach, do naciekaj cych                   

(T2-3-4) w 18. U 6 pacjentów stwierdzono pojedyncze przerzuty                     

do w z ów ch onnych. Dobrze zró nicowane (G1) by y nowotwory                     

6 pacjentów, u 18 by y rednio, s abo zró nicowane lub anaplastyczne        

(G2-3). Zmar o o miu pacjentów. U cz ci pacjentów (np. pacjent 15)           

w obydwu st eniach bia ka aktywno  pozostawa a na stosunkowo niskim 

poziome, za  u innych (np. pacjent 26) na bardzo wysokim poziomie.               

U niektórych pacjentów (np. pacjent 1) aktywno  telomerazy by a 

wyra nie wy sza gdy u yto 5 µg bia ka na reakcj , u niektórych (np. 

pacjent 5) by a ona wy sza gdy u yto 0,5 µg bia ka na reakcj .  

 

Z uwagi na problemy z zakupem testu firmy Roche wynikaj ce                 

z fuzji firm produkuj cych test pozosta e raki p cherza moczowego 

analizowano z wykorzystaniem testu firmy Intergen.                     

I tak z wykorzystaniem testu TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit 

(Intergen, USA) przeanalizowano tkanki guzów nowotworowych              

27 pacjentów. Uzyskane wyniki równie  podzielono na trzy grupy             

w zale no ci od poziomu aktywno ci telomerazy (Tab.7).  
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Tab.7 Aktywno  telomerazy w tkankach raków p cherza moczowego oznaczona 
testem TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit. 

Absorbancja (450nm, z

referencyjn  690nm) 
Telomeraza 

Pacjenci 

(Nr) 0,5µg bia ka/ 

reakcj  

Charakterystyka kliniczna 

pacjentów 

Brak aktywno ci 
telomerazy  
Absorbancja <0,1 
n=2 

41 
45 

0,094 
0,050 

P e : 2 m czyzn  
Wiek: 50 i 77 lat  
TNM: Ta-1: 2 pacjentów  
G: G1: 2 pacjentów  
Prze ycia: obydwaj pacjenci 
yj  

ladowa 
aktywno  
telomerazy 
Absorbancja   
0,1<Abs<0,15 
n=1 

27 0,143 61 letni m czyzna,  
T2N0M0, G1, yje 

Stwierdzona 
aktywno  
telomerazy      
n=24 
 
 
 
 
 
 
 

19 
28 
29 
30 
31 
33 
34 
35 
37 
38 
39 
40 
42 
43 
44 
46 
47 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 

0,449 
1,692 
2,590 
3,195 
0,431 
2,991 
2,858 
2,055 
0,523 
0,450 
0,297 
1,367 
2,481 
0,252 
1,933 
0,849 
2,798 
0,450 
1,391 
2,776 
1,101 
0,681 
0,929 
2,453 

P e : 4 kobiety (17%), 20 
m czyzn (83%) 
Wiek: od 45 do 75 lat ( rednia 
62) 
TNM: Ta-1: 14 pacjentów 
(58%)  
T2-3-4: 10 pacjentów (42%), 
N1: 4 pacjentów (17%) 
G: G1: 8 pacjentów (33%),  
G2-3:  16 pacjentów (67%)  
Prze ycia: zmar o 4 pacjentów 

 
 Brak aktywno ci telomerazy stwierdzono w tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego dwóch  m czyzn, w wieku 50 i 77 

lat. Obydwa nowotwory by y powierzchniowe (Ta-1), dobrze 
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zró nicowane (G1), bez przerzutów do w z ów ch onnych. Obydwaj 

pacjenci yj . 

 Tkanka guza nowotworowego jednego pacjenta wykaza a ladow  

aktywno  telomerazy. By  to 61 letni m czyzna, u którego rak p cherza 

moczowego nacieka  powierzchniowe warstwy mi niówki p cherza 

moczowego (T2), by  dobrze zró nicowany histologicznie (G1),                     

bez przerzutów. Pacjent yje. 

 Aktywno  telomerazy w tkance guza nowotworowego p cherza 

moczowego stwierdzono u 24 pacjentów: 4 kobiet i 20 m czyzn ( rednia 

wieku wynosi a 62 lata). Nowotwory by y powierzchniowe                     

(Ta-1) u 14 pacjentów, naciekaj ce (T2-3-4) u 10.                     

U 4 pacjentów stwierdzono wyst powanie przerzutów do w z ów 

ch onnych. W 8 przypadkach nowotwory by y dobrze zró nicowane (G1), 

w 16 rednio, s abo zró nicowane lub anaplastyczne (G2-3).                     

W tej grupie zmar o 4 pacjentów.  

 

 Obydwa u yte testy nale  do tzw. testów jako ciowych, 

dopuszczonych do stosowania jedynie w celach naukowych.                  

Otrzymane wyniki w postaci absorbancji nie mog  s u y  za podstaw  

oceny ró nic w poziomie aktywno ci telomerazy pomi dzy pacjentami. 

Jest to spowodowane kilkoma problemami metodologicznymi.                     

Po pierwsze, nowotwór nie jest w 100% homogenn  populacj  komórek 

nowotworowych. Przyst puj c do analizy poziomu aktywno ci telomerazy 

nie wiemy, czy w badanym wycinku komórek nowotworowych jest 100%, 

czy 10%. Nawet badanie histopatologiczne nie jest w stanie odpowiedzie  

na to pytanie, bowiem, ju  0,1 mm dalej ilo  komórek nowotworowych 

mo e by  zupe nie inna. Ponadto obecno  hemoglobiny w ka dym 

wycinku badanego nowotworu jest zró nicowana, a co za tym idzie           

w ró nym stopniu b dzie ona wp ywa  na wiarygodno  wykonywanych 
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oznacze . Zmienny osobniczo poziom czynników interferuj cych,               

takich jak hemoglobina, dodatkowo komplikuje wykonywane analizy, 

wymuszaj c bardzo zindywidualizowane podej cie do ka dego pacjenta. 

Wida  to wyra nie, gdy porównujemy ze sob  wyniki uzyskane w te cie 

Roche, gdzie dla jednego pacjenta w dwóch ró nych st eniach bia ka 

uzyskujemy ró ne wyniki. Gdy poziom czynników interferuj cych by  

wysoki absorbancja by a wy sza dla 0,5 g bia ka na reakcj  TRAP. 

Zaobserwowane ró nice nie wp ywaj  jednak na ogólny wynik,                     

gdy  test ten jest testem jako ciowym. Gdy poziom czynników 

interferuj cych by  niski, absorbancja by a wy sza dla 5 g bia a na reakcj  

TRAP. Po drugie testy tak skomplikowane, b d ce po czeniem metod 

opartych na genetyce z metodami immunoenzymatycznymi z powodu 

wielu etapów analizy nara one s  na istotne przek amania spowodowane 

wielokrotnym przenoszeniem badanych prób pomi dzy naczyniami 

inkubacyjnymi i wielokrotnym pipetowaniem roztworów. Po trzecie, z 

moich obserwacji wynika, e u yte w obydwu testach kontrole dodatnie 

wykazuj  stosunkowo wysokie wahania (si gaj ce 0,5 jednostek 

absorbancji) pomi dzy poszczególnymi p ytkami testów, pozostaj c w 

zakresie wymaganym przez producentów do uznania eksperymentu za 

prawid owo przeprowadzony. Przyczyny tego s  nieznane, jednak e 

ró nice takie sprawiaj , e niewskazane jest porównywanie ze sob  w 

jakikolwiek sposób wyników absorbancji uzyskanych na ró nych p ytkach. 

Nale y mie  nadziej , e dost pne od pewnego czasu testy reklamowane 

jako ilo ciowe s  pozbawione tych wad. Konieczne jest zatem bardzo 

ostro ne stosowanie tych testów, a co za tym idzie trudne b dzie 

dostosowanie ich do rutynowej diagnostyki i prognostyki klinicznej.  
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Z wykorzystaniem obydwu testów przeanalizowano cznie            

56 tkanek guzów nowotworowych p cherza moczowego, z czego 51 na 56, 

czyli 91%, wykaza o co najmniej ladow  aktywno  telomerazy (Tab.8). 

 
Tab.8  Analiza aktywno ci telomerazy w tkankach guzów nowotworowych p cherza 
moczowego             
 

Telomeraza Pacjenci (Nr) Charakterystyka kliniczna pacjentów 

Brak aktywno ci 
telomerazy  
n=5 

11, 41, 45, 59, 60  P e : 1 kobieta i 4 m czyzn 
Wiek: od 50 do 79 lat  
( rednia 67) 
TNM: Ta-1: 4 pacjentów,  
T2-3-4: 1 pacjent,  
N1: 1 pacjent 
G: G1: 3 pacjentów,  
G2-3: 2 pacjentów  
Prze ycia: zmar o 2 pacjentów  

ladowa 
aktywno  
telomerazy 
n=3 

2, 27, 61  P e : 1 kobieta i 2 m czyzn 
Wiek: od 32 do 79 lat  
TNM: Ta-1: 1 pacjent, 
T2-3-4: 2 pacjentów, 
N1: 0 pacjentów 
G: G1: 2 pacjentów, 
G2-3: 1 pacjent   
Prze ycia: wszyscy pacjenci yj  

Stwierdzona 
aktywno  
telomerazy      
n=48 

1, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
23, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 
31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 
40, 42, 43, 44, 46, 47, 49, 
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 

57, 62, 63, 64,  
 

P e : 13 kobiet (27%), 
35 m czyzn (73%) 
Wiek: od 34 do 76 lat ( rednia 62) 
TNM: Ta-1: 20 pacjentów (42%), 
T2-3-4: 28 pacjentów (58%),  
N1; 10 pacjentów (21%) 
G: G1: 14 pacjentów (29%), 
G2-3: 34 pacjentów (71%)  
Prze ycia: zmar o 12 pacjentów  

 
 
 Aktywno ci telomerazy nie stwierdzono w tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego 5 pacjentów: 1 kobiety i 4 

m czyzn ( rednia wieku 67 lat). Cztery nowotwory by y powierzchniowe 

(Ta-1), jeden nacieka  cian  p cherza moczowego (T2-3-4). U jednego 

pacjenta znaleziono przerzut do pojedynczego w z a ch onnego. U trzech 

pacjentów raki p cherza moczowego zosta y sklasyfikowane jako dobrze 
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zró nicowane histologicznie, a u dwóch jako rednio, s abo zró nicowane                    

lub anaplastyczne (G2-3). Zmar o dwóch pacjentów.  

ladow  aktywno  telomerazy w tkankach guzów nowotworowych 

p cherza moczowego stwierdzono w wycinkach pochodz cych od trzech 

pacjentów: jednej kobiety i dwóch m czyzn. Nowotwór w jednym 

przypadku zosta  sklasyfikowany jako powierzchniowy (Ta-1), a w dwóch 

jako naciekaj cy (T2-3-4). Dwa raki by y w niskim stopniu z o liwe 

histologicznie (G1), a jeden w wysokim (G2-3). Wszyscy pacjenci yj . 

 Aktywno  telomerazy stwierdzono w tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego 48 pacjentów, 13 kobiet i 35 

m czyzn ( rednia wieku 62 lata). Nowotwory te sklasyfikowano jako 

powierzchniowe (Ta-1) u 20 pacjentów i naciekaj ce (T2-3-4) u 28. U 10 

pacjentów znaleziono pojedyncze przerzuty do w z ów ch onnych.           

14 Nowotworów by o w niskim stopniu z o liwych histologicznie (G1), za  

34 w wysokim (G2-3). Zmar o 12 pacjentów.  

Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy poziomem aktywno ci 

telomerazy a parametrami klinicznymi badanych pacjentów.  
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6.3 ANALIZA AKTYWNO CI TELOMERAZY W OSADACH 

KOMÓREK Z MOCZU CHORYCH NA RAKA P CHERZA 

MOCZOWEGO ORAZ OSÓB ZDROWYCH 

 

Wykonano pomiary aktywno ci telomerazy w osadach komórek                

z moczu chorych na raka p cherza moczowego. Lizat ka dego osadu 

analizowano u ywaj c pi ciu ró nych ilo ci bia ka w reakcji TRAP,                

aby unikn  z jednej strony hamowania reakcji przez sk adniki chemiczne 

obecne w moczu, a z drugiej aby u y  wystarczaj cej ilo ci ekstraktu 

badanego osadu. Takie podej cie pozwala unikn  uzyskania fa szywie 

negatywnych wyników, z uwagi na bardzo du e ró nice sk adu 

chemicznego moczu i ilo ci komórek w moczu pomi dzy badanymi 

pacjentami.  

Aktywno  telomerazy stwierdzono w oko o 89%, badanych osadów 

komórek z moczu pacjentów z rakiem p cherza moczowego.                   

Wyniki przedstawiono w Tabeli 9. 

 

Tab.9 Aktywno  telomerazy w osadach komórek z moczu pacjentów chorych na raka 
p cherza moczowego. 
Telomeraza Charakterystyka kliniczna pacjentów 

Brak aktywno ci telomerazy 
n=6 

P e : 6 m czyzn  
Wiek: od 50 do 79 lat ( rednia 68) 
TNM: Ta-1: 4 pacjentów, 
T2-3-4; 2 pacjentów  
G: G1: 4 pacjentów, 
G2-3: 2 pacjentów  
Prze ycia: zmar o 2 pacjentów  

ladowa aktywno  telomerazy 
n=1 

61 letni m czyzna 
T2N0M0, G1, yje 

Stwierdzona aktywno  telomerazy 
n=48 

P e : 12 kobiet (25%), 36 m czyzn (75%) 
Wiek: od 32 do 84 lat ( rednia 62) 
TNM: Ta-1: 23 pacjentów (48%), 
T2-3-4: 25 pacjentów (52%), 
N1: 7 pacjentów (15%) 
G: G1: 16 pacjentów (33%),  
G2-3: 32 pacjentów (67%)  
Prze ycia: zmar o 10 pacjentów  
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Aktywno ci telomerazy nie stwierdzono w osadzie komórek z moczu 

6 pacjentów, byli to m czy ni, których redni wiek wynosi  68 lat. aden 

z pacjentów nie mia  przerzutów. U 4 pacjentów nowotwory p cherza 

moczowego zosta y sklasyfikowane jako powierzchniowe (Ta-1), u dwóch 

jako naciekaj ce (T2-3-4). Podobnie cztery nowotwory by y w niskim 

stopniu z o liwe histologicznie (G1) i dwa w wysokim (G2-3). Zmar o 

dwóch pacjentów. 

 Jeden pacjent mia  ladow  aktywno  telomerazy w osadzie 

komórek z moczu. By  to 61 letni m czyzna. Rak p cherza moczowego 

nacieka  powierzchniowe warstwy mi niówki (T2), ale by  dobrze 

zró nicowany histologicznie (G1). 

 Aktywno  telomerazy w osadach komórek z moczu stwierdzono     

u 48 pacjentów chorych na raka p cherza moczowego: 12 kobiet                    

i 36 m czyzn ( redni wiek wynosi  62 lata). Nowotwory te by y 

powierzchniowe (Ta-1) u 23 pacjentów, u pozosta ych 25 nacieka y g biej 

po o one warstwy p cherza moczowego (T2-3-4). U 7 pacjentów 

znaleziono pojedyncze przerzuty do w z ów ch onnych. Nowotwory by y 

w niskim stopniu z o liwe histologicznie (G1) u 16 pacjentów, za  u 32 w 

wysokim (G2-3). Zmar o 10 pacjentów.  

Grupa pacjentów chorych na raka p cherza moczowego, w których 

osadach komórek z moczu nie stwierdzono aktywno ci telomerazy by a 

zbyt ma o liczna aby by a mo liwa jakakolwiek analiza statystyczna 

zale no ci pomi dzy aktywno ci  telomerazy w osadzie,                     

a parametrami klinicznymi pacjentów.  

 

  Analogiczn  analiz  przeprowadzono dla 11 osób zdrowych.                   

W adnym z badanych osadów komórek z moczu nie stwierdzono 

aktywno ci telomerazy. 
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6.4 PORÓWNANIE AKTYWNO CI TELOMERAZY W RAKACH 

P CHERZA MOCZOWEGO Z AKTYWNO CI  TELOMERAZY         

W OSADACH KOMÓREK Z MOCZU 

 

 Porównano aktywno  telomerazy w tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego i osadach komórek z moczu 

(Tab.10). Obecno  lub brak aktywno ci telomerazy w tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego odpowiada a obecno ci lub brakowi 

aktywno ci telomerazy w osadzie komórek z moczu u 51 na 52 pacjentów, 

dla których posiadano zarówno wycinki raka p cherza moczowego, jak i 

osad komórek z moczu, co daje zgodno  na poziomie 98%. 

 
Tab.10 Porównanie aktywno ci telomerazy w tkankach raków p cherza moczowego z 
aktywno ci  telomerazy w osadach komórkowych z moczu. 
 

 Aktywno  telomerazy w osadzie komórek 

z moczu 

 
 

dodatnia ladowa brak aktywno ci 

Dodatnia Pacjenci nr:  
1, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 
13, 15, 16, 18, 19, 
20, 21, 24, 26, 28, 
29, 30, 31, 33, 34, 
35, 37, 38, 39, 40, 
42, 43, 44, 46, 47, 
49, 50, 51, 52, 53, 
54, 55, 56, 57, 62, 

63, 64 

Pacjenci nr:  
2, 61 

 

ladowa  Pacjent nr 27  A
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Brak 
aktywno ci 

Pacjent nr 17  Pacjenci nr: 
 41, 45, 59, 60 

 

 Dodatnia aktywno  telomerazy w tkankach raków p cherza 

moczowego pokrywa a si  z dodatni  aktywno ci  telomerazy w osadach 

komórek z moczu w 44 przypadkach. W dwóch przypadkach ladowej 

aktywno ci w tkance guza nowotworowego p cherza moczowego 
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towarzyszy a dodatnia aktywno  w osadzie komórek z moczu, za  w 

jednym ladowa aktywno  w tkance guza nowotworowego p cherza 

moczowego odpowiada a ladowej aktywno ci w osadzie komórek z 

moczu. Brak aktywno ci w tkance raka p cherza moczowego i w osadzie 

komórek w moczu stwierdzono w czterech przypadkach. Tylko u pacjenta 

numer 17 pomimo wyst powania aktywno ci telomerazy w tkance guza 

nowotworowego nie stwierdzono aktywno ci telomerazy w osadzie 

komórek z moczu. 
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6.5 PORÓWNANIE POZIOMU IZOFORMY  KATALITYCZNEJ 

PODJEDNOSTKI FOSFATAZY BIA EK TYPU 2A Z AKTYWNO CI  

TELOMERAZY W RAKU P CHERZA MOCZOWEGO 

 

 Aktywno  telomerazy w tkankach guzów nowotworowych p cherza 

moczowego porównano ze wzgl dnym poziomem PP2Ac . Zestawienie 

wyników przedstawiono w tabeli 11. 

 Brak aktywno ci telomerazy przy jednoczesnym niskim poziomie 

PP2Ac  stwierdzono w 3 przypadkach. By y to nowotwory p cherza 

moczowego w ró nym stopniu zaawansowania (dwa w stopniu T1                

i jeden T4) oraz z o liwo ci histologicznej (dwa G1 i jeden G3).                 

U jednego pacjenta (numer 59) brakowi aktywno ci telomerazy w tkance 

raka towarzyszy  podwy szony poziom PP2Ac . Nowotwór ten by  

powierzchniowy i dobrze zró nicowany histologicznie.  

ladowa aktywno  telomerazy w tkance guza nootworowego 

towarzyszy a niskiemu poziomowi PP2Ac  u dwóch pacjentów chorych na 

raka p cherza moczowego. Nowotwory by y naciekaj ce i rednio 

zró nicowane. U jednego pacjenta (numer 61) ladowej aktywno ci w 

tkance raka p cherza moczowego towarzyszy  podwy szony poziom 

PP2Ac . Nowotwór ten by  we wczesnym stadium rozwoju (Ta). 

 Aktywno  telomerazy w tkance guza nowotworowego p cherza 

moczowego towarzyszy a niskiemu poziomowi PP2Ac  u 11 pacjentów. 

Pi  raków p cherza moczowego by o powierzchniowych, sze  

naciekaj cych. Dobrze zró nicowane by y dwa raki p cherza moczowego, 

rednio zró nicowane, niezró nicowane lub anaplastyczne dziewi .                  
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Aktywno  telomerazy w tkance raka p cherza moczowego                     

z jednoczesnym podwy szonym poziomem PP2Ac  stwierdzono               

u 20 pacjentów. Nowotwory u 8 pacjentów by y powierzchniowe,                

a u 12 naciekaj ce. Pi  by o dobrze zró nicowanych, a 15 rednio, s abo 

zró nicowanych lub anaplastycznych. 

Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy poziomem izoformy  

katalitycznej podjednostki fosfatazy typu 2A a aktywno ci  telomerazy               

w raku p cherza moczowego. Nie znaleziono równie  zale no ci pomi dzy 

parametrami klinicznymi pacjentów, a aktywno ci  telomeraz  i poziomem 

PP2Ac .  
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7. DYSKUSJA 
 
 Przej ciowonab onkowy rak p cherza moczowego powoduje                   

w Polsce rokrocznie ponad 2000 zgonów. Stosunkowo d ugi okres czasu 

jaki up ywa od powstania ogniska nowotworowego do stwierdzenia 

pierwszych objawów klinicznych choroby oraz du e prawdopodobie stwo 

powstania wznowy powoduj , i  nowotwór ten jest w ostatnich latach 

obiektem wzmo onego zainteresowania lekarzy praktyków i teoretyków. 

Jak dot d znaleziono i scharakteryzowano wiele bia ek, o potencjalnym 

znaczeniu diagnostycznym. Ich przydatno  diagnostyczna                     

i prognostyczna, jest ca y czas badana. Do bia ek tych mi dzy innymi 

nale y hemoglobina, która z powodu krwawienia powierzchni nowotworu 

pojawia si  w moczu, jednak w zbyt niskim odsetku przypadków,                   

aby test wykrywaj cy hemoglobin  uwa a  za idealny.                     

Od kilku lat dyskutowana jest równie  przydatno  kliniczna oznaczania 

aktywno ci telomerazy. Jest to nukleoproteina j drowa wyd u aj ca 

telomery, której aktywno  znaleziono w oko o 85% ludzkich 

nowotworów. Regulacja aktywno ci telomerazy nie jest dok adnie 

poznana. Wiadomo, e jej aktywno  jest regulowana zarówno na poziomie 

transkrypcji, epigenezy, jak i przez modyfikacje potranslacyjne                     

takie jak odwracalna fosforylacja. Telomeraza jest fosforylowana                

przez kinazy bia ek, g ównie prze PKC  i PKB, za  defosforylowana 

prawdopodobnie przez PP2A.  
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7.1 POZIOM PP2Ac  W RAKU P CHERZA MOCZOWEGO 

 

 Jednym z celów rozprawy doktorskiej by o okre lenie relacji 

pomi dzy poziomem PP2Ac , a stopniem zaawansowania nowotworu                

i parametrami klinicznymi. 

Wysoki poziom PP2Ac  wp ywa destabilizuj co na metabolizm 

komórek, w tym na tak istotne dla homeostazy procesy jak regulacja 

osmolarno ci i procesy zwi zane z podzia em komórki, a mianowicie               

na mitoz  i cytokinez . Ponadto stwierdzono zmiany kszta tu komórki 

spowodowane dezorganizacj  cytoszkieletu jak i zmianami osmotycznymi. 

Zbyt niski poziom homologów PP2Ac  wygenerowany poprzez delecj  ich 

genów powodowa  obni enie prze ywalno ci, zaburzenia mitozy                     

i zaburzenie integralno ci cytoszkieletu. Wszystkie te anomalie komórkowe 

s  cz sto spotykane w komórkach nowotworowych, gdzie mamy                   

do czynienia zarówno z deregulacj  metabolizmu, jak i zaburzeniami 

wyst puj cymi podczas podzia u komórki. Podobnie zaburzenia 

osmolarno ci, jak i kszta tu komórek s  powszechne w komórkach 

nowotworowych. 

Niew tpliwym dowodem zaanga owania PP2A w transformacj  

nowotworow  jest efekt wywo ywany przez specyficzne inhibitory                 

tej fosfatazy takie jak kwas okadejowy, czy kalikuliny.                     

Podanie myszom ektopowo okadejanu wywo uje transformacj  

nowotworow  fibroblastów skóry [134,135]. Równie  mutacje wyst puj ce 

w podjednostce strukturalnej (PR65) w nowotworach piersi, p uc, 

okr nicy czy skóry wskazuj  na udzia  tej fosfatazy w nowotworzeniu. 

Postulowany jest równie  udzia  PP1 i PP2A w regulacji angiogenezy 

nowotworów. Inhibicja tych fosfataz okadejanem powodowa a zwi kszon  

zdolno  komórek endotelialnych do tworzenia nowych naczy .            
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Dopatruje si  tu mo liwo ci zastosowania klinicznego syntetycznych 

aktywtorów fosfataz jako leków antyangiogennych [136]. 

 Na wst pie sprawdzono, czy przeciwcia a przeciwko C-ko cowi 

dro d owej PP2Ac  rozpoznaj  ludzk  form  enzymu.                     

Ludzka i dro d owa forma PP2Ac  ró ni  si  od siebie 1 aminokwasem  

w miejscu rozpoznawanym przez te przeciwcia a. Ró nica ta nie 

spowodowa a utraty przez przeciwcia a zdolno ci do wi zania PP2Ac  

cz owieka. Nie jest to zaskakuj ce, je eli we miemy pod uwag  bardzo 

wysoki stopie  konserwatywno ci ewolucyjnej tego bia ka,           

spowodowany jego centraln  rol  metaboliczn . Homologia sekwencji 

nukleotydowych PP2Ac  mi dzy tak odleg ymi organizmami,                   

jak S. cerevisiae i cz owiek si ga 86% [116]. Spodziewa  si  zatem mo na 

równie wysokiej homologii struktur bia kowych wy szego rz du,                

a wi c podobie stw epitopów. Koniec N-terminalny dro d owej PP2A    

jest homologiczny z ko cem N-terminalnym formy cz owieka.  

 Nast pnie analizie poddano wycinki tkanek raka p cherza 

moczowego oraz tkanek prawid owej ciany p cherza moczowego 

pochodz ce od 54 pacjentów. Tkanki prawid owe by y pobierane w celu 

uzyskania odno nika podstawowej ekspresji bia ek, a dok adnie 

podstawowego poziomu bia ka -aktyny, b d cej standardem ilo ciowym 

w badaniach zmian poziomu bia ek obejmuj cych równie  p cherz 

moczowy [112-115]. Stwierdzono, e w oko o 30% badanych nowotworów 

poziom PP2Ac  by  obni ony, za  w oko o 40% podwy szony w stosunku 

do poziomu PP2Ac  w wycinkach tkanek prawid owego p cherza 

moczowego. Poziom PP2Ac  nie by  w adnym stopniu zwi zany z p ci  i 

wiekiem pacjentów, oraz stopniami zaawansowania nowotworu (Tab.5).  

Jednym ze sposobów regulacji aktywno ci holoenzymu PP2Ac  jest  

regulacja poziomu bia ka PP2Ac . Poziom PP2Ac  jest w komórkach              
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w pewnym stopniu kontrolowany, czego dowodz  nieudane próby 

nadprodukcji tej podjednostki w ró nych systemach zarówno 

prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Wprowadzenie do komórki wielu 

kopii genu nie powodowa o wzrostu poziomu bia ka w liniach 

komórkowych [117]. Wyst powa y jednak ró nice ilo ciowe pomi dzy 

klonami z pojedyncz  kopi  kasety ekspresyjnej, a klonami z wieloma 

kasetami. Stwierdzono równie  ró nice w poziomie uzyskiwanego bia ka 

pomi dzy ró nymi szczepami dro d y, co mo e by  spowodowane 

ró nicami genetycznymi pomi dzy tymi szczepami [118].               

Podobne prace prowadzone na komórkach ludzkich NIH/3T3 wykaza y 

blisko 60% wzrost ekspresji PP2Ac . U yto wektora do którego 

wklonowano kaset  ekspresyjn  z o on  z genu podjednostki katalitycznej 

oraz bardzo silnego promotora MLV pochodz cego z wirusa mysiej 

leukemii Moloney’a. W badaniach tych nie stwierdzono ró nic w ekspresji 

PP2A pomi dzy poszczególnymi klonami [117]. Wartym podkre lenia           

jest fakt, e wi kszo  nowotworów jest klonalna.                     

Obserwowane ró nice poziomu PP2Ac  w nowotworach poszczególnych 

pacjentów mog  zatem wynika  z ró nic pomi dzy klonami komórek           

tego samego typu nowotworu.  

Uwa a si , e PP2A ma zdolno  kontrolowania w asnej translacji 

poprzez defosforylacj  czynnika elongacyjnego EF-2 (ang.: Elongation 

Factor 2), podjednostek  i  czynnika inicjacyjnego translacji 2 TIF2             

i TIF2  (ang.: Translation Initiation Factor 2  and ) oraz wi zanie 

translacyjnego czynnika uwalniaj cego RF1 (ang.: Releasing Factor 1) 

[119-123]. Wp yw PP2A na w asn  translacj  poprzez wy ej wymienione 

bia ka jest jednak zagadnieniem spornym gdy  w transkrypcie PP2Ac          

nie znaleziono sekwencji regulatorowych, na które wp ywaj  wy ej 

wymienione bia ka [124]. Wydaje si  wi c, e autoregulacja PP2A jest 

procesem daleko bardziej z o onym, bezsporne jest jednak,                     
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e wahania poziomu mRNA PP2Ac  nie powoduj  zmian ilo ci bia ka 

[125].  

Zaobserwowany przeze mnie brak relacji pomi dzy poziomem 

PP2Ac  a parametrami klinicznymi mo e dowodzi  ró norodno ci 

metabolicznej badanych nowotworów p cherza moczowego nie zwi zanej 

ze stopniem zaawansowania nowotworu. Nie mo na jednak wykluczy ,         

e poziom ekspresji PP2Ac  nie jest ci le zwi zany z aktywno ci  

holoenzymu. Ta bowiem zale y od asocjacji z podjednostkami 

regulacyjnymi, jak równie  od fosforylacji i metylacji podjednostek          

[126-129]. Jednak jest to zagadnienie bardzo s abo poznane. S abo poznane 

s  relacje pomi dzy typami podjednostek PP2Ac , a modyfikacjami, 

którym one ulegaj  [130-132]. Dodatkow  trudno ci  jest zmiana 

lokalizacji oraz asocjacji holoenzymu ze strukturami komórkowymi 

powodowana przez zmiany struktury i modyfikacje holoenzymu.          

Do  powiedzie , e cz sta modyfikacja PP2Ac jak  jest 

karboksymetylacja leucyny wyst puj cej na C-ko cu tego bia ka zmienia 

si  wraz z progresj  cyklu komórkowego, zmniejszaj c i zwi kszaj c 

aktywno  bia ka oraz wp ywaj c na jego lokalizacj  subkomórkow  

[130,133]. Komórki nowotworowe ludzkiego guza nie stanowi  hodowli 

komórek synchronicznie rosn cych i dziel cych si .  
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7.2 AKTYWNO  TELOMERAZY W RAKACH P CHERZA 

MOCZOWEGO ORAZ W OSADACH KOMÓREK Z MOCZU 

CHORYCH NA RAKA P CHERZA MOCZOWEGO I OSÓB 

ZDROWYCH 

 

 Analiz  aktywno ci telomerazy w tkankach guzów nowotworowych 

wykonano przy u yciu dwóch jako ciowych testów komercyjnych 

(TeloTAGGG telomerase PCR ELISA, Roche Diagnostics;                  

TRAPeze ELISA Telomerase Detection Kit, Intergen), opieraj cych si          

na tych samych podstawach teoretycznych: wyd u eniu przez telomeraz  

sztucznego substratu imituj cego telomer, amplifikacj  otrzymanego 

produktu przy wykorzystaniu reakcji a cuchowej polimerazy oraz detekcj  

immunoenzymatyczn  produktów PCR. W analizie osadu komórek            

z moczu test immunoenzymatyczny by  zast piony przez detekcj  

(barwienie srebrem) produktów w elektroforezie poliakrylamidowej. 

Analiza raków by a prowadzona pocz tkowo dla ró nych st e  bia ka 

ekstraktu. Analiza moczu by a wykonywana dla 5 st e  bia ka ekstraktu 

osadu komórek z moczu, co spowodowane by o wyst powaniem 

interferencji pomi dzy wykonywan  reakcj  a cuchow  polimerazy,                  

a bia kami (hemoglobin  pochodz c  z krwawi cej powierzchni raka)                 

i zwi zkami niskocz steczkowymi wyst puj cymi w moczu.                  

Wed ug pi miennictwa aktywno  telomerazy w osadach komórek z moczu 

by a stwierdzana u od 7% do 85% badanych pacjentów.                    

Tak du e rozbie no ci spowodowane by y prawdopodobnie ró nicami               

w sposobie przechowywania i dalszego przygotowywania do analizy osadu 

komórek z moczu [137,138]. U ywana w komercyjnym te cie polimeraza 

Taq jest wra liwa na obecn  w moczu chorych hemoglobin  oraz mocznik, 

co w istotny sposób utrudnia prowadzenie analiz. Z uwagi na ci g e 
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krwawienie, cz sto masowe, powierzchni raka p cherza hemoglobina 

wyst puje w moczu cz sto w du ych ilo ciach. Arai i wsp. [139] 

przeprowadzili eksperyment w którym dodali hemoglobin  do moczu               

z aktywn  telomeraz  i stwierdzili bardzo du e obni enie wydajno ci 

reakcji TRAP skorelowane z ilo ci  dodanej hemoglobiny.                     

Obfito  krwawienia raka p cherza moczowego jest cech  osobniczo 

zmienn  i nie zale y od stopnia zaawansowania nowotworu, co sprawia,                

e osad komórek z moczu musi by  starannie przep ukany,                     

za  sama analiza powinna by  przeprowadzana dla kilku st e  bia ka 

(ekstraktu osadu komórek z moczu), aby unikn  interferuj cego wp ywu 

zbyt wysokich ilo ci hemoglobiny. Problem ten mo na by z atwo ci  

obej  przez u ycie polimerazy niewra liwej na hemoglobin .               

Producenci testów nie przewidzieli jednak, e badany materia  mo e j  

zawiera  w hamuj cych reakcj  ilo ciach. Dodatkowym problemem jest 

szybka inaktywacja telomerazy w moczu. Spowodowa o to konieczno  

zoptymalizowania sposobu przewozu i przygotowania moczu do analizy. 

Decyduj c  rol  odgrywa czas i temperatura w jakiej transportowany jest 

pobrany mocz. Niewskazane jest równie  wielokrotne rozmra anie osadu 

komórek z moczu, gdy  powoduje to obni enie aktywno ci telomerazy. 

Nale y zatem wykonywa  reakcj  TRAP z wykorzystaniem wie o 

przygotowanego, b d  te  tylko jednokrotnie zamro onego ekstraktu.          

Arai i wsp. [139] równie  zaobserwowali bardzo szybkie obni enie 

aktywno ci telomerazy w moczu przechowywanym w temperaturze 

pokojowej, 37°C oraz „wymra anie” aktywno ci. Ma to oczywi cie 

kolosalny wp yw na potencjalne zastosowanie diagnostyczne tego testu, 

gdy  wymaga oby istotnych zmian w rutynowym sposobie post powania           

z moczem w laboratoriach diagnostycznych. Do dodatkowych czynników 

generuj cych wyniki fa szywie negatywne zalicza si  równie  obecne           

w moczu proteazy, mocznik, sole oraz pH moczu, które mo e ulega  
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du ym wahaniom. Wszystkie te czynniki mog  hamowa  aktywno  

telomerazy, jak i interferowa  w wykonywany test, szczególnie na etapie 

reakcji a cuchowej polimerazy [140,141].    

Przeanalizowano 56 tkanek raków p cherza moczowego, z których 

oko o 91% wykaza o aktywno  telomerazy. Otrzymane rezultaty pozostaj                

w zgodzie z danymi z pi miennictwa. W przewa aj cej wi kszo ci prac 

aktywno  telomerazy stwierdza si  w 80-90% badanych tkanek raków 

p cherza moczowego [142-145]. Aktywno  telomerazy wykazywa y 

zarówno nowotwory we wczesnych, jak i w pó nych stadiach rozwoju,                     

co mo e wiadczy  o potencjalnej przydatno ci klinicznej badania 

aktywno ci telomerazy w tkankach pobranych z wczesnych zmian p cherza 

moczowego. Wykrywanie zmian nowotworowych ciany p cherza 

moczowego wi e si  z wykonaniem zabiegu cystoskopii i ewentualnym 

pobraniem fragmentu tkanki do badania histopatologicznego,                    

co stanowi du y dyskomfort dla pacjenta. Dodatkowym problemem jest 

równie  subiektywno  oceny stanu ciany p cherza oraz trudno                   

w ocenie wyst powania wczesnych zmian, w bardzo niskim stopniu 

odró nicowanych. Podczas cystoskopii pobierana jest równie  tkanka                

do badania histopatologicznego. Problemem mo e okaza  si  pobranie         

do badania tkanki prawid owej, zamiast s abo odró nicowanej 

nowotworowej, znajduj cej si  klika centymetrów dalej, b d  te  

wyst powanie zmiany wieloogniskowej, cz stej w przypadku raka 

p cherza moczowego. Mo liwe jest zatem wybranie przez lekarza             

do analizy niekoniecznie najbardziej zaawansowanej zmiany.                     

W tym wypadku wydaje si  konieczno  u ycia osadu komórek z moczu 

jako materia u diagnostycznego, co mog oby poprawi  komfort pacjenta 

oraz trafno  diagnozy.  

Standardem badania moczu jest cytologia, oparta na mikroskopowej 

ocenie obecnych w moczu z uszczonych komórek nab onkowych,              
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w ród których mog  znale  si  z uszczone komórki nowotworowe [146]. 

Metodzie tej zarzuca si  subiektywizm oceny [147,148], oraz cz ste nie 

rozpoznawanie wczesnych, s abo odró nicowanych zmian 

nowotworowych, uwalniaj cych stosunkowo ma o komórek   

[147,149,150]. Istnieje potrzeba wprowadzenia testu uzupe niaj cego,  

który móg by poprawi  czu o , a co za tym idzie, w dalszej perspektywie, 

prze ywalno  pacjentów. Jednym z proponowanych testów 

uzupe niaj cych mo e by  badanie aktywno ci telomerazy,                     

która mog aby sta  si  przydatnym narz dziem diagnostycznym.                            

Aktywno  telomerazy wykazano w osadzie komórek z moczu        

49 na 55 pacjentów (89%). Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy stopniem 

zawansowania choroby, oraz innymi parametrami klinicznymi,                     

a obecno ci  aktywno ci telomerazy, co mo e wiadczy  o niewielkiej 

przydatno ci prognostycznej testu. Warto  diagnostyczna jest jednak 

wysoka, gdy  nie stwierdzono aktywno ci telomerazy w adnym                    

z badanych osadów komórek z moczu osób zdrowych. 

Ocena aktywno ci telomerazy w moczu pokrywa a si  z ocen  

aktywno ci telomerazy w tkance guza nowotworowgo w 98%.                     

Jeden pacjent wykaza  aktywno  telomerazy w tkance, która nie znalaz a 

swego odzwierciedlenia w osadzie komórek z moczu.                     

Mo e by  to spowodowane zarówno inaktywacj  telomerazy,                     

jak i polimerazy Taq. We wcze niejszych badaniach aktywno ci 

telomerazy w osadach komórek z moczu z u yciem testu TRAP aktywno  

ta oscyluje od bardzo niskich 7% do 85% [137,138], ze specyficzno ci  

ponad 95% [139, 151-153]. Istotne jest, e aktywno  telomerazy zosta a 

wykryta w 88% osadów komórek z moczu pacjentów z wczesnymi 

zmianami nowotworowymi, co wskazuje na bardzo du  czu o  tego testu 

(Tab.13) nawet w trudnych dla cytologa przypadkach. wiadczy to o du ej  
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potencjalnej przydatno ci klinicznej wykonywania analizy aktywno ci 

telomerazy.  

Nie mo na jednak zapomnie  o mo liwo ci generowania fa szywie 

pozytywnych wyników. Mo e by  to skutkiem obecno ci w moczu 

aktywowanych limfocytów.  

Aktywacja limfocytów mo e by  spowodowana zarówno przez 

proces nowotworowy jak i stan zapalny p cherza moczowego [157]. 

Analiza markera molekularnego takiego jak telomeraza, mog aby jednak 

zaw zi  grup  pacjentów, których nale a oby podda  cystoskopii. 

Zagadnienie to wymaga jednak dalszych bada . 

Badanie przesiewowe ca ej populacji pod k tem wyst powania 

aktywno ci telomerazy w moczu z pewno ci  generowa yby bardzo 

wysokie koszty. Wydaje si  jednak, e przesiewowa analiza osadów 

komórek z moczu osób nara onych na kancerogeny, takie jak sk adniki 

dymu papierosowego czy aminy aromatyczne mog aby przyczyni  si           

do poprawienia efektywno ci wczesnej diagnostyki, zwi kszenia komfortu 

ycia i prze ywalno ci pacjentów. Spraw  dyskusyjn  mo e pozosta  

relacja kosztów diagnostyki przesiewowej i leczenia pó no wykrytego, 

zaawansowanego raka. 
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7.3 PORÓWNANIE POZIOMU PP2Ac  Z AKTYWNO CI  

TELOMERAZY W RAKU P CHERZA MOCZOWEGO 

 

Zestawiono ze sob  aktywno  telomerazy i poziom fosfatazy 

PP2Ac  dla 54 pacjentów. W grupie pacjentów, w tkankach 

nowotworowych których nie stwierdzono aktywno ci telomerazy, znalaz o 

si  trzech pacjentów o obni onym i jeden o podwy szonym poziomie 

PP2A (u jednego pacjenta poziom PP2Ac  by  zbli ony do 

obserwowanego w wycinku p cherza prawid owego). W grupie pacjentów, 

w których tkankach guzów nowotworowych stwierdzono aktywno  

telomerazy obni ony poziom PP2A w tkance guza nowotworowego mia o 

13 pacjentów, zbli ony do obserwowanego w tkance p cherza 

prawid owego 15, za  podwy szony 21. Wyniki te nie wskazuj                 

na istnienie zale no ci pomi dzy aktywno ci  telomerazy, a poziomem 

bia ka PP2A. 

Zwi zek telomerazy z PP2A zosta  zaproponowany przez Li i wsp.          

w roku 1997 [106]. Zespó  ten wykona  do wiadczenia na komórkach linii 

nowotworu sutka PMC42. Komórki te wykazywa y aktywno  telomerazy. 

Aktywno  telomerazy obni a a si  w trakcie inkubacji z podan  do p ynu 

inkubacyjnego PP2A, nie by a za  podatna na dzia anie innych fosfataz 

(PP1 i PP2B). Dodanie do uk adu inhibitora PP2A (kwasu okadejowego) 

znosi o dzia anie fosfatazy i aktywowa o telomeraz . Stymulacj  t  mo na 

t umaczy  po redni  inhibicj  PP2A. Autorzy nie wykluczali interakcji 

PP2A z sam  telomeraz , lecz dopuszczali równie  ewentualno  

oddzia ywania fosfatazy z bia kami regulatorowymi telomerazy.              

Inny zespó  wykona  eksperymenty w których indukowa  apoptoz  

komórek HL-60 za pomoc  salwicyny, leku przeciwnowotworowego 

naturalnego pochodzenia. W komórkach tych wraz ze wzrostem st enia 

salwicyny wzrasta a aktywno  PP2A i obni a a si  aktywno  telomerazy, 
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za  dodanie do uk adu okadejanu spowodowa o zahamowanie apoptozy               

i wzrost aktywno ci telomerazy. Autorzy tej pracy wskazywali                  

na mo liwo  po redniej inaktywacji telomerazy za po rednictwem bia ka 

regulatorowego TP1 (ang.: TP1 - Telomerase-associated Protein 1) [158].  

Zmiany ilo ci podjednostki katalitycznej  nie musz  jednak 

odzwierciedla  aktywno ci fosfatazy. Aktywno  ta zale y równie                   

od kompozycji powsta ego holoenzymu, jego lokalizacji subkomórkowej 

oraz modyfikacji potranslacyjnych. Ekspresja PP2Ac  zmienia si  tak e 

wraz ze stopniem zró nicowania tkanki. W komórkach HL-60 

traktowanych stymulatorem ró nicowania jakim jest dla tych komórek 

kwas all-trans retinojowy ATRA (ang.: All-Trans Retinoic Acid) 

stwierdzono obni enie poziomu tylko PP2Ac , bez zmiany poziomu 

podjednostek strukturalnych i regulatorowych [159].  

Ze wzgl du na niewielk  ilo  dost pnego do bada  materia u 

niemo liwa by a ocena aktywno ci PP2A, za  ekspresja podjednostki 

regulatorowej nie by a skorelowana z aktywno ci  telomerazy.                 

Trzeba jednak zaznaczy , e wcze niejsze badania nie by y wykonywane 

na wycinkach nowotworów, lecz na liniach komórkowych 

wyprowadzonych z zupe nie innych pod wzgl dem zarówno genezy,               

jak i rozwoju nowotworów. Ponadto poziom PP2Ac  nie musi 

odzwierciedla  aktywno ci PP2A. Wahania poziomu PP2Ac  mog  

wskazywa  na wysok  heterogenno  metaboliczn  badanych 

nowotworów. Zmiany wyst puj ce u pacjentów mog  si  od siebie ró ni , 

wystarczy wspomnie  ró n  suplementacj  guza w tlen.                    

Podobnie lity nowotwór nie jest hodowl  synchroniczn ,                     

w której wszystkie komórki pozostaj  na tym samym etapie rozwoju,          

co dodatkowo komplikuje interpretacj  otrzymanych wyników.                 

W wielu nowotworach wykazano równie  wysok  ekspresj  inhibitora 

PP2A I-2PP2A/SET, który blokuj c PP2A powodowa  zniesienie wygaszania 
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kaskad kinaz mitogennych MAP i promowa  proliferacj  komórek.               

Jego ekspresja dodatkowo wp ywa na aktywno  holoenzymu PP2A [160].  

Poziom PP2Ac  mo e wp ywa  na podatno  komórek                     

na transformacj  nowotworow . Komórki NIH/3T3 w których 

nadprodukowano PP2Ac  transformowane nast pnie konstruktami 

koduj cymi geny Ha-ras lub PymT mia y zredukowan  zdolno  tworzenia 

kolonii. Mniejsza ilo  kolonii klonów z podwy szon  ekspresj  PP2A          

po transformacji Ha-ras potwierdza tez  o udziale PP2A w regulacji 

kaskady mitogennej MAP. Ponadto w niektórych koloniach wykazano 

niezwykle wysok  nadekspresj  PP2A [161], co przeczy doniesieniom           

o bardzo cis ej kontroli promotora PP2Ac . Ja równie  zaobserwowa am 

wielokrotnie podwy szony poziom PP2Ac  w niektórych rakach p cherza 

moczowego. Wykazano równie  wp yw PP2A na angiogenez , bia ko               

to bowiem wp ywa na migracj  komórek endotelialnych poprzez 

utrzymywanie integralno ci cytoszkieletu. Blokada PP2A powoduje 

odró nicowanie morfologiczne komórek spowodowane degradacj  

cytoszkieletu [136]. Nie znaleziono jak dot d mutacji w genie PP2Ac . 

Znaleziono mutacje w  podjednostce strukturalnej, które stwierdzano                

w raku p uc i okr nicy oraz wielu innych nowotworach.                     

Mutacje te s  ró nego typu od delecji przez mutacje punktowe, mutacje 

zmiany ramki odczytu a  do mutacji zmieniaj cych w a ciwo ci 

splicingowe powsta ych transkryptów [162-164]. Nie jest jednak jasne               

w jaki sposób mutacje te zwi kszaj  panel mo liwo ci regulacji aktywno ci 

holoenzymu PP2A. Wykazano, e cz sto  i typ mutacji podjednostki 

strukturalnej znalezionych w raku jajnika, nie ró ni y si  istotnie                     

od podobnych zmian obserwowanych w grupie kontrolnej zdrowych 

kobiet. Tak wi c mutacje podjednostki regulatorowej nie musz  by  

zwi zane z transformacj  nowotworow  [165]. 
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Fosfataza bia ek typu 2A jest enzymem, na którego aktywno  

wp ywa wiele, s abo poznanych czynników komórkowych, takich jak sk ad 

holoenzymu, jego lokalizacja ródkomórkowa i modyfikacje,                     

jak równie  inhibitory i modulatory aktywno ci. Nie s  poznane wzajemne 

relacje ilo ciowe i interakcje mi dzy tymi czynnikami w organizmie 

cz owieka jako ca o ci i z pewno ci  temat ten wart jest szczegó owych 

bada . Mo e si  on przyczyni  zarówno do g bszego poznania 

metabolizmu, jak i stworzy  nowe mo liwo ci oddzia ywania na stany 

patologiczne takie jak nowotwory. Na obecnym etapie mo na jedynie 

hipotetyzowa  na temat modulacji wp ywu PP2A in vivo na tak 

podstawowe szlaki sygnalizacyjne jak kinazy MAP, bia ko Rb,                    

czy aktywno  telomerazy. 

Badana przeze mnie aktywno  telomerazy w osadach komórek                  

z moczu chorych na raka p cherza moczowego wydaje si  by  obiecuj ca, 

szczególnie je li u wiadomimy sobie, e mocz jest du o atwiejszym              

do pobrania materia em badawczym, ni  krew. atwy dost p,                     

oraz mo liwo  pozyskania du ych ilo ci moczu dobrze rokuj  wszelkim 

testom opartym na analizie moczu i osadów komórek z moczu.                 

Analiza aktywno ci telomerazy w osadach komórek z moczu chorych             

na raka p cherza moczowego w skali laboratorium przyszpitalnego by aby 

z pewno ci  trudna do realizacji, ale mog aby przynie  bardzo dobre 

rezultaty diagnostyczne.   
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8. WNIOSKI 
 

Poziom PP2Ac  w wycinkach prawid owych tkanek p cherza 

moczowego jest zmienny osobniczo.   

 

Poziom PP2Ac  jest równie  ró ny w badanych tkankach guzów 

nowotworowych p cherza moczowego. Ró nice te nie s  zwi zane 

zarówno ze stopniem zaawansowania nowotworu, stopniem z o liwo ci 

histologicznej, jak i p ci  i wiekiem pacjentów. 

 

 Nie stwierdzono aktywno ci telomerazy w osadach komórek                   

z moczu osób zdrowych. 

 

Aktywno  telomerazy stwierdzono w 91% tkanek raków p cherza 

moczowego, oraz w 89% osadów komórek z moczu pochodz cych                 

od pacjentów z udokumentowanym rakiem p cherza moczowego. 

 

Nie stwierdzono zale no ci pomi dzy poziomem PP2Ac                     

a aktywno ci  telomerazy w tkankach guzów nowotworowych. 

 

Aktywno  telomerazy w osadach komórek z moczu mo e stanowi  

przydatny test diagnostyczny w przej ciowonab onkowym raku p cherza 

moczowego, szczególnie w przypadkach w tpliwych diagnostycznie. 
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